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RESUME

La présente eétude montre la faisabilite biologique et
technologique du post-traitement de nitrification adapte a un
effluent de digesteur anaérobie en sucrerie.

Une premiére partie est consacrée a une synthese
bibliographique sur la nitrification, volontairement orientee sur
les aspects particuliers du traitement des eaux méthanisées de
sucrerie et de leur rejet.

Dans une deuxieme partie est décrite et commentée
l'expérimentation conduite a la sucrerie de THUMERIES (59). On
étudie dans un premier temps de facon tres complete le Biofiltre
anaerobie dont la bonne marche conditionne le post-traitement
aérobie. Quatre pllotes de nitrification a biomasse fixeée sont
alors testes en parallele durant deux campagnes d'essais. L' étude
montre qu' apres trois semaines de montée en ,charge, on peut
traiter jusqu'a_1l,5 kg d'azote ammoniacal par m”_ et par jour, ce
qui correspond a des temps de séjour 1nfer1eurs al,s heure dans
les appareils, ceci avec des rendements d'élimination superleurs
a 95 %$. Les meilleurs résultats sont obtenus sur les procedes a
supports poreux et utilisant l'air comme source 4’ oxygene. Les
principales dlfflcultes rencontrées lors de ces essais sont liees
aux caracteristiques de 1'effluent methanise : équilibre
calco-carbonique, fuite en carbone organique dissous et
relargages occasionnels de boues méthanigenes.

Dans une troisieme partie sont présentées les principales
études complementalres reallsees sur pilotes de laboratoire.
Elles sont destinées a optimiser certains parametres de
fonctionnement et a definir des conditions fiables de
conservation de la flore nitrifiante durant 1l'intercampagne
sucriere. Les expériences sont toutes reéalisées sur supports
poreux. On montre tout d'abord que la phase de démarrage peut
etre reduite de pres d'une semaine par dopage en CO, de l'air de
process. On expérimente ensuite le principe d'une deGarbonatation
préalable de l'eau., Cette décarbonatation doit étre partielle et
semble difficile a conduire sur le plan industriel. Enfin, on
évalue les charges organiques qui peuvent inhiber la
nitrification en culture fixee. Lorsqu'on depasse les charges
limites de 1,2-1,5 kg C.0.T./m .j, le rendement de nitrification
chute sans toutefois altérer la flore nitrifiante fixee.



Les nombreux essais de conservation des bactéries
nitrifiantes permettent de definir une_ technlque appllcable sur
le plan industriel. Elle consiste a immerger, in situ, a
temperature ambiante, les supports ensemences dans de l'eau de
forage, apres rlngage du matériau garni. La mise en phase
stationnaire des micro-organismes 48 Theures avant 1' arret
favorise leur adaptation aux conditions de jeune total. Une perte
raplde d'activite de 30-35 % est 1nev1table dans 1les quinze
premiers jours; elle se stabilise ensuite. Apres plusieurs phases
d'arrets et de reprises, le temps de retour aux performances
initiales d'un reéacteur peut etre reduit a 7 jours.

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

MOTS-CLEFS : Sucrerie - Traitement des eaux - gost-traitement -
Nitrificatign -~ Effluent methanise - Biofiltre -
Lit fluidise - Conservation

Ce travail a fait l'objet d'une communication au congres
EWPCA -~ AQUATECH'86 -~ (Amsterdam - Sept. 1986).
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INTRODUCTION - CADRE DE L'ETUDE

Les Services Technlques de 1l'Industrie Sucriere Francaise
ont fait figure de plonnler en matiere de traitement des eaux
résiduaires de sucrerie par la voie anaérobie. Les procedea
évoluent depuis plus de 10 ans dans ce domaine et la derniere
technologie implantée en_Sucrerie Frangaise utilise le Biofiltre,
systeme tres performant a flore immobiliseée. 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 r1v1eres, de compléter le travail du
digesteur par un traitement aérobie; on évite ainsi une
nitrification naturelle dans le milieu récepteur, grande
consommatrice d'oxygene.

A la demande de l'Interprofession Betterave-Sucre et sous
le controle d'un Groupe Paritaire, des fonds communs ont ete
engagés et concentrés sur une opération démonstration en
collaboration avec la sucrerie de THUMERIES, ceci afin de mettre
en place une filiere complete de traitement des eaux de la
sucrerie. A terme, on doit aboutir au rejet immédiat des
effluents au fil de la campagne et a la suppression des bassins
de stockage. Des 1983, 1la sucrerie de THUMERIES accepte
d'lnstaller un Biofiltre anaérobie, lancé et suivi par 1'IRIS la
meme annee. L' appllcatlon industrielle de la nitrification quant
a elle nécessite une mise au p01nt préealable. La preésente étude a
donc pour but d'evaluer la faisabilite biologique et
technologique de 1la nitrification des effluents méthanisés en
sucrerie.

La nitrification (oxydation de 1l'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 con51deratlons
générales vient s ajouter le contexte particulier de la sucrerie,
le caractere salsongler de ses activités et les caracteristiques
précises de l'eau a nitrifier. L' orientation des travaux tient
compte de l'ensemble de ces parametres ainsi que de
l'introduction récente des procedes a biomasse fixee tres
performants.

Une etude comparative aussi complete que possible est
conduite sur  quatre pllotes en collaboration avec des
constructeurs a la sucrerie de THUMERIES , dans les conditions
industrielles. L'objectif principal en est de definir un procedé
fiable et performant et de mettre en évidence ses principales
contraintes biologiques et technologiques.

Ces questions sont alors abordées une a une dans des
conditions precises de laboratoire, ce qui permet de s'affranchir
de certaines contraintes exterieures et d'isoler chaque aspect
pour mieux le comprendre. L'ensemble des travaux est realisé avec
un souci permanent d'application industrielle.
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lere PARTIE

RAPPEL BIBILIOGRAPHTIOQUE

I - HISTORIQUE

La nitrification est mise en evidence, en France, par
SCHLOESING et MUNTZ (1877-1879) qui démontrent la nature
biologique du processus d'oxydation de 1l'azote ammoniacal en
nitrate. Les organismes responsables de la nitrification sont
1dent1f1es par WINOGRADSKY (130) (1890-1891) qui distingue deux
étapes a la réaction et isole deux categorles de bacteries ;
Nitrosomonas sp (*) qui oxyde 1l'ammoniaque en nitrites et
Nitrobacter sp (**) qui oxyde les nitrites en nitrates.
WINOGRADSKY montre dque ces orqanlsmes sont aérobies stricts et
chimiolithotrophes obligatoires, c'est a dire qu'ils utilisent
l'oxydation de leurs substrats mineraux comme seule source
d'énergie et le CO2 atmosphérique dissous comme source exclusive
de carbone.

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 1 écologie des populations bactériennes
responsables du phénomene d'oxydation.

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

II - MICROBIOLOGIE DE LA NITRIFICATION

IT-1 Habitat

Quoiqu'ayant des exigences ecologlques strictes, les
bactéries nitrifiantes sont largement repandues dans la nature.
Elles sont localisées dans le sol, le compost, l'eau douce, 1l'eau
de mer, dans la plupart des environnements aérobies ou les
matieéres organiques sont minéralisées (BELSER) (1l1).

Dans le sol, la flore nitrifiante se situe principalement
dans les 10 cm superleurs. Elle est surtout active dans les sols
cultivés aérés ou elle joue un role important sur la productivite
vegetale.

(*)Nitrosomonas sp Nitrosus
Monas

nitreux {Unités qui produi-
monade,unite | sent des nitrites

(**)Nitrobacter sp Nitrum
Bacter

o

nitrate {Bétonnets qui pro-
batonnet duisent des nitrates



Qans les estuaires, lacs et rivieres, la nitrification se
produit a l'interface eau- sédiments, parfois dans des zones tres
pauvres en oxygene (WATSON) (129).

En mer, les bactéries nitrifiantes sont localisées dans
les 200 m superieurs et a l'interface eau-sediments.

Les germes nitrifiants se fixent naturellement sur les

partlcules du sol, les matleres detritiques en _suspension dans
l'eau, les bords de cuve d'aeration en station d'epuration.

II-2 Les bactéeries nitrifiantes

) Un faible nombre de genres bactériens a été identifie et
isole. Dans la plupart des milieux, en depit des conditions
variables, la nitrification est essentiellement autotrophe
(53,54).

II-2 a Nitrification autotrophe

Les bacterles nitrifiantes sont des bactéries GRAM -
appartenant a la famille des Nitrobacteriaceae (19) (Bergey's
manual, 8eme édition).

D D - D - — - — R ) —— - D ) o W - D G - - — - o - W D S O N WS T — T -

( Oxydatlon : Genre Espece Habitat )
(==m—mmmmm e ittt bttt )
( NH 4*—-——> NO,™: )
( : Nitrosomonas europaea sol, eau, effluents)
( : Nitrosospira briensis sol )
( : nitrosus sol )
( : Nitrosococcus oceanus (*) mer )
( : mobilis (**) mer )
( : Nitrosolobus multiformis - sol )
( : Nitrosovibrio tenuis (***) sol )
(e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e )
( NOy ——> NOy: Nitrobacter winogradskyi sol, eau )
{ : (agilis) )
( : Nitrospina gracilis mer )
( : Nitrococcus mobilis mer )

(*) - identique a Nitrosocystis oceanus (42)

(**) - nouvelle espece (67)

(***) - nouveau genre, nouvelle espece (48)



TABLEAU 1 :

DESCRIPTION DES BACTERTES NITRIFIANTES

Nitrosomonas Sp

- i o -

Nitrobacter Sp.

mn
®

MORPHOLOGIE

Bactéries en baguettes aux extrémités
arrondies. Parfois, cellules ovoides
a sphériques consécutivement & une
division

Cytomembranes périphériques, lamel-
laires, identiques aux bactéries
photosynthétiques

Bactéries en baguettes courtes,
souvent en forme de "poire".

Systéme polaire de cytomembranes
constituant une coiffe en 3 struc-
tures

TAILLE
(wm)

Variable

0,8/1-2 a
1)2/2-315

MOBILITE

+ ou -

1-2 flagelles
sub-polaires

+ ou -

1 flagelle
polaire
(4-6 um)

REGROUPEMENTS

Cellules iso-~
lées, par paireg
ou en courtes
chaines.

En culture enrii
chie, regroupe-
ment en aggré-
gats du type
zooglée
(surtout en
culture mixte)

Regroupement
fréquent en
zooglée en cul-~
ture enrichie

MODE DE
REPRODUCTION

Fission
binaire

————— - - e = of

Bourgeonnement
(fission
a symétrique)

SCHEMA DES
STRUCTURES




Ces familles regroupent des organlsmes qui ont pour
caracteristique physiologique commune de pouvoir se developper
dans un milieu exclusivement mineral, en_ utilisant 1'energie
libéree par oxydation des composes azotés tels que 1l'azote
ammoniacal ou l'azote nitreux.

Les genres bacteriens se distinguent par la forme, la
taille et 1l'arrangement des diverses membranes (Tab. 1). Les
cellules sont riches en cytochromes C et en matériaux de réserve
(polyphosphate, glycogene, poly-B-hydroxybutyrate) (129)

II-2-b Nitrification hetérotrophe

Quelques bactéries et champignons hétérotrophes sont
capables de produire_ des composes oxydés a partir de l'azote
ammoniacal dans les memes conditions que les autotrophes. Le role
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 1l'azote ammoniacal, dont 13
souches d'Aspergillus flavus. Arthrobacter sp, Azotobacter sp et
Pseudomonas sp peuvent egalement contribuer a la nitrification
(89).

II-2-c Associations

En culture mixte, les bacteéries autotrophes et
heterotrophes coexistent (13). Les bacterles hetérotrophes ont un
taux de croissance tres supérieur a celui des autotrophes et
dominent dans la flore totale. HOCKENBURY (32) pense qu‘il
n'existe pas de compétition entre les deux catégories _de
bacteries a condition de maintenir un pH et un taux d4'oxygene
dissous suffisant dans le milieu. Il montre que le filtrat
provenant d'un réacteur héterotrophe a un effet antagoniste sur
un réacteur nitrifiant. JONES et HOOD (61) augmentent 1' activite
de Nitrosomonas sp de 150 % en présence de Nocardia atlantica et
d'une souche de Pseudomonas. Ces effets stimulants sont discutes
mais aucun effet nefaste provoque par des hétérotrophes sur la
nitrification n'a éte prouve.

II-3 Méecanismes biochimiques de la nitrification

I1-3~a Reactions d'oxydation

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

+

NH4

+ 3/2 0. ———5  NO.  + H.O0 + 2HT + (276 - 351 kJ)

2 2 2

Nitritation

Noz' + 1/2 0, —> No3’ + (64 - 88 kJ)

Nitratation
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FIGURE 2 : ETAPES DE LA NITRIFICATION



Les principales réactions intermediaires sont
schematisées sur la figure 2.

II-3-a=-l La nitritation

La biochimie de la premiere 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'etape 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 semicyclique lie a
un systeme cytochrome et a une partie du NO formé. Cette
oxydation conduit vraisemblablement a la formatiofi d un cofacteur
réduit (XH2 sur la Fig. 2) qui induit alors la premiere réaction.

II-3-a-2 La nitratation

La réaction se produit en une seule etape, 1'oxygene
utiliseé provenant de l'eau et non pas de l'oxygene moléculaire
(126). L'energie produite par la réaction est plus faible que
celle de la nltrltgtlon, Justlflant le rendement cellulaire de
Nitrobacter sp, inferieur a celui de Nitrosomonas sp.

Les electrons sont transférés grace a un complexe
respiratoire multienzymatique qu1 renferme les cytochromes c, ay
et la nitrite-oxydase.

II-3-a-3 Reaction globale

L'equation globale de 1l'oxydation de 1'ammoniaque en
nitrate s'ecrit :

+ I - -
NH, + 2 0Oj¢cceiecn(NOy Jeveves NO; + H,0 + H

(III7) (III+) (vh)

II-3-b Synthese cellulaire

Le CO., est fixé suivant le cycle de CALVIN par toutes les
bacteries nlgrlflantes. En assimilant la composition de 1la
biomasse a la formule C5H7NO2 la synthese des micro-organismes
s'écrit (99)

+ - +
15 CO2 + 13 NH4 _ 10N02 + 3C5H7NO2 + 23 H + 4H20

+ - - +
5 CO2 + NH4 + 10 NO2 + 2H20-——’ 10 NO3 + C5H7NO2 + H



B Les protons H' sont neutralisés par les bicarbonates en
equilibre dans le milieu (pH <38,5)

II-3-c Equation générale

L'équation génerale de la nitrification combine
l'oxydation de l'azote et la synthese des bactéries :

1,000 NH4+ , + 1,979 HCO,” ———>

0,021 C5H7N02 + 1,041 HZO + 1,879 H2CO3

+ 1,856 0

+ 0,979 NO,~
Cette équation générale met en valeur trois facteurs

importants affectant la nitrification dans son application au
traitement des eaux.

_ . Le metabolisme aérobie des bactéries nitrifiantes
entraine_une consommation d‘'oxygene de 4,2 - 4,5 mg O2 par mg
d'azote elimine ou oxyde.

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

. La nitrification libere des protons H représentant, a
l'equilibre, une consommation de 7 mg 4' alcallmte par mg d'azote
ammoniacal oxyde.

II-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 tend a
dlsparaltre pour Nitrobacter sp qul peut assimiler des’ composeés
organiques simples comme source d'energie : acétate, pyruvate,
formiate. Il est maintenant acquis gque la paroi des bacteéries
nitrifiantes est permeable a de nombreux composes organiques dont
le carbone peut étre incorporé dans les matériaux cellulaires
(70,71,105,107,111).

L'assimilation du CO, nécessite sa reduction et donc de
l'eénergie. Si globalement leés réactions de nitritation et de
nitratation sont exergoniques, une partie de cette énergie est
utilisee pour fournir le pouvoir reducteur. La fixation d'une
mole de compte tenu du faible rendement du couplag$
d'énergie (16 15 %), necessite l'oxydation de 17-25 moles de NH
pour Nitrosomonas sp et 67-100 moles de NO pour Nitrobacter sp
(132).Les bacteries nitrifiantes ont Un meétabolisme tres
exigeant, expliquant leur croissance lente, directement liee a
l'oxydation de 1l'azote minéral en conditions de substrat non
limitant.

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



Les principales caractéristiques des bactéries
nitrifiantes sont reportees dans le tableau ci-dessous (Tab. 2)
et comparées au métabolisme de souches heterotrophes cultivees
sur glucose (11l1). Suivant les conditions experimentales, les
valeurs sont tres différentes :

TABLEAU 2 : PARAMETRES DE CINETIQUE CHEZ LES BACTERIES NITRIFIANTES

- — Ay ———— - D Cup D D W W D W G — . — IS W - - W CED WEp W W W) G TS D D — - - —— - TE IR G WD W L W S ————— - - > =

Nitrobacter : Hétérotrophe (*))

—— D - - D D TN o D 3 D D WO . S W -

Y théorique

(g mat.cell/g.N ox) ; 0,29 ; 0,084 ; ;
Y mesure : : : ;
(g mat.cell/g.N ox) : 0,03-0,13 : 0,02~-0,08 : 0,37- 0,79 )
‘ymax (371) 0,46-2,2 : 0,28-1,44 7,2 -17,0 3
Ks (ou Km)**(mg N/1) ; 0,06-5,6 ; 0,06-8,4 ; 1-181 ;
K, (mg 0/1) ;0,3 -1,3 i 0,25-1,3 0,0007-0,1 i

(*) 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 genéralement confondues.

Géneralement, les valeurs de Ks obtenues en cultures
mixtes sont plus elevees et les taux de croissance plus faibles
qu'en cultures pures.

L'influence des parametres du milieu sur la nitrification
afgecte surtout Nitrosomonas sp, la nitritation constituant
l'etape limitante du processus d'oxydation.

IITI -~ INFLUENCE DES PARAMETRES DU MILIEU SUR LA
NITRIFICATION

III-1 Influence de la teneur en oxygene dissous

Les bactéries nitrifiantes sont des bacteries aérobies
strictes. Elles apparaissent comme de mauvais competiteurs aux
faibles concentrations en oxygene dissous. STREMSTROM et PADUSKA
(112) ont comparé les reéesultats obtenus par dlfferents auteurs
relatifs aux concentratlons limitantes en oxygene dissous dans
diffferents systemes (cultures pures, cultures mixtes, stations
d'épuration)(Tab. 3).
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TABLEAU 3 : EFFET DE LA CONCENTRATION EN OXYGENE
NITRIFICATION

Organisme Oxygene dissous Conditions et
mg/1 remarques
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1
]
[}
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]
1
1
I
]
i
]
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Culture pure
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: ques respirometri-
: ques amperometri-
: ques et microcalo-
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(valeurs calculees)
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De ces données, il ressort une assez grande différence
entre les valeurs de constantes de saturation et de
concentratlons llmltantes en oxygene dissous (methodes de mesure,
etat des cultures, mecanismes de diffusion de 1° oxygene, autres
facteurs de l'environnement). La gamme de concentration en
oxygene dissous minimal permettant une nitrification optimale se
situe entre 1 et 4 mg O/1l. Il n'est pas mentionne dans la
littérature d'inhibition par exces d'oxygene dissous dans le
milieu.

En conditions d'anoxie ou 4d' anaeroblose, Nitrosomonas sp
est capable de reduire NO et de produire un meélange gazeux NO,
N,0. Il en est de meme pour Nitrosolobus, Nitrosospira,
Nitrosococcus sp (41l). Dans les sols et les systemes aquatiques,
11 apparait que la nitrification est une source importante de

De meme, Nitrobacter sp est capable de reduire NO en
Na (11). En general, dans les milieux naturels, peuvent
coex1ster ou se succeder nitrification et dénitrification (sols,
rivieres, stations).

III-2 1Influence de la temperature

Les températures optimales pour la nitrification en
cultures pures se situent entre_ 25° et 36°C (84), bien que des
températures plus élevées aient ete rapportées pour Nitrobacter sp
(42°C) (89).

D'une maniere générale, la nitrification est nulle
au-dessous de 5°C et au dela de 45°C (89), les temperatures
létales se situant aux environs de 55°C pour les deux especes.

Aux faibles et aux fortes températures, Nitrobacter sp
est plus affecte que Nitrosomonas sp(98) et on assiste
généralement a une accumulation de nitrites dans le milieu.
KNOWLES et al (66) estiment que le taux de croissance spec1f1que
de Nitrosomonas sp est augmenté de 9,5 % par elévation de
temperature de 1°C et celui de Nitrobacter sp de 5,9 % dans une
gamme de température de 8 a 23°C.

La température intervient é&galement de fagon indirecte
sur la nitrification en modifiant la concentration en oxygene

dissous ou la teneur en NH3 (97).

III-3 Influence du pH

Les bacteries nitrifiantes sont légerement basophiles,
avec un pH optimum compris entre 7,5 et 8,5 (Tab. 4). Le PpH
optimal n'est pas clairement defini.



10000

1000.

5Q0,

N-NOé mg.)

1004

504

L1000
- @
=]
.
=
=
100

BU
ue) 4

FIGURE 3 : INHIBITION DE LA NITRIFICATION PAR

Zone
Zone
Zone

Zone

VSR VI

.
-

L'AMMONIAC ET L'ACIDE NITREUX

Inhibition de Nitrosomonas sp et Nitrobacter sp

Inhibition de Nitrobacter sp par NH3

Nitrification compléte

Inhibition de Nitrobacter sp par HNO2




TABLEAU 4 : EFFET DU pH SUR LE DEVELOPPEMENT DES BACTERIES

NITRIFIANTES

( pH : Degré : Organisme en : Référence )
( ¢ d'inhibition : culture pure : )
(m=mmemmmmm e e ———— e Pmmm - )
( : : : )
( : : : )
( 8,3-8,6 : 0 ¢ Nitrosomonas sp : (72) )
( : : : )
( 7,9-9,2 : 0 : : (36) )
( 6,2 : 50 % : : )
( 9,6 : 50 % : : )
( : : : )
( 8,0-8,5 : 0 : : (61) )
( 6,5-7,0 : 90 % : : )
( : : : )
( 8,5-8,8 : 0 : : (53,54) )
( 7,9 : 50 % : : )
( 9,3 : 50 % : : )
( : : : )
( 7,5-8,0 : 0 : : (78) )
(—=—rmmrrr e e I~ ———— v ————— )
( 7,2-8,2 : 0 : Nitrobacter sp : (72) )
( : : : )
( 8,0 : 0 : : (4) )
( 6,5 : 50 % : : )
( 9,0 : 50 % : : )
( : : : )
( : : :

L'intervalle de pH compatible avec la nitrification est
plus large en cultures mixtes. Les bactéries, dans leur
environnement naturel, semblent tolérer des pH tres faibles,
phénomene 1ié a . la concentration en azote minéral et au pouvoir
tampon des milieux (32,7).

L'explication la plus satisfaisante de l'effet du pH sur
les bacterles nitrifiantes est donnée par ANTHONISEN et al (7).
L' hypothese du modele 4 ANTHONISEN est basee sur 1! équilibre ges
differentes formes ionisees et non-ionisees (NH3/NH4
(NO, /HNO.,), (NO /HNO3 )_en fonction du pH. L'inhibition de la
nitfificafion infervient a plusieurs niveaux et se resume par le
diagramme operatlonnel d'ANTHONISEN (Fig. 3). 'inhibition est
due en fait a une pénétration preferentlelle et a une
accumulation nocive des formes libres de l'ammoniac ou de l'acide
nitreux dans les cellules bactéeriennes.

Ces formes d'inhibition se manlfestgnt surtout pour des
concentrations élevees en azote minéral (NH4 ,N02 Y.
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TABLEAU 5 : SUBSTANCES INDISPENSABLES OU STIMULANTES

POUR LA NITRIFICATION

i - - > " D . > D - ] 5 A - Y > - - " T S " b = G s e %= . -

CONCENTRATION (mg/l) = EFFET

SUBSTANCE

Phosphate

Magnésium

Molybdeéne

Fer

Calcium

Cuivre

Sodium

Zinc

EDTA

Acétate

NH, OH

A. Amines
(serine, Glu-
tamine, AcC.
Aspartique)
Vitamines
{Acides nico-
tinique, as-
corbique, pan~
tothenique)

Biotine

Cendres de
sirop de mais

Ns
Nb

310 exprimé en P : Requis pour NsC et NbC (72))
5 exprime en P : Requis pour NbC )
: (4))

: Requis pour NsC et NbC (72))

5 : Requis pour NbC (4))
10,5-50,5 : Aucun effet sur NsA (106))
(en tant que MgSQ, 7Hy 0): NsA+ (78))
12,5-50 : Léger NsA- )
50-100 : )
: NbA+ (4))

10 iAccroissement x 11 pour NbA et C(31))
100,0 : Leger NbA, NbC )

: )

: Requis pour NsC et Nbc (72))

0,5-0,6 : NaC+ (106))
7 : Requis pour NbC (4))

6 {en FeSOy) : NsA+ (66})

: )

- ¢ Requis pour NbC (72))
0,5-10 : NsA+ en presence de 5 mg/l EDTA(78))

: )

- : Requis pour NbC (72))
0-0,06 3 NsA+ avec 5 mg/l d'EDTA (78))
0,1 : Leger NsA+ ; avec plus fortes )

: concentrations NsA- (120))

0,1-0,5 : NsA (106))

: )

0,6-1,5 : NsA+ , NsC- (78))
1,5-7,0 : NsA- , NsC+ )

: )

1 : NDbC+ (4}))

: )

5 : NsA+ , NbA (78))

H )

60 s NbC+ (31))

: )

660 ¢ Resting cells NsA+ {57))

: Spheroplastes NsA+ (116))

: )

4 : NsA+ , NsC+ (28))

: )

: )

: )

: )

s )

50 : NbC+ (91))

: )

: )

: )

: . )

0,15 : NbA x 2 a 4 , NbCe (63))

: ’ )

. - : )
sirop a 0,05-1 % : NsC+ (45))

Les bactéries nitrifiantes n'ont pas de besoin spécifique
en potassium et en soufre (89).

Nitrosomonas sp A

Activité

Nitrobacter sp c

Croilssance

stimulation

inhibition
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III-4 Influence de la concentration en azote minéral

En conditions de substrat non limitant, les bacteries
nitrifiantes sont influencées par leur propre substrat et plus
encore par le substrat 1'une de l'autre (89). Dans la pratique de
la nitrification des eaux, les concentrations inhibitrices de la
croissance des micro-organismes sont relativement élevees, de
l'ordre de 500 a 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 bacteries nitrifiantes étant
faible, les cultures finales sont toujours peu denses (62).

L'inhibition par 1les 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 fralchement fertilisés (49). A pH
7, il faut 200 mg N—NH4/1 pour inhiber Nitrobacter sp. A pH 9, 3
mg N-NH4/1 suffisent pour l'inhiber (13).

III-5 Influence des composés du milieu

III-5-a Micronutriments et substances stimulantes

I1 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 determination
reste assez emplrlque. Ces prodults peuvent agir directement sur
le meétabolisme des micro-organismes en tant gque nutriments ou
indirectement en modifiant les conditions du milieu (pH,
potentiel redox, complexation). Les reponses varient d'une espece
bactérienne a l'autre (129) et il est trés 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
physiclogie des germes nitrifiants reste mal connue.

Dans tous les cas, la croissance des bacteries néce551te
la présence de CO d'azote ammoniacal ou nitreux et d'oxygene
dissous quoique lé%nox1e ne soit pas letale (89). Le role exact
du CO2 et sa disponibilité dans le milieu sont mal connus.



TABLEAU 6

SUBSTANCES INHIBITRICES DE LA NITRIFICATION

- " 1 . " T 4 4 = T . = = - a0 - b 2 A P = - — - -

COMPOSES

ORGANIQUES

Acétone

Aniline

Bisulfure de carbone
n~Butanol
Chloroforme

Ethanol

Hydrazine
Methanol
Phénol
n-Propanol
Thio-uree

A. AMINES

L-Lysine
valine
Hydroxyproline
Threonine
Méthionine
L-Arginine
Thiamine
Peptone
L-Histidine

NON-ORGANIQUES
AgCly

cu 2+

2+
Cr
Cr3+
Ni
HgCl2
Pg A

o e

o 6s #5 ss w8 ae o6 e Be we 44 so se ve o0

e o4 44 80 ee 2e ss e as s se e

25 ss sa es sc e se

e o4 se oe s o os e

CONCENTRATION
2 g/l
1 mg/1

35 mg/1
8,2 g/l
18 mg/1
2,4 g/1
58 mg/l
160 mg/1
5,6 mg/l
20 q/1
0,076mg/1
4 mg/1l
10 ™
9 mg/1
1,7 mg/1
S mg/1
10 mg/1
0,5 mg/1
0,25 mg/l
0,4 mg/l
1 mg/1
0,25 mg/1
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III-5~b Inhibition de la nitrification

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

En regle geénérale, 1l'effet des toxiques est plus
important sur les cultures pures que sur les cultures mixtes
(89). De meme, les inhibiteurs spéecifiques de la nitrification
sont plus sensibles a long terme sur Nitrosomonas sp gque sur
Nitrobacter sp, a 1° exception de quelques composes (chlorure de
potassium, cyanate de sodium, sulfate d'hydrazine). Enfin,
l'effet des metaux lourds est beaucoup plus important sur les
cultures en croissance que sur les cultures agees (106).

En cultures mixtes, 1l'inhibition par 1les ©produits
organiques est parfois directe, de type compétitive et non
compétitive, ou indirecte (32); Les composes organlques sont
alors rapldement oxydés par la flore heterotrophe a croissance
rapide qui consomme 1' oxygene dissous de fagon prioritaire et
empeche la nitrification. Les composes organiques sont rarement
letaux. Peu de_ donnees sont disponibles concernant l'action de
produits excrétés par d'autres organismes (17). En regle
génerale, des tests de nitrification en laboratoire, avec témoin,
permettent de déceler un compose toxique éventuel dans le
substrat a nitrifier (80).

I11-6 Influence d'autres parametres sur la
nitrification

L'etude se limite aux principaux parametres qui
conditionnent la nitrification et son application au traitement
des eaux.

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

Le taux de nitrification est lié a la concentration en
micro-organismes présents. Les valeurs citées varient beaucoup
selon la methode de numeration employee (M.P.N.,
immunofluorescence, matieres volatiles). En boues activees, la
concegtraslon en bactéries nitrifiantes exprimée par M.P.N. est
de 10°-10" bactéries par ml (19).
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R activité nitrifiante varie entre 110-250 mg Nox/g
bact.h a 20-30°C pour des cultures pures et 0,5-6 mg Nox/g bact.h
pour des systemes _type boues activees (79,89,99). La
concentration en bacterles nitrifiantes 1influence surtout le
demarrage d'une unité au moment de son ensemencement, liant un
phénomene 4' adaptation (50,92) et 4' actlvatlon a un phénomene de
croissance. En regle generale, c'est la concentration en
bacteries nitritantes qui conditionne les performances d'une
installation, leur taux de croissance étant le plus faible_(79).
Pour acceder a une nitrification lmportante, il faut un age de
boues éleve, de l'ordre de 3 a 4 jours en boues activées (35).
L'age de boues crlthue dépend des différents facteurs qui
controlent la croissance des bactéries nitrifiantes, notamment la
temperature. Il depend également de la proportion de germes
nitrifiants dans la flore totale (105).

III-6-b Influence de la fixation et de 1la
turbulence

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

La rétention des micro-organismes sur des particules
solides est exp101tee en traitement d'eaux dans les systemes a
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 dlSponlblllte de 1l'oxygene pour les bactéries en
améliorant a la fois son transfert en phase dissoute et sa
diffusion au sein des flocs ou du biofilm (105).

IV — CONSERVATION DE L'ACTIVITE NITRIFIANTE

IV-1 - Etudes dans les sols

La nitrification dans les sols est un processus microbien
essentiel qui permet aux plantes d'incorporer 1l'azote._ La
persistance de cette nitrification sans precautlons particulieres
montre la resistance de ces micro-organismes ou d'une partie
d'entre eux. ALEXANDER (5) rapporte que la nitrification dans des
sols stockés a sec peut etre maintenue pendant 14 ans.
Inversement, CHEN et ALEXANDER (24) affirment que dans les sols
soumis a dessication prolongée, les bactéries GRAM - asporogenes
sont eliminees dans les deux semaines, sans exceptlon. DOMMERGUES
(34) montre que la nitrification est inhibee dans les sols a

forte tension d'humidité (pF(*)4,5 - 5,0) sans préciser s'il
s'agit de létalité. Les taux de nltrlflgatLpn diminuent de fagon
exponentielle quand le pF augmente (e=Ae BPE ) (9).

(*) pF = logygcm H,0
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IV-2 Etudes en cultures pures

La conservation des souches pures n'est pas maltrisée et
conduit parfois a la perte de souches 1solées. Elle conduit
toujours a une perte importante 4 activite. Il n'existe pas de
forme de dormance connue (19,129).

IV-2-a Nitrosomonas sp

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

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

ENGEL et ALEXANDER (36) ont stocke une suspension
cellulaire de Nitrosomonas sp a 4°c pendant 1 meois ; 1ils ont
constaté une perte importante a! act1v1te des souches. LEWIS et
PRAMER (77) par contre ont reussi a conserver leurs cultures
pures dans un tampon phosphate 0, 05 M - 0,1 M plus de 12 mois,
sans perte 4' act1v1te ni contamination. LOVELESS et PAINTER (78)
sont parvenus a maintenir une souche isolée de boues activées
pendant 18 mois et toujours active a 100 %, moyennant de
nombreuses cultures paralleles de vérification, dont beaucoup ont
échoue. Ils suggerent une etude plus approfondie du role des
oligo-elements sur la conservation des souches nitritantes.
WASTON (129) propose de stocker les cultures liquides a 15°C et a
l'obscurité et de les transferer dans les 4 ou 6 mois en milieu
ammoniacal tamponné. Il propose egalement de les stocker dans
l'azote liquide avec un refroidissement de 4°C par minute : le
taux de survie est alors de plus de 90 %.

IV-2-b Nitrobacter sp

La conservation des bactéries nitratantes semble plus
facile. ALEEM et ALEXANDER (4) ont conservé des extraits
cellulaires de Nitrobacter sp a 4°C et congelés. Ils constatent
une baisse d'activite de la nitrite-oxydase de 35 % en 2 jours.
Sur une durée plus longue, les preparations congelees sont plus
résistantes. RENNIE et SCHMIDT (100) ont stocke une souche de
Nitrobacter sp, isolée du sol, en sacs de polyethylene a 4°C
pendant 21 jours. Ils comptent par immunofluorescence un nombre
identique de bacterles avant et apres conservation. WATSON (129)
propose les memes protocoles que pour les bactéries nitritantes.
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NAVARRO, BERTINI et FAUP (87) congelent Nitrobacter sp_ a
-18°C dans une solution aqueuse de glycérol "a 10 3%, apres
concentration de la biomasse par centrifugation. Ils retrouvent
une activite satisfaisante. Les bactéries fixees semblent
résister a des conditions de stress important. AUDIC (8)
mentionne une activité nitratante résiduelle de 50 % en reacteur
apres 21 jours de non-alimentation. Par contre, une duree
superleure a 30 j entralne une chute de l'activité qui correspond
a une valeur inférieure a 10 % du rendement d'oxydation. Elle
serait due a une altération des cellules.

IV-3 Etudes en cultures mixtes

La malprlte des résultats obtenus sont des constatations
consécutives a des perturbations d'installations de traitement
d'eaux.

DEVILLERS (33) étudiant une installation d'eau potable _en
culture fixee suggere que la suppression de l'ammoniaque entralne
la mort et la decomp051tlon des bactéeries dont il constituait le
substrat ; les bacteries fixees se dispersent alors. RICHARD et
al (101) rapportent que des arrets inferieurs a 24 heures sont
sans importance et sont suivis d'une reprise rapide de 1la
nitrification. BELSER (l11) constate que la fluctuation des
températures sur une installation a un effet bactericide sur la
flore nitrifiante. ABELIOVICH (1) étudie la nitrification dans
des eaux tres polluées. Il pose la gquestion de la survie des
bactéries nitrifiantes avec de fortes concentrations en
ammoniaque, l'absence de nitrite, nitrate et oxygene, la D.C.O.
étant supérieure a 500 mg O/1. La présence de substrats carbones
simples (acetate, pyruvate, formiate) semble aider a la
conservation de la flore nitrifiante  autotrophe. Enfin,
HOCKENBURY (52) constate une perlode de latence sur la
nitrification a la suite d'une période d'anaérobiose de courte
duree.

En régle générale, la conservation des bacteries
nitrifiantes est plus facile en cultures mixtes qu'en cultures
pures et la létalité est plus faible en cultures fixées qu'en
boues activees.

V - PROCEDES DE NITRIFICATION

L'elimination de 1'azote ammoniacal intervient

generalement en traitement de finition dans_ un schéma d'epuration
d'eaux réesiduaires (105), couplée ou non a une denitrification.

Elle est souvent indispensable dans le cas de production d'eau
potable. La4Qv01Q_blologlque est intéressante car la pollution
azotee (NH, ,NO, ) se trouve essentiellement dans la fraction

dissoute des eaux polluées (79).
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V-1 Adaptation des techniques classiques a la
nitrification

Hormis le lagunage naturel ou aere peu efficace (85), la
nitrification par boues actlvees est le procede classique le plus
répandu en France. L'eau a traiter est mise en contact avec les
boues activeées nitrifiantes dans un bassin aglte et aere. Pour
que l'oxydation de l'ammoniaque intervienne, l'age des boues doit
se situer entre 8 et 20 jours en fonction de 1la 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, sensibiliteé aux
variations de température (10,92,115). Une récente amélioration
consiste a introduire des particules solides au sein de la
culture libre (76).

L'adaptation des lits bactériens a ruissellement et des
disques biologiques a la nitrification est assez ancienne (127).
Elle est toujours utlllsee en France, notamment en statlons
urbaines (64). L'eau a épurer percole ou avance sur un matériau
de garnlssage qul favorise la fixation des bactéries épuratrices.
Ces bactéries s'autosélectionnent a mesure du transit de l'eau
dans les appareils. On forme alors un gradient vertical de
dépollution dans le cas du lit bactérien, un gradient horizontal
dans le cas des biodisques. La taille et 1le cout des
installations restent importants et les charges azotées
appliquées sont limitees.

V-2 Utilisation des procédés a bactéries fixees

L'eau a traiter traverse un garnissage de ma*erlau inerte
ou actif (65,68), fin ou tres fin, sur lequel sont piégéees et
fixees les bactéries epuratrices. Les deux principales
technologies -avec leurs variantes- sont le lit fixe et le lit
expansé -fluidise ou turbulent-. Les principaux avantages de ces
procédés sont :

_ - la reduction de 1la taille des installations, ’étant
donne la concentration de la biomasse active sur les materiaux
supports.

- le maintien dans les reacteurs de boues 4' 5ge élevé, ce
gqui permet de bons rendements d'élimination de 1' ammonlaque et un
traitement de finition de la pollution carbonée résiduelle.

) - la stabilité de la flore fixeée face aux perturbaticns
eventuelles de fonctionnement -defaut d'oxygenation- pollution
accidentelle, ...
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Les procedes varient selon la nature et la taille du
matériau utlllse et le type 4' aération choisi : air comprime, air
enrichi en oxygene, oxygene ou peroxyde 4d' hydrogene (133).

Les réacteurs a 1lit £fixe presentent des risques de
colmatage, par les boues en exces ou par le carbonate de calcium
qui se deposent et nécessitent des lavages perlodlques (92). Les
réacteurs a 1lit fluidiseé ou turbulent requlerent le maintien
d'une expansion et d'une oxygenation homogenes (118). De plus, il
est difficile de separer les boues formees du matériau support
(92).

Ces technologies avancees 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-1l Mise au point

La présence de nitrates et ses conséquences sur la
qualité des eaux fait 1'objet de nombreuses études et
communications et la leglslatlon dans ce domaine est tres stricte
(63,79). Les causes, les mecanlsmes, les caracterlsthues et la
cinetique des phénomenes et réactions liés a la presence de
nitrates dans l'eau sont tres complexes et loin d'etre tous
élucidés actuellement (63). L'etude de la pollution par les
nitrates nécessite une distinction fondamentale suivant la nature
des eaux dans lesquelles 1ils se trouvent ou risquent de se
trouver. L'approche du phénomene est dlfferente si 1l'on
s'intéresse a des eaux souterraines potables ou a potabiliser, ou
si l'on étudie les eaux superf1c1elles et notamment les eaux de
rivieres et de retenues d'eau. L'Industrie Sucrlere rejette ses
effluents soit par épandage , soit en riviere apreés traitement
£73,74). Dans un cas comme dans l'autre, les rejets peuvent,étre
a_ l'origine de pollution azotee. Seul le deuxieme cas est
développe ci- apres.

VI~2 Effets des nitrates en riviere

Les nitrates, forme la plus oxydée de 1'azote, sont
beaucoup moins nocifs pour 1le milieu naturel gque 1l'azote
ammoniacal qui appauvrit la riviere en oxygene et qui est toxique
pour la faune aquatique. Par contre, en conjonction avec le
phosphore, ils favorisent 1'eutrophisation et donc une
perturbation de l'equilibre biologique (63,104).

On assiste alors a une synthese chlorophylienne qui
provoque une proliferation de phytoplancton (63,79).
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Dans certaines conditions, les nitrates peuvent etre
reduits 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 riviere, de la présence ou non
d'eléments nutritifs (azote organique, phosphore).

L'ensemble de ces criteres doit étre considéré pour

evaluer les consequences réelles d'une source de nitrates et, si
necessaire, maltriser sa production et son rejet en riviere.

VI-3 Elimination des nitrates avant rejet

Dans certaines situations, le rejet ponctuel de nitrates
ne nécessite pas de traitement particulier. On assiste alors a
une dénitrification naturelle, ou a une dilution importante des
nitrates dans le milieu recepteur, n'entralnant pas de véritable
enrichissement de la riviere en eléments nutritifs. Cette
solution entralne cependant une fuite importante en oxygeéne
stocke sous forme NO, .

La dénitrification biologique conduit a éliminer
verltablement l'azote nitrique en le transformant en azote gazeux
et en recupérant ainsi une partie de 1l'oxygéne dépensé lors de la

nitrification (79). Ce procédé nécessite toutefois un apport de
pollution carbonée et peut provoguer une legere 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 cout
supplémentaire. Enfin, avant d'envisager un traitement de
dénitrification, il convient de s‘'assurer que toute la polluticn
azotée est collectée, faute de quoi les efforts consentis
n'auront qu'une faible efficacite au niveau de la riviere (104).

' VII - CONCLUSION

Ces données blbllographlques montrent que l'etude de la
nitrification blologlque nécessite la connaissance approfondie
des micro-organismes qui en sont responsables. Les Dbactéries
nltrlflantes ont un métabolisme de type chimiolithotrophe et sont
tres sensibles aux conditions du milieu. Leurs particularites
netabollques et nhy51olog1ques expllquent en grande partie les
diffficultes rencontrées lors de l'atude de ces germes et de
l'evaluation de leur activite in vivo et in vitro
(2,3,20,21,22,23,36,109,110,119).



18

L'isolement et la culture des bactéeries nitrifiantes sont
délicats. Leur cinétique varie, selon que l'on travaille sur des
cultures pures ou des cultures mixtes (2,77,83,109). Les methodes
de numération des germes sont mal adaptées a la _nitrification,
qu'elles soient directes (immunofluorescence, matieres volatlles,
comptages microscopiques) ou indirectes (M.P.N., tests d'activite
nitrifiante par bilan azote ou consommation d'oxygene)
(11,12,15,46,117). La physiologie et 1'écologie des bacteries
nitrifiantes sont en fait assez mal connues et 1' application de
la nitrification au traitement des eaux reste en partie basée sur
des observations d'ordre géneral.

La nitrification est un processus en deux étapes, dont la
nitritation est 1'étape limitante (pH, transfert d'o
concentration en NH t°). L'optimisation du processus blologlque
nécessite 1' equlllbre des deux populations entre elles ainsi que
l'équilibre de la flore nitrifiante et de la flore hegerotrophe.
Aussi, le choix du procéde, quel que soit le substrat a nitrifier
doit s'orienter vers le maintien d'une flore bactérienne
concentrée et stable au sein du reacteur, étant donne son faible
taux de croissance. L'essor des procédés a film fixé en
nitrification s'explique par cette recherche de 1' amelloratlon de
la productivitée des reacteurs, a laquelle viennent s 'ajouter des
exigences technico-économiques, notamment sur les couts de
fonctionnement et d'entretien des ouvrages.
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2eme PARTIE

ETUDE SUR SITE INDUSTRIEL

I- THUMERIES - PRESENTATION DU SITE

I-1 La sucrerie de THUMERIES et les eaux reéesiduaires

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 représenge le reift quotidien de 16 tonnes de
D.C.0. contenues dans 2500 a 3000 m~ d'effluents excedentaires.
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 1l'usine (purges diverses,
lavage des sols, effluents Quentin (*). La sucrerie travaille
egalement des sirops en intercampagne, période durant laguelle
l'emission de pollution est limitee aux effluents peu importants
de l'atelier de conditionnement.

I-2 Circuit des eaux de la sucrerie

I-2-a Circuit provisoire

B L'usine dispose de 13 ha de bassins a terre qui ge
decomposent en deux bassins de decantation, soit 220 000 m".
Ceux-ci regoivent l'ensemble des effluents de la sucrerie.

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

Jusqu'en 1983, afin de compenser l'appoint d'eau propre,
une purge permettait d§ rejeter l'egcédent d'eau vers un bassin
d'aeration de 30 000 m™ muni de 6 aerateurs d§ surface de 20 CV,
puis vers une lagune de stockage de 50 000 m~ d'ou s'effectuait
le rejet vers le milieu récepteur (Fig. 4a).

En 1983, un digesteur anaérobie est 1inséré sur le
reclyclage des eaux decantees dans le but de traiter les 16
tonnes de pollution emises quotidiennement par la sucrerie
(Fig. 4b).

(*) Depuis quelques années, le procédé Quentin n'est plus
utilise.
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Provisoirement, les eaux méthanisées sont réinjectées
dans le bassin a boues et permettent une deéeconcentration en
D.C.0. du circuit ainsi d'ailleurs qu'un ensemencement partiel de
ces bassins (75) en bactéries anaerobies.

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
methanlsatlon. L'effluent traité est alors retourné vers le
bassin d'aération.

I-2-b Projet de filiere complete de traitement
des eaux

La recherche et la mise au point d'un procéde a cellules
fixees de post-traitement aérobie des effluents methanisés
doivent permettre d'éliminer une partie du carbone organique
résiduel et de nitrifier 1l'azote ammoniacal de ces eaux. Ceci
conduira a 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 - THUMERIES - LE DIGESTEUR ANAEROBIE

II-1 Caracteristiques et description de l'installation

Afin de repondre a ses besoins, la sucrerie de THUMERIES
a lnsta%le en 1983 un Biofiltre qfaeroble d'un volume total de

1 400 m”~. Le garnissage (1 100 m”) est cons itué 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 congu et dimensionne pour traiter l63tonnes de
D.C.0. par Jjour, avec un débit maximum de 150 m~/h. L'eau
reSLdualre, réchaufféee a 35°C, percole a travers le garnissage et
est epurée au contact du biofilm qui se develoope sur le support
(Fig. 5). L'effluent méthanisé est alors renvoyé provisoirement
dans le bassin a boues.

Le biogaz produit, brulé directement en chaudiere, est
réinjecté dans le circuit vapeur de 1l'usine.
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II-2 Resultats et performances

II-2-a Caractéristiques des eaux décantées

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

PH ceieeeccsccccccccanscssncssoscaccss 5,5 - 7,0

DeBuOug eecvnnenncnnaccccncsnas 2000-4500 mg 0O/1

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

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

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

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

Matieres en susSpension .....ccece.. 50-200 mg/1

CalCiUM ceescvesccccassosncsncoances 400-800 mg Ca/l

SUlfatesS ceeecccssccccsnsccssnsscncs < 200 mg S/1

ChlOruUresS euccececcceccasscsaancnas 400-600 mg Cl1/1

INhibDiteULrS ceeeeeeccccoconsaceacnss Néant
II-2-b Résultats

Les c¢ing campagnes de fonctionnement du digesteur ont
fait 1l'objet de rapports et publications détaillees
(30,74,75,124). Les principales performances du Biofiltre sont
résumées dans le tableau 7 : ' '

TABLEAU 7 : PERFORMANCES DU BIOFILTRE ANAEROBIE

- — . ——— - R W T A S D CE S G WD S D —— - G W A D w_D Suy IO D D D CH - ——_——————

Temps de séjour hydraulique : 8-10 heures
Charge volumique traitée : 13 kg DCO/m3j
Rendement sur la D.C.O0. totale : 90 %
Rendement sur la D.C.0. soluble : 95 %

Biogaz - Efficacité volumique : 5 m3/m3j

% CH4 du biogaz : 80-88 %
Production de vapeur : 30-50 t/j

o~ P~ o~
[ W ™

II-3 Observations et mesures complémentaires

Le Biofiltre de THUMERIES a fait l'objet de quelques
mesures afin de mieux comprendre les phenomenes observes et de
determiner les limites du procede.
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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 préeleves a diffeéerentes
profondeurs dans le filtre.

Les mesures sont également realisées apres inversion du
sens de marche de 1'appareil. On constate alors une double
repartition de la flore (Fig. 6) :

- une flore fixee 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 1l'appareil.

Cette répartition des micro-organismes dans le filtre est
tout a fait en accord avec les profils d'A.G.V. realisés sur le
dlgesteur. Les Acides Gras Volatils sont degrades dans la moitie
supérieure du fermenteur par la flore fixee, tres active lorsque
la conduite de 1! apEarell se_ fait en flux descendant. De meme,
les A.G.V. sont entierement deégradés par la flore libre en bas de
cuve lorsque 1' apparell est conduit en flux ascendant. Cette meme
conduite entralne 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 1l'effet "piston" qui en
résulte. De plus, une grande partie du materlau 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.0. éliminées par jour.

II-3-b Mesures en intercampagne

Durant les périodes 4’ intercampagne, le dlgesteur est mis
a 1° arret. Les supports ensemences _sont conser ves in situ,
1mmerges, sans precautlons particulieres. L' eau interstitielle
est échantillonnée régulierement et analygee a 1'IRIS (Tab. 8).
On constate de fagon reproductible a chaque arret, une
augmentation progessive et importante de 1'azote total,
exclusivement sous forme ammoniacale. Le pH est tres stable
durant ces peériodes d'arret. On remarque également une
augmentation du carbone minéral. Les valeurs sont identiques en
tout point du fermenteur.

Ce phénomene, en 1l'absence d'étude a caractére
fondamental, peut etre attrlbue a une solubilisation lente des
matieres proteiques et a une auto- digestion de bactéries, qui
tendent vers un auto-conditionnement stable du digesteur a 1l'état

de dormance.



TABLEAU 8 :

EAU DE DIGESTEUR - EVOLUTION EN INTERCAMPAGNE

INTERCAMPAGNE 84
(Sirop 84 --3Betteraves 84)

+

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

____________________________

INTERCAMPAGNE 85
(Sirop 85 -->Betteraves 85)

INTERCAMPAGNE B85-86 (**)
(Bett. 85 ~-»Bett. 86)

Nozgizsd:ri e | PH g I C/%m (m(gﬂi;g/ b pi  CcOT Cm N§S | pH coT ocm N4 | pH  COT  Cm  NH'
0 7,30 200 500 85 7,40 228 376 60 7,50 122 219 ho 7,50 210 460 50
10 7,40 80 610 105 7,45 89 230 63 7,40 50 482 155
20 7,40 43 752 208 7,40 27 343 110 7,45 Lg 490 205
30 7,35 b 753 326 | 7,40 30 430 275 | 7,40 19 345 136 | 7,40 38 515 293
60 7,40 50 832 363 7,40 21 476 326 7,50 23 358 174 7,40 34 UL 367
90 7,40 Ly 839 388 7,40 33 423 236 7,45 492
120 7,40 30 439 264 7,40 640
150 7,40 72 852 400 7,40 92 1174 705
160 7,40 23 L6l 279 7,35 115 1180 667
185 7,40 70 879 Los 7,35 120 1160 705
200 7,30 140 1187 785

(*) Dispositif hors-gel - Pas d'échantillonnage

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

(***) NH,' = forme exclusive du NTK
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A la remise en service du digesteur, le phenomene
dlsparalt rapidement et l'azote ammoniacal accumulé est lessive,
produlsant d'ailleurs une pointe dans les rejets d'azote. Il ne
gene en rien le redemarrage de la méthanisation.La conservation
de la biomasse fixée anaerobie ne pose aucun probleme
particulier.

II-4 Caractéristiques du rejet a nitrifier

La nitrification biologique est un traitement d'eaux en
grande partie débarrassees de leur pollution carbonee. Son bon
déroulement dépend de la qualité de 1 Qﬁfluent dlgere. Sa
composition moyenne evolue d'une campagne a 1l'autre, mais les
fluctuations sur une meme campagne sont assez faibles.

L% s eeecsercascscsccscsccccsscsacaans 5°C

PH i iiierereeeeereensossncancncnnns 7,3 - 7,5
D.B.O.5 Cesssesesscecsceccsaccnnsennn 20 - 70 mg 0/1
D.C.O. totale ...eeeeeccceccacennns 200 - 400 mg 0O/1

D.C.0. soluble ..ceeeeeescanascsnasns 80 - 250 mg 0/1

Azote Kjeldahl .....ccececceccccsans 50 - 120 mg N/1
Azote ammoniacal .....cecesccscscesas 50 - 100 mg N/1
Alcalinité ® ® 5 & © ¢ ® © & P S B S S 85 S O OO see 20-30 meq/l

Calcium .ceeeececoccossccsscsanssnass 200 - 500 mg Ca/l
Matieres en suspension ............ <300 mg/l

Phosphore total c..ceeececsancoccas 4 - 8 mg P/1

Ces valeurs appellent quelques remarques :

- Globalement, le substrat est compatible avec une flore
nitrifiante a caractere 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 1l'effluent en CO, dissous et en
calcium peut entrainer des risques d'entartrage” au cours de la
nitrification.

- Des pertes brutales de matieres en suspension dans
l'effluent méthanisé peuvent géner la nitrification par phénomene
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.
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II-5 Conclusions

Le Biofiltre de THUMERIES apporte un perfectionnement par
rapport aux procédes classiques (74,75). Il permet d'augmenter la
charge volumique de fagon 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 1'appareil
n'est pas optimisé. Ces remarques ont permis d'ameliorer la
configuration du procédé pour d'autres installations et notamment
celle du digesteur de la sucrerie d'AULNOIS-SOUS-LAON (17,51). Sa
conception est mixte : il comporte en effet une partie Biofiltre
et une zone libre a la base du filtre, permettant le
développement d'un 1lit de boues et préservant &galement le
fermenteur d'un éventuel colmatage dans sa partie inferieure
(51).

III - THUMERIES - NITRIFICATION SUR PILOTES INDUSTRIELS

III-1 Présentation de 1l'éetude

Les travaux realisés a 1'IRIS sur la nitrification
et,l'abandon de 1la technlque du "1lit de boues" (30,73) en raison
de la fragilité du procede, ont conduit a poursuivre les
recherches vers les techniques a flore fixée plus stables.

L' experlmentatlon de THUMERIES commence des 1l'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 1'AIR LIQUIDE. La perlode d'essais
est tres courte. La veritable expérimentation est reallsee en
1984-1985 sur quatre pilotes fonctionnant en parallele en
collaboration avec_ 3 constructeurs OTV, DEGREMONT et L'AIR
LIQUIDE. Le quatrleme pilote est inspire de 1la technique SGN du
biofiltre anaerobie 1mplante a THUMERIES. L' expérimentation est
complétée par des essais de décantation et flottation sur
prototypes.

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

D.B.O'S ® ® & & & & 5 & 0 6 & 0 0 P F S NS S s s> 30 mg O/l
D.C.O. ® ® 6 © & & & 5 O 5 O 6 S s 0 " S 8" s 150 mg O/l

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

Matieres en suspension ...... 30 mg/1
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III-1-a Chronologie et plan de 1l'étude

L'expérience se déroule en 4 phases principales :

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

Cette premiere étape de 1'étude sur le site industriel a
pour but principal 1l'adaptation de procédes nouveaux et la mise
au point de prototypes sur les plans techniques (hydraulique des
materiaux supports, transfert d'oxygene, entartrage) et
biologique = (protocole d'ensemencement, te, équilibre des
effluents a nitrifier).

2éme phase : Essais de campagne sucriére 1984 (2 mois).

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

3éeme phase : Période d'intercampagne (2,5 mois)

La mise a 1l'arret des installations pilotes durant
1! 1ntercampagne doit permettre de tester la conservation de
1 act1v1te nitrifiante selon une technique de séchage nise au
point a 1'IRIS.

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

Cette derniere partie'de l'étude sur site industriel a
pour but de suivre la reprise de 1' activité nitrifiante des
dlfferents supports conserves et d'évaluer le temps de retour a
l'equilibre. Il s'agit ensuite de . déterminer les limites
biologiques des appareils et d'optimiser les différent§
parametres de fonctionnement, afin de dimensionner une unite
industrielle de post-traitement répondant aux contraintes du
rejet direct.

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

Les essais sont reéalisés a proximité du digesteur,
l'ensemble des 1nstallat10ns pilotes €tant regroupé dans un hall
d essais couvert, monte pour l'occasion. L'ensemble des
équipements reste sur place durant 1’ intercampagne.
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Une gartle de l'efﬁ;qut traité par le digesteur
anaérobie (2m~/h = 35°C) est deviee vers un decanteur lamellaire
type SERPAC afin de pleger les excédents de boues relargés par le
fermenteur. L'effluent décanté alimente alors les quatre pilotes
par une cuve tampon sur laquelle on recircule en permanence afin
de maintenir une température de 25-30°C a l'entrée des différents
réacteurs. Chaque appareil est equipé d'un compteur -totaliseur
permettant de controler le volume d'eau passe quotidiennement.
Les effluents nitrifiés sont collectés et renvoyes avec les
rejets de la sucrerie. Indépendanment, un flottateur SGN est
testé afin de mesurer l'efficacite de cet appareil sur l'effluent
méthanisé par rapport au décanteur lamellaire. Les résultats sont
décevants et ne seront pas commentés dans ce gqui suit.

III-2 Présentation des appareils

Le décanteur lqmelléﬁre est un SERPAC 4/10 m3 de cellules
orientées, equivalent a 4 m“ de surface prOJetee de decantation.
On favorise la floculation des boues par recyclage d'une partie
d'entre elles et par injection de peroxyde 4d°' hydrogene dans la
chambre de réaction.

Quatre procédes différents de nitrification sont testés
en parallele, utilisant tous des Dbactéries flxees. Les
principales caracterlsthues des pilotes sont regroupées dans le
tableau 9 et représentées sur la figure 7.

TABLEAU 9 : CARACTERISTIQUES TECHNIQUES DES PILOTES

- — T D - D G D G4 D 0 AR W D S G WO D meE D W W M D S G G CE e I S e S S D AER G D W T D e T M G A S G —— D W S - -

: oTV : FLOCOR R : DEGREMONT :L'AIR LIQUIDE )
-------- e e e e — e — e ——— e — )
procédé : Filtre : Filtre : lit turbulent: lit fluidisé )

: : : : )
Support :Schiste expanse : Anneaux ondu- : Pierre ponce : sable tamise )

: Biodagene : leés PVC : broyee : )

: : Flocor R : ‘ s )

: ¢ 3-6 mm : S =250 m/m3 : ¢ 200-300um : @ 200-250um )

: : s : )
Aération: Air comprimé : Oxygene pur : Air comprimé : Oxygene pur )

: : : : : )
Flux : descendant : descendant : ascendant : ascendant )
e e s o e o e o a2 o o o o i 8 i (e ke St o 4 o e 2 e T e s e e o = )
articu- : Procédé au : lére expéri- : Mise au point: Procedé per~ )
arités : point (Biocar- : mentation en : du procede : formant en )

: bone) éprouvé : traitement : sur le site : pollution )

: sur pollutions : aérobie. : en Campagnes : carbonée et )

: carbonée et : Prédissolution: betterave : testé_pour la)

: azotée (64) : de l'oxygéne : 1983 et sirop: premiere fois)

: : sous-pression,: 1984 : en nltrlflca—)

: Lavages perlo— : recyclage : Dispositif de: tion a )

: dlques néces- : nécessaire : decantation : THUMERIES en )

: saires : : interne éevi- : 1983. )

: : : tant les : Regulation )

: : : fuites de : entierement )

: : : pierre ponce : automatisée )

: : : : 2,L )

: : : : deblts) )
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III-3 Analyses et controles

Le suivi du décanteur lamellaire et des pilotes est
réalisé en partie sur le site grace a 1' implantation d'un
laboratoire de terrain, qui permet de reéagir instantanément sur
les apparells. Les analyses et observations complementalres ainsi
que l'exploitation des résultats sont réalisées a 1'IRIS.

Les méthodes analytiques couramment utilisées sont
decrites en Annexe 1,

III-3-a Analyses et controles systématiques

Le décanteur lamellaire fait l'objet d'analyses
quotidiennes entrée-sortie de la D.C.0., du Carbone Organique
Total et du carbone minéral sur échantillons homogenelses et
centrlfuges, des Matieres en suspension et des Matieres volatiles
en suspension. On mesure egalement les purges de boues.

Le suivi biologique des pilotes consiste principalemnt a
analyser quogldlennement ou apres chaque intervention les
composes azotes du milieu, avant et apres nitrification : NH, .,
NO, , NO, .

2 3

On mesure également sur 1l'affluent décanté et sur les
effluents traigés : pH, D.C.0., Carbone Organique, Carbone
minéral, Matieres en suspension, Matieres volatiles en
suspension, T.A.C. et calcium.

Ces analyses sont accompagnées de releves regullers de
points de con51gne et d'enregistrements continus : temperature
dans les reéacteurs, déebits d'alimentation en eau-air-oxygene,
déebits de recirculation.

_ On étalonne réguliérement les débitmeétres, pH metres et
oxymetres.

III-3-b Mesures non systematiques

Quelques analyses complémentaires (D.B.O. Azote
Kjeldahl, A.G.V. résiduels, Phosphore) sont réalisees a1n51 que
des profils de réacteurs. On mesure egalement les quantiteés de
matieres fixées sur les supports, ceci étant accompagne
d'observations en microscopies optique et électronique a
balayage.

27



résumé dans
maintenue entre 15-20°C
L'AIR LIQUIDE).

III-4 Synthese et exploitation des résultats
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III-4-a Ensemencement et demarrage des pilotes

Chaque appareil a un protocole de demarrage différent,

le tableau 10.

(oTv,

FLOCOR)

La temperature des réacteurs
( et 20~-25°C
Les resultats de cette phase ne permettent pas de

est
(DEGREMONT,

comparer les procédes etant donné la diversité des inoculums, des
substrats et des parametres de lancement.

TABLEAU 10 :

DEMARRAGE DES REACTEURS

ource de
'inoculum

rotocole
‘ensemen-
ement

émarrage
e la ni-
ification

emps de
olonisa~-
ion

80 50 96 98 00 0% 68 85 85 60 S8 9% 80 6% S8 e se 08 94 OS¢ ee 60 o8 60 45 86 80 S ee OO

BIOFILTRE
AERE

Support pre-
ensemence sur
effluent
urbain

Simple accli-
matation.
Mise en
circuit ferme
sur effluent
de digesteur
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BIOFILTRE
OXYGENE

LIT
TURBULENT

Boues statlon
Nit-Denit de
la sucrerie de
BUCY

Ensemencement
massif. Mise
en recyclage
sur effluent
de digesteur
enrichi en
bicarbonate
d'ammonium

10 j

Piégeage rapi-
de de la bio-
masse - 5 j
Colonisation
effective en

2 mois

Boues station
de nitrifica-
tion de
COLOMBES

Ensemencement
massif en deux
temps.
Alimentation
en substrat
mineral syn-
thétique

20

LIT

- —— — ———— - . o—_

)

)

)
o )
Boues hetero- )
trophes de )
laiterie con- )
gelées )
)

)

)

. Phase hete-
rotrophe sur
substrat orga-)
nique (lait, )
sels minéraux,)
AGV). )
. Phase auto- )
trophe pro-
gressive sur
substrat mixte
puis minéeral

15 5

Assez lent

)
)
)
)
)
)
)
)
)
)
)
)
)
)
)
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On peut cependant remarquer que :

- L'ensemencement realisé a partir de boues nitrifiantes
actives est plus rapide et plus efficace que les ensemencements
massifs en boues mixtes a dominante heétérotrophe. Ces dernieres
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 a leur
nature (porosite, taille) et conditionne 1° efflcac1té des
reacteurs. Les supports poreux sont mieux adaptes a la rétention
et a l'accrochage stable des bactéries nitrifiantes et des flocs
bactériens.

- Dans la période initiale, la montée en charge est
surtout controlée par la fixation des bactéries. Le developpement
assez lent du biofilm nitrifiant rend cette phase
particuliérement importante. Le démarrage n'est pas forcément
plus raplde que dans un systeme c1a551que type boues activees
(35), mais les fuites en micro-organismes sont moindres.

III-4-b Performances

III-4-b-1 Le décanteur lamellaire

- —-—— T A . D - A — T — — T o w— -

‘ Au cours des essais, le décanteur lamellaire permet une
retention 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 décantee sont de 260 mg
M.e.s./1 dont 140 mg M.v.s./l.

La rétention correspondante en D.C.0. est de 30 % et
l'abattement en Azote organique est de 1l'ordre de 15 &%.
L'utilisation du peroxyde d'hydrogene 2 % a raison de 1 litre
pour 1000 litres d'eau a pour but d'oxyder les bactéeries
anaérobies et de bloguer la productlon de methane. On alourdit
ainsi les flocs bacteriens, ce qul 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 deébit d'alimentation de la cellule.

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



TABLEAU 11 : SYNTHESE DES RESULTATS SUR PILOTES

TYPE DE BICFILTRE AERE BIOFILTRE QXYCENE LIT TURBULENT LIT FLUIDISE
..... REACTEUR __ ___
m 1 41,5 heures 6 a 7 hewres 2 a 3 heures > 2 heures
Traitement de 1'azote
Rendement N, >%H % Irrégulier %% 70 % instable
Oxydation 100 % NO, 70 % N0, €NO,_ 40 % No,_
3 % 3 w8 % %102 60 3 NZ
Charge volumi
traitée (kg N/m’.j)
Moy. 1,4 0,3 0,8 0.5
Max. 1,7 0.4 1,0 0,7
Traitemnt du carbane
organique
Rendement D0 53 % (%) 51 % % % 4%
DX rejet {mg O/1) 142 190 176 228
probabilité a 95% (€)
Entartrege Risque élevé de Pas Dépdts sur la R4
colmatage ' pierre-ponce ensemen- o
Décarbonatation d'entartrage e inexistant
partielle nécessaire % Porosité
Matidres en suspension
Mes (mg/1) | Mvs (mg/1) Mes (mg/l) {Mvs (mg/1) |Mes (mg/1) JMvs (mg/1)
Moy. | sd {Moy. ] sd Moy. | sd {Moy.| sd {Moy. | sd {Moy. | sd
Aprés décantation 20w jwol 260|180 10} 65 | 260|180 1801 65
Aprés décarbonatationf 180 | % | 110 | =0
Aprés nitrification 6| syl nixs 2021 H) 0 91|18 %58

Effet surcharge DD

Effet période
d'anoxie

Asphyxie b.nitrifianted

par bicmasse hétéro-

trophe
Rééquilitrage teés lent

Déstabilisation du
systéme d'oxygénation

Production et fuite de
bouwes hétérotrophes
diffuses
Nitrification stable

Protocole de remise en
fluidisation assez
délicat

Phénaméne surmonté par
dopageenoz

Décrochage partiel de
la biomasse - systéme
instable




III-4-b-2 Les pilotes de nitrification

Une fois 1l'ensemencement en bactéries nitrifiantes
établi, chaque appareil est alimenteée en effluent methanlse et
décante. Les pllotes fonctionnent alors dans les memes
conditions, a l'exception du Biocarbone qui est precede d’'une
décarbonatation rendue indispensable en cours 4d' experlmentatlon.
Les résultats consignés dans le tableau 11 sont ceux degages sur
l'ensemble des deux campagnes d'essais de cinquante jours
chacune. Il faut signaler que 1'AIR LIQUIDE a testé un nouveau
matériau support en deuxieme campagne : sable ¢ 250 um.

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

- La faisabilite blologlque et technologique du
post-traitement des eaux de sucrerie prealablement. methanisées
est maintenant bien établie. L'é€limination de 1°' azote ammoniacal
peut se faire avec un rendement 9 environ 95 %, a une _Charge
volumique d'environ 1,5 kg N-NH,/m”.j, ce qui correspond a 1-1,5
heure de temps de séjour hydrau ique. Le post-traitement aérobie
permet une elimination simultanee de la D.B.O. ‘g résiduelle et
d'environ 50 % de la D.C.O. soluble.

- Les performances different d'un procedé a l'autre. Ces
essais font ressortir l'importance du choix d'une technlque et de
ses principaux parametres de fonctionnement.

- La nitrification est un phénomene lent et la fixation
des populations nitrifiantes sur des supports inertes est une
solution inteéressante pour pallier les limitations blologlques
des bactéries. .L'avantage est donne aux matériaux poreux qui
assurent une fixation stable ; la retention des micro-organismes
y est efficace et persiste en cas d'a-coups de charge polluante.

- Les procedes 4d' oxygenatlon au gaz pur se revélent peu
performants. Les charges azotees traitées restant en dega des
estimations de laboratoire. La predlssolutlon de 1'° oxygene semble
favoriser la retentlon de composes volatils dont les consequences
sur le pH entralnent une inhibition partielle de la nitratation.
Leur regulatlon permet cependant de surmonter un exces de
pollution organique temporaire alors que les procédés a réaction
simple sont limites par une capacite 4' oxygenatlon plus faible.
De plus, les procedes utilisant 1'oxygene pur prédissous ne
présentent pas de risque de précipitation de carbonate de
calcium, les systemes étant biphasiques.

- Les procedés en milieu triphasique sont tres sensibles
a l'entartrage. Les bicarbonates présents en quantité importante
dans l'effluent methanise ont en fait un double effet sur ces
procédés : ils procurent a l'eau un fort pouvoir tampon ce qui
limite les chutes importantes de pH et de T.A.C. dues a la
réaction de nitrification. Le deuxieme effet est provoque par
l'aération de l'eau, qui entralne un départ de gaz carbonique et
une précipitation de carbonate de calcium. Ces depots calciques
se produisent en fine pellicule sur les parois des réacteurs, et
tous les points sensibles du dispositif. Ils enrobent
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progressivement les supports ensemencés et peuvent diminuer
1 act1v1te biologique en réduisant le nombre de sites actifs. La
précipitation du carbonate de calcium peut aboutir a un colmatage
partiel du matériau, avec formation d'agglomerats (lit
turbulent), ou une prise en masse 1ncompat1b}e avec le procede
Biocarbone (schiste). La decarbonatation a la chaux avant
nitrification est efficace, mais difficile a conduire. En effet,
la réaction de nitrification nécessite elle-méme de l'alcalinité
(2 équivalents bicarbonates par équlvalent ammonium) et la
décarbonatation préalable de l'eau ne doit etre que partielle.

Les materiaux colonises ont fait l'objet de nombreuses
observations microscopiques. Quelques photos sont regroupees en
Annexe 5.

III-4-c Conservation des supports ensemences
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 a l'arret. Il convient de conserver la
flore nitrifiante dans de bonnes conditions permettant Ile
maintien et la reprise rapide de son activité oxydante. La
technique de conservation choisie est 1'égouttage et
1l'assechement rapide des _supports in situ afin de mettre les
bacteries actives dans un etat dormant permettant leur stockage a
l'air libre. La biomasse est réactiveée par réhydratation avec de
l'effluent de digesteur gquelques 3jours avant la reprise de
campagne.

La phase 4' egouttaqe et d'assechement des materiaux doit
etre rapide, afin 4’ eviter la formation de =zones locales
d'anoxie. Cette operation est facile sur les materlaux grossiers
(schiste, Flocor). Elle est plus délicate sur les matériaux fins
(pierre-ponce, sable) dont les espaces intergranulaires sont
reduits.

La reactivation rapide des souches conservees depend
essentiellement de la temperature de reprise,_ défavorable si elle
est inférieure a 20°C, ainsi que des caractéristiques du milieu
de rehydratation, qui doit etre le plus mineral possible.

Malheureusement, les conditions experlmentales ont été
tres séveres a THUMERIES durant la période d'arret (Debut 1985).
Le froid a perturbé le bon déroulement de la phase d'assechement
des matériaux, provoquant une prise en masse de la pierre-ponce
et un détachement partiel des boues fixées sur le Flocor.

L'étude complete de la conservation des bactéries
nitrifiantes fixees en intercampagne est reprise au laboratoire.
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IV - CONCLUSIONS

Les essais de nitrification réalisés a THUMERIES ont
permis_ d'atteindre des performances intéressantes. Deux procedés
ont éte retenus pour la phase ultime de réalisation
industrielle : le filtre Biocarbone 4'OTV et le lit turbulent sur
pierre-ponce de DEGREMONT.

Les reésultats obtenus sur pilotes constituent le
principal critere de dimensionnement d'une installation. Il faut
souligner que la durée assez courte de l'experimentation sur le
site industriel n'a pas ©permis d'atteindre les 1limites
blologlgues 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 procedes nece531tent 1'ajustement de parametres
peu ou pas etudiés durant 1°' experlmentatlon de THUMERIES;
l'optimisation du rapport alr/eau reste a affiner. L'entartrage
et notamment 1l'évolution a long terme des matériaux poreux
demande un travail complémentaire. Une étude complete de
laboratoire concernant la conservation et la reprise 4’ activite
de la flore fixée s'avere indispensable, etant donné le peu
d'informations recueillies sur le site industriel a ce sujet.

Enfin, le <choix du procédé est 1ié au contexte
particulier de la sucrerie :

- ses objectifs orient€s vers une optimisation de la
productivite de l'unite de nitrification,

- ses _contraintes, dependantes des normes de rejet
susceptibles d'etre imposées par 1'Agence de 1l'Eau,

- le cout et l'entretien de l'installation.
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3eme PARTIE

ETUDES COMPLEMENTAIRES DE LABORATOIRE

INTRODUCTION

Les études de laboratoire sont conduites_avec un souci
permanent d'application industrielle, orientées a la fois vers
l'optimisation du processus de nitrification et vers la mise au
point d'un procéde fiable et pratique de conservation des
'bactérles nitrifiantes. Les expériences s' inspirent directement
des experlmentatlons pilotes faites sur le site de THUMERIES et
de leurs reésultats. Elles sont generalement independantes les
unes des autres et sont donc présentées séparément.

A - ETUDE DE QUELQUES PARAMETRES SPECIFIQUES A LA
NITRIFICATION DES EFFLUENTS DE SUCRERIE METHANISES

I — PRESENTATION DES EXPERIENCES

I-1 - Dispositifs expérimentaux

Par mesure de 31mpllf1catlon, les schemas des dlfferents
pilotes de laboratoire utlllses sont regroupés et numérotés en
Annexe 4. Chaque expérience a son protocole specifique, les
conditions de travail restant constantes; température (19-22°C),
materlaux supports (schiste expansé, pierre ponce), inoculums de
départ.

I-l1-a Reéacteurs de type "lit turbulent”

Les réacteurs sont constitués de colonnes de verre munies
de senarateurs internes permettant une décantatlon et un
recyclage du support fluidise. Ce support est constitue de pierre
ponce finement broyee et tamlsee % 200-300 ym, occupant 25 % du
volume utile des reacteurs a l'arret.

L'air injecté a la double fonction d'oxygéner le milieu
et de fluld}ser le support. Le rapport alr/eau est toujours fixe
de maniere a éviter toute limitation en oxygene.
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I-1-b Réacteurs de type "Biofiltre"

Les réacteurs sont constitués de simples colonnes de
verre d un volume utlle de 700 ml, garnies de 500 ml de schiste
expanse type Biodagene. L' alimentation est réalisée en ’flux
descendant a contre-courant de l'aération. Le lavage du matéeriau
est realise perlodlquement par simple vidange du reacteur et
ringage du matériau support.

I-2 Substrats

Le substrat de base est constitué d'effluent de digesteur
de THUMERIES préleve pendant les periodes de fonctionnement et
stabilisé a 4°C. On utilise également de l'eau methanlsee 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
caracterlsthues constantes et reproductlbles, soit par dilution,
soit par complémentation en élements nutritifs. La composition
moyenne du substrat est la suivante :

L% . tcscsossecocsnnnsnsesss 19 = 22°C
PHecereoeooeoeoaocosnananeaesne 1,3 = 7,5

CeO.Te ceeceoncnnansoanaes 25 = 100 mg C/1
Azote ammoniacal ......... 100 - 250 mg N/1

Alcalinit@® ..eeeeeeccececes 20 - 40 meq/l
ou 100 - 200 °f/1

I-3 Controles

La nitrification est controlée essentiellement par
dosages chimiques des dlgferentes formes de 1l'azote avant et
apres nitrification (NH NO, , NO, ). On suit également
1'évolution du carbone (%rganlque et mineéral), ainsi gque les
principaux parametres liés a la nitrification (calcium, pH,...).

L' ensemble des méthodes analytiques utilisées est
regroupé en Annexe 1.
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Les résultats exprimés en charge sont sysnemathuement
corrigés des variations imputables aux prélevements de matériau
pour effectuer des tests d'activité en Batch. Ces tests
d'activité sont décrits en Annexe 2.

II - INFLUENCE DE L°'EQUILIBRE CALCO-CARBONIQUE DU
MILIEU

II-1 Introduction

Les bqptéries nitrifiantes consomment du T.A.C., gue l'on
trouve en exces sous forme de bicarbonates dans les effluents de
sucrerie methanisés. L'aération intense du milieu a plusieurs
effets simultanés sur le carbone mineral, qui se transforme :

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

- par neutralisation des protons produits pendant la
nitrification,

- par stripping, en gaz carbonique, entrainé par l'air en

-

exces,

- par précipitation, en Caco,.

L'exces se retrouve sous forme dissoute dans l'effluent
nitrifié. La constatation de ces phénomenes instables sur pilotes
industriels conduit a l'étude au laboratoire de deux facteurs de
correction sur l'équilibre calco-carbonigue :

_- une décarbonatation partielle préalable de l'affluent
afin d'eviter un entartrage des reacteurs et des supports,

- un dopage de 1l'air en CO afin de pallier une

eventuelle carence en carbone minéral disponible, surtout en
phase de démarrage d'un réacteur en circuit ferme.

II-2 Decarbonatation de l'affluent

II-2-a But

L'effluent de digesteur de THUMERIES est decarbonate
partiellement a différentes doses de chaux, de maniere a
constituer une gamme de T.A.C. Le but de l'expérience est de
determiner le meilleur rapport T.A.C./Azote pour la nitrification
en milieu aére.
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II-2-b Resultats

L'expérience est réalisée en reacteurs a lit turbulent
type 1 (Annexe 4) sur support pierre ponce, 1'inoculum de depart
étant constitué de boues nitrifiantes actives provenant d'un
lavage de filtre aérobie. La consommation théorique de T.A.C.
pour la nitrification est de 0,7°f par mg d'azote oxydé.

Trois niveaux de decarbonatatlon sont étudiés dans les
mémes conditions et comparés a un témoin non decarbonaté. Les
performances du pilote en lit turbulent testé a THUMERIES sont
citées en réféerence. Les résultats sont regroupes dans le tableau
12 et sur la figure 8.

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

o ——— - ——— D — WD — Y - —— D TS . D TR D M . S - . Wt - W g = W N - S . T S o -

manente ) |

Conditions : LABORATOTIRE : PILOTE )
------------------- :----—----—-—-~--———---—-—--——--—-—-——--'THUMERIES)
: DECARBONATATION : Temoin : )
mm——————— R et D ntal Rkl R e e ———— )
T.A.C./N (°f/mg N): 0,75 0,90 : 1,2 : 2,0 : 3,5 )
——————————————————— R et T e R e et bbbl |
Nitrification : : : : : )
: : : : : )
Temps de latence : 5 jours : 4 jours : 3 jours : 3 jours : 1 jour )
: : : : H )
Début fixation : : : : : )
bacterienne : 7 jours : 5 jours : 3 jours : 3 jours : )
: : : : : )
Charge azotée : : : : : )
traltee max. H : : : : )
(kg N/m .3) : : : : : )
g 30 j. : 0,14 : 0,41 : 0,53 : 0,83 : 0,98 )
a 60 j. : 0,15 0,40 : 0,52 : 0,59 = 0,70(*))
$ NO3~ : 50 & 60 & = 95 & : 99 & : 99 % )
: : : H : )
Entartrage H : : : : )
: : : : : )
Calcium fixe sur : : : : : )
pierge ponce : : : : : )
a 30 jours : Nul : Nul ¢ 0,05 gig: 3 g¢g ¢ 13 g%g )
a 60 jours : Nul : Nul : 0,06 g%g: 12 g%g :13,5 g%g )

. s e s . ) P

T.A.C. effluent 0 3 0 : Traces Fuite per:Fuite per) /;

: manente

e s
—

- — A T un G S D M CHP W VNG W W A D CED S G WS O D R b P G P R W S R AN D UMD e ) LS S P D MR e s A W W ) S W WS G M D L G G TR T WG W D M G e -

(*) a 45 jours

Parallélement a ces essais, on évalue la consommation de
T.A.C. due a la simple aération du milieu et au deplacement de
1 equlllbre calco-carbonique qu'elle entralne. L'experience est
réalisée sur un réacteur garni, non ensemencé, sur lequel on
applique la meéme charge azotée que les sur les appareils
ensemenceés.
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La qpnsqpmafion de T.A.C. est alors de 0,2 °f par mg
d'azote oxyde theorique.

II-2-c Commentaires

Sans décarbonatation prealable, 1! oxydatlon de 1l'azote
démarre rapidement et la _Charge azotée traitée est satisfaisante.
Cependant, on assiste a un entartrage progressif du materlau
poreux qul altere quelque peu les reésultats sur la duree de
l'expérience. Les performances sont nettement diminueées a 60
jours.

La pellicule de CaCO, en formation encombre les siteg
d'accrochage des micro-organismes et donc diminue 1l'activite
biologique du reacteur.

La décarbonatation permet d'éviter 1l'enrobage de 1la
pierre ponce, mais limite alors la nitrification, qui est stable
mais peu importante. La prec1p1tat10n ou la transformation
d'eéléments nutritifs peut entralner une carence.

Le T.A.C.est dans ce cas le principal facteur limitant de
la nitrification. En effet, 1 réacteurs traitant respectivement
0,15 et 0,40 kg d'azote par m~ et par jour places dans_les memes
condltlons que le témoin atteignent rapidement la méme charge
traiteée.

11 paralt assez difficile d'appliquer une decarbonatatlon
prealable des effluents methanisés avant nitrification a
l'échelle industrielle. La conduite de cette décarbonatation
nece331tera1t une régulation permanente et aboutirait quoi qu'il
en soit a des performances biologiques inférieures au témoin non
décarbonaté. La reaction de nitrification et les phénomenes
d'entartrage ne peuvent etre dissocies. Il convient plus
ralsonnablement de s'orienter vers un detartrage périodique du
support a l'acide dilue, traitement a caractére essentiellement
preventif, sur lequel nous possédons encore peu d'informations.

II-3 Dopage en Co, de l'air de process

II-3-a But

Il faut tout d'abord rappeler que les éechecs en cultures
pures nitrifiantes en conditions strictement autotrophes peuvent
s'expliquer par la carence en CO2 disponible dans les milieux de
croissance (89).

Lors d'un ensemencement ou d'un démarrage de réacteur
nitrifiant, le milieu s 'épuise rapidement en blcarbonates,
consommés en partie par les bactéries nitrifiantes et dégagés
sous forme de COZ'
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FIGURE 9 : INTERET DU COZ SUR UN DEMARRAGE DE NITRIFICATION

TABLEAU 13
TEMOIN AIR + 002
o,
(mg N/1) et (% Nox)
5 ] 3,4 (3 %) 90 (76 %)
60 j 0 79,9 (43 %)
. 198 160 j 11,0 (5 %) 77,5 (33 %)
G e S A

ACTIVITE NITRIFIANTE
(mg Nox/g.ponce j)

5] 12 66
60 j 190 197
160 j 175 194

Calcium fixé
( g Calg.ponce)

53 A 0o - 0
60 j 0,13 0,05
160 j 1,55 0,08
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En enrichissant 1l'air en CO, (20 %), on peut espérer un
démarrage plus rapide de la nitrification en assurant les besoins
des micro-organismes en CO,, notamment Nitrosomonas sp.. On
étudie l'effet stimulant du Jaz carbonique et ses consequences a
long terme sur la nitrification.

Les résultats obtenus sont confirmes a plusieurs
reprises.On ne présente ici qu'une seule etude representative.

II-3~-b Resultats

L'expérience est réalisée en réacteurs a lit turbulent
type 2, spécialement congus pour optimiser les transferts
gaz-liquide (Annexe 4).

L'appareil dope en CO, est comparé a un temOLn placé dans
les memes conditions pendaiit les 6 mois d'experlence. Les
résultats exprimés en charge azotee traitée sont repris sur la
figure 9. Ils sont complétes par d'autres mesures (Tab. 13).

Le CO, permet de gagner 15 jours sur la montée en charge
avec un démartage tres rapide de la nitrification et une flore
nltrlflante plus active. En reégime nominal, 1l'effet du CO
s'atténue et les performances des deux appareils sont alors§
identiques. Au 100eme jour, le changement de substrat, enrichi en
chlorure d ammonium, entraine une degradatlon des résultats,
accompagnee d'une chute des rendements d'oxydation de 1l'azote,
surtout sur le témoin. Des analyses de gaz a différents
pourcentages de CO, dans 1l'air montrent qu 'une fraction de 20 %
de CO, constitue ufl optimum en regime nominal des appareils, la

dlssofutlon du CO2 etant quasi totale.

II-3-c Commentailres

I1 faut signaler que la montée en charge sur les deux
reacteurs dure entre 40 et 60 jours, temps relativement 1long
~expliqué par la faible quantite d'inoculum de départ.

La disponibilité du CO, dans le milieu favorise surtout
la nitritation, avec une %ransformatlon quasi totale de
1'ammoniaque en nitrites. La conversion en nitrates .est
incomplete et la fuite en nitrites dans 1l'effluent est
permanente. Le CO., joue egalement le role de régulateur de pH. La
nitrification proVoque une acidification du milieu, masquee par
les effets de l'aeration intense du milieu. Globalement, le pH au
sein du réacteur est alcalin et peut dépasser 8,5. Les bacteries
nitrifiantes sont tres sensibles au pH (7) et le CO acidifiant
permet alors de stabiliser 1l'eéquilibre calco-carbonique; le pH se
stabilise a 7,5 - 8,0. Ceci a pour consequence de maintenir le
carbone minéral sous forme dissoute et d'eviter l'entartrage de
la pierre ponce. Enfin, a partir du 100eme jour, le rapport
T.A.C./Azote du substrat passe de 1,5 a 1,0 °f/mg N. La
dlsponlblllte en carbone mineéral est meilleure sur le reacteur
dope en CO ce qui se traduit par une charge traitée superieure
et stable gans le temps.



III - FACTEURS LIES AU FONCTIONNEMENT DU DIGESTEUR
ANAEROBIE DE THUMERIES

III-1 Introduction

Le fonctionnement du dlgesteur en flux descendant
entralne des relargages de boues methanlgenes . D'autre part, la
concentration en carbone organique reésiduel de 1l'effluent
méthanisé peut augmenter pour deux raisons principales ; une
perturbation biologique du digesteur (baisse de température,
changement de flux) ou une application trop importante de
pollution organique (débit, concentration). Ces facteurs
augmentent les besoins en oxXygene au cours du post-traitement.
Ils atteignent un seuil critique qui conduit 3 1'inhibition de la

nitrification.

L'arret accidentel du digesteur au cours de la campagne
conduit a 1° augmentation rapide des concentrations en azote du
milieu. Les repercuSSLOna sur la nitrification sont minimes ,
dans la mesure ou le post-traitement sera egalement mis a
l'arret. La reprise de la nitrification a des concentrations plus
élevées en azote nécessite alors 1l'application d'un débit

d'alimentation plus faible.

III-2 Application d'une charge organique limite

II-2-a But

Le <carbone organique total, composé essentiellement
d'Acide§ Gras Volat}ls, constitue un substrat potentiel pour une
flore heterotrophe a croissance rapide.

, Cette flore est en competltlon favorable avec les
bactéries nitrifiantes autotrophes a croissance lente. On peut
rapldement se trouver en conditions 4d' oxygene limitant et aboutir
a une asphyxie difficilement réversible des germes nitrifiants.
Le phénomene est bien connu en boues activées; il l'est moins en
cultures fixees et demande un approfondissement.

III-2-b Résultats

L'expérience est réalisée a 20°C a lit turbulent type 3
(Annexe 4). La montée en charge organique est faite par ajouts
progressifs 4'A.G.V. (*) en mélange dans 1l'efflugnt. Au depart,
le reacteur nitrifie a pleine charge (0,84 kg N/m~.3j.). Le temps
de séjour hydraulique est stabilisé a 6 heures.

(*) Composition de mélange d'A.G.V. : 44 % Acetate, 38 %
Propionate, 18 % Butyrate.



Kg N/mn3.j NITRIFICATION SUR PIERRE PONCE

Kg C/m3. ] INFLUENCE DU COT ng/ 1
: z J
| | pea ; :
1.680 . ... .. S o oo sea o _| ae@

P \ -y
| | f’ e
1.2 .. e o o ] SN _ 608
| p//\ | 4 | NN
. L , .

] 7" e
L Ny - Pesedly ‘ R
Y (B / h{, 5 -‘w Ll \ f‘;'“—'w",—_w“e
9.88_ Y. .“".5\, e A P \ ........... o AT _{ 408
\Q%’i oY . WAN ' }/ ,

/o L _ i f«"‘**xg*j>{:}r¢*gh E

3.4&_ ...... / Foooa oo ***.*-——HM“‘*\;"'* ,,,,,,,,, e “.'-.74“4\‘-%_*_,_,,*._. 209
’.‘ /*d'- ‘*{ : . .

r- ,.{ 46,* ' . . T .
ragd %L , . . A

8. B0 L iesrdtyerte -y | L | | | 9

%] 18 20 38 40 56 60
axe 1 5COT Appl ,NH4 Elin axe 2 ,.Mes Effl Jours

NITRIFICATION SUR PIERRE PONCE
COT TRAITE INFLUENCE DU CoOT
‘ixg C/M3e§ e .

i.28
0.98

8.68

9.8 8.48 9.88 1.20 1.68
COT APPLIQIE
Ky C/n3.
FIGURES 10 ET 11




40

Les résultats sont illustrés par les figures 10 et 11.

Dans les conditions de 1' experlence, la nitrification §st
affectée pour une charge organlque appllquee de 1,4 kg C/m”.J
(jour 30). La charge organique traitée atteint alors une limite

(Fig. 11). On note 1' apparltlon de nitrites dans l'effluent. Le
taux d'oxygene dissous gqui était de 6,0 mg O/l en debut
d'expérience est alors de 0,8 mg 0O/1 au sein du réacteur. On
constate la prolifération d'une flore diffuse, filamenteuse, qui
se maintient en suspension dans le milieu. Cette biomasse
apparalt des 1 application de charge organique et s 'évacue dans
l'effluent. Son activité nitrifiante est mesurée, proche de zero.

III-2-c Commentaires

La pollution organique appliquée est consommatrice
prlorltalre d'oxygene. Ce dernier devient facteur limitant, dans
un premier temps pour la nitrification, puis, dans un deuxieme
temps, pour le traitement de la pollution carbonée. L'apparition
de nitrites dans 1l'effluent tem01gne de 1l'insuffisance de
l'aération ; la hitratation est inhibée par manque d'oxygene au
profit d'une légere dénitrification.

Le seuil de tolérance des bactéries nitrifiantes peut
varier d'une experlence a 1° autre, selon 1' efficacite du
transfert 4' oxygene 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
1! oxygene du milieu mais n'affecte pas la flore nitrifiante
flxee. Le retour a des conditions normales d'alimentation d'un
réacteur entralne un rétablissement rapide de la nitrification.

III-3 AUGMENTATION BRUTALE DE LA CHARGE ORGANIQUE
APPLIQUEE

ITI-3-a But

Cet essail complete le précédent et a poug but d'évaluer
le temps de retour a une nitrification normale a la suite d'un
apport brutal de pollution organique dissoute.

III-3-b Résultats

L'experience est faite dans les memes conditions que 1la
precedente. On appllque des augmentations importantes de charge
ogganlque par periodes de 24 heures en tenant compte des
resultats precedents. On rétablit ensuite des conditions
d'alimentation normales pendant une semaine. Le temps de séjour
hydraulique est de 6 heures. Les principales mesures sont
regroupees dans le tableau 14
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TABLEAU 14 : INFLUENCE DE LA CHARGE ORGANIQUE APPLIQUEE

e - - — - — A D D T AT D . A W D D — T S S - D Y — D - D - W . —— - ——— . - —— e

Activite nitrifiante

( : : Temps de : R

( Charge : (mg Nox/g.ponce.j) : retour : Oxygene
( appliguyée : : 100 % : dissous
( (kg/C.m”.]j) t=—=mec——r—m———mme—eee—— : nitrification : reacteur
( : T : 8 h 224 h :72 h : :
(== Pmm——— e ———— ————— e ———————— = ——————
( 1,00 £117,0:106,2:109,7:120,0: Pas de pertu- : 2,40

( : : : : : bation :

( : : : : : H

( 1,45 £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 : €

( : : : : : :

- D o - —— eSS D M ——— - D D D - — D - - — D " D - . — . W G S W VD W . —————

Les tests 4d' act1v1te sont realisés sur 3 prelevements de
pierre ponce compares a un teéemoin (T). L'activité reéelle du
materlau baisse legerement durant 1l'application de la pollution
carbonée. Des le retour en conditions normales, le retablissement
de la nitrification est tres rapide.

On note la forte production de n1tr1t§s pour des charges
organiques appliquées de 1,73 a 2,06 kg C/m”.j. Dans les deux
situations, on constate une perte d'azote dans le Dbilan
entree-sortie. La quantité d'oxygene dissous disponible est tres
faible.

III-3-¢ Commentaires

L'apport brutal de pollution carbonee dans un milieu
nitrifiant entralne une consommation d'oxygene supplémentalre.
L' oxygene peut etre def1c1ta1re, du a un systeme de transfert qui
limite sa dlsponlblllue. On assiste a une perte d'azote dans le
circuit gqui peut etre expliquée par plusieurs phénomenes (38,
40)

- dénitrification dans un milieu riche en matiere
carbonee et en phase d'anoxie,

- fuite sous forme NZO et NO produits par Nitrosomonas sp

- formation de biomasse hétérotrophe diffuse.

Ces consequences sont atténuées par l'effet de dilution
rapide des le retour a une alimentation normale du reéacteur.
Elles peuvent pratiquement dlsparaltre si on met ce réeacteur en
circuit fermé durant quelques heures.

e a Nes? ot
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IV - CONCLUSIONS

Les travaux réalisés sur pilotes de laboratoire simulent
des situations gqui peuvent se produire dans les conditions
industrielles. Les résultats bruts obtenus ne sont cependant pas
. transposables directement, certains parametres etant difféerents :
temperature, transfert d'oxygene... Ces experlences ont pour
interét d'essayer de comprendre les mecanismes de la
nitrification aprés traitement anaérobie et permettre ainsi :

- de deéconseiller une décarbonatation préalable de
l'eau ;
- de préconlser certaines interventions (dopage en CO2
au demarrage),
-~ de reagir en cas de perturbation de 1la filiere de
traitement.

B - OPTIMISATION DES CONDITIONS DE CONSERVATION ET DH
REPRISE DE L°'ACTIVITE NITRIFIANTE

I - ORIENTATION DES RECHERCHES

I-1 Préesentation

Les quelques informations bibliographiques (lere
Partie =~ 1IV-) montrent la fragilite des germes nitrifiants en
conditions de jelne, surtout lorsqu'ils sont etudies en culture
pure.

La longue durée de l'intercampagne sucriére incite a
trouver des conditions assez sxmples de conservation de la flore
nitrifiante. Le but est de minimiser le stress (temperature, PH,
pression osmotique, substrat) appliqué aux micro- organlsmes et de
les placer dans un état de dormance, avec un taux de métabolisme
endogene le plus faible possible. On cherche a stocker les
supports ensemencés in situ et a les réactiver ensuite le plus
rapidement possible en minimisant 1le temps de latence des
cultures et en favorisant leur croissance.

Les travaux sont realises a différentes eéechelles, sur

schiste et sur pierre ponce. Ils sont présentés dans leur ordre
chronologique d'etude.

I-2 Etude d'approche sur schiste

Cette premiere étude est réalisée avant l'experimentation
sur pilotes de THUMERIES.
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I-2-a Protocoles de conservation

Quatre méthodes de conservation sont définies et testées
en parallele sur du schiste fonctionnant a pleine charge (1,1 kg
N/m~.3) sur effluent methanise.

. Congélation rapide du matériau a - 18°C dans une
solution cryoprotectrice de glycerol a 10 % (V/V) a Dbase
d'effluent nitrifie (87).(Congele sur figure 12)

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

_. Ringage et immersion du materiau dans 1l'effluent
nitrifie.(Eff1. brut)

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

_ Des tests d'activiteé nitrifiante decrits en Annexe 2 sont
realises sur 450 jours de stockage.

I-2-b Résultats

On constate une perte rapide de 1° activité nitrifiante
(Fig. 12) dans les quinze premiers jours de Jeune, elle s'attenue
ensuite pour se stabiliser apres trois mois de stockage. Les
cellules les moins affectées sont les bacteries c0ngelees. Le
materlau asséché perd regullerement de l'activite ;
parallelement, il continue a se déshydrater. Les d'humidites
réelles faites sur le support passent de 12,5 % en début
d'experience, a 7,5 % au 240eme jour et a 4,5 % au 360eme jour de
stockage. Dans les conditions d'immersion sans aeration, la perte
d'activite est egalement importante. On constate une
denltrlflcatlon quasi lmmedlate et un decrochage de la biomasse
flxee. Le matériau 1mmerge et aeéré en permance presente une bonne
résistance face aux conditions de jeune.

I-2-c- Commentaires

Le principal enseignement de ces essais est la tolérance
a des arrets prolongés des bactéries nitrifiantes fixées en
cultures mixtes. La présence de surfaces et de liaisons
fixatrices peut favoriser cette re51stance. Les bactéries sont
altérees, mais conservent leurs proprietés d'oxydation au cours
du stockage.

La congelation permet de garder une activite
satisfaisante, mals reste une technique de laboratoire. Deux
techniques sont a retenir :

. l'assechement du materiau, en controlant son humidite
qui semble conditionner la conservation,

. 1l'immersion du matériau, avec un milieu de conservation
approprie.



I-3 Etude de quelques parametres

I-3-a Température

Différents essais de conservation realisés a temperature
constante (20°C, 4°C) ne montrent pas de difference
s1gn1f1cat1ve. Au contraire, les fluctuations de temperature sur
un meme essai peuvent avoir un effet bactericide, surtout lorsque
cette tempeature descend au dessous de 0°C. On crée des lésions
cellulaires irréversibles.

Les essais réalisés a THUMERIES et au laboratoire en
conditions exterieures en sont la preuve.

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

I-3-b Etat physiologique des bactéries

On apprend, dans la littérature (103) et au cours
d'essais réallses au laboratoire, que la survie des bactéries est
liee a leur etat physiologique au moment de 1' arret. L'essai est
réalisé 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 provoquees par le jeune. On procede a une mise en circuit
fermé du reacteur 48 heures avant 1' arret total; ce qui
correspond au temps nécessaire a la disparition totale de 1l'azote
ammoniacal du milieu.

Les conditions de substrat limitant sont alors étab;les
progressivement et permettent un conditionnement de 1' ecosysteme
et notamment des germes a croissance lente.

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

D D D D D S T G D = WD W Y D S = W D R W D  GED WD CHD D G W NS WD S WO WS W T D W W D S ———

( DUREE DE H PHASE DE : DEBUT PHASE : FIN PHASE )
( CONSERVATION : CROISSANCE : STATIONNAIRE : STATIONNAIRE )
e n T e e . P
E 5 5 : 60 % 64 % 08 )
C1s . 41 8 : 7% 53 )
E 30 5 38 3 : TR 40 3 3
(6o 3 30 8 368 8 )
E 120 j : 22 3 : 358 32 3 ;

. . D W) G AN U WD R N S GAR MR WU Y G N GE G W G G S R W D W A G - - — — ) =) D . —
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Un état physiologique favorable au moment de la mise en
conservation a une double influence : sur 1la survie des
bacteries, sur leur vitesse de reprise. Les deux facteurs sont
corréles.

II - CONSERVATION PAR DESHYDRATATION

II-1 Influence de l'humidite sur la conservation

II-l-a But

L'asséchement affecte l'ensemble de la flore fixée a des
degres dlfferents. La tolérance a la dessication définit un seuil
de siccité critique en deca duquel on provoque des lesions
irréversibles sur les bactéries (membranes, ADN ) en modifiant
leur teneur intracellulaire en eau (6,64,88,103). La creation
d'un environnement protecteur demande la deétermination de
l'humidité relative la mieux supportée par les bactéeries
nitrifiantes.

II-1-b Protocole

Differentes atmospheres sont créées et controlées en
dessicateurs a l'aide de solutés non toxiques (Annexe 3). La
pierre ponce ensemencee et homogénéisée est dispersée en
monocouche dans des coupelles. Celles-ci sont réparties dans
chacun des dessicateurs dont 1°' atmosphere est stabilisee pendant
3 Jjours. La pierre ponce est prélevée sur un reacteur
fonctionnant a plein régime et placé en circuit ferme 48 heures
avant l'arret total. Un essai est realise en conditions
extérieures. On suit la réactivité du matériau ou des bactéries
qui y sont fixées par dlfferentes mesures décrites avec preCLSlon
en Annexe 2 (tests d'activité résiduelle, comptages de bactéries
revivifiables). ’

On releve parallelement 1'humidite réelle des supports
conserves. Enfin, on réalise quelques mesures complenentalreb
destinées a ajuster les résultats (activite résiduelle du
materiau décapeé, témoins systématiques).

II-1-c Réesultats

L'ensemble des mesures est repris dans les tableaux 16 et
17 et sur les figures 13 et 14. On constate une baisse rapide et
génerale de l'activité nitrifiante dans tous les milieux, avec
toutefois une baisse plus modérée sur les matériaux conservés a
aw 0,66.



TABLEAU 16

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

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

R.)

( Durée de : : : : : : )
( onserva< 24 heurtes : 5 jours : 15 jours : 30 jours : 60 jours : 120 jours : 180 jours )
( ion @ : : : : : : )
( a.w. t ANR : TR : ANR : TR : ANR ¢ TR ¢ ANR : TR : ANR : TR : ANR : TR : ANR : TR )
( d : : : : : : H : : : : : : )
( : : : : : : : : : : : : : : )
( 0,12 : 56 t 30 $ 021 ¢ IS0 : 14 : 170 : 13 : 170 : 12 : 200 : 10 :200 )
( : : : : : : : : : : : : : : )
( 0,35 : 59 ¢ T 29 t 2 ¢ 125 : 22 3 125 : 20 : 145 : 20 : 150 : 21 : 165 )
( : : : : H : : : : : : : : : )
( 0,44 2 71 49 : 38 : 80 : 34 : 100 : 32 : 105 : 23 : 125 : 20 :130 )
( : : : : : : : : : : : : : : )
E 0,66 :o86 ‘<usn’ B iigppt 70: 70: 59t 100 43 : 100 : 32 : 110 : 29 :100 ;
( 0,78 : 66 57 : 51 ¢ 80 : 36 : 100 : 28 : 100 : 23 : 125 : 22 :125 )
( : : : : : : : : : : : : : : )
( 0,84 1 64 T 36 : 023 : 100 : 20 : 125 : 18 : 150-: 19 : 150 : 19 :165 )
( : : : : : : : : : : : : : : )
¢ e e ;50 : : 45 ¢ 30 : 34 : 50 : 33 : SO : 31 : 65 : 32 : 70 )
( : : : : : : : : : : : : : )
( 1 (2 79 : 74 : 62 : 30 : 50 : 50 : 42 : 50 : 39 : 60 : 40 : 60 )
( : : : : : : 3 : : : : : : : )
( Atmosphére : 24 : :o1 : 10 : 170 @ 4 : 260 : 4 3270 : 3 : 2 : €& i -~ )
(  extérieure : : : : : : : : : : s : : : )
( : : : : : : : : : : : : : : )
TABLEAU 17 :
NUMERATIONS NITROSOMONAS SP ET NITROBACTER SP
EN LOgmBACTERIE / g PIERRE PONCE
: : : : : : )
( onserva= 24 heures : 5 jours : 15 jours : 30 jours : 60 jours : 120 jours : 180 jours )
( i : : : : : : : )
( :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)
( : % : : : H : H H % B . s : )
( H : H 2 : : : : : : : : : : )
( 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 )
¢ 5 H : 3 : : : : : : H H s H )
( 0,35 : 8,78 ¢ 8,41 2 7,41 : 7,34 : 6,66 : 6,15 : 6,66 : 5,66 : 5,66 : 5,00 : 5,00 : 4,66 : 5,15 : 4,41 )
( : . 2 : : : : : : : : : : : )
( 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 )
( s H : H : H B H : : : : : H )
( 0,66 : 9,66 : 9,41 : 8,78 5 9,66 : 7,66 : 7,66 : 6,78 : 6,66 : 6,41 : 6,66 : 5,66 : 5,00 : 5,66 : 4,66 )
( : : : : : : : : : : : : : : )
( 0,78 : 8,66 : 8,66 : 8,41 : 8,15 : 7,66 : 7,66 : 6,41 : 6,15 : 5,00 : 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 )
( : : : : : 3 : : : H : : : : )
( 1 M : 8,78 : 8,66 : 7,78 ¢ 7,66 : 7,20 : 6,66 : 6,20 : 6,00 : 5,66 : 5,78 : 6,00 : 5,00 : 5,66 : 5,66 )
( (2) : : s : : : : : : : : : : : )
( | : 9,66 : 9,20 : 9,15 ;: 8,66 : 8,20 : 8,20 : 7,20 : 6,66 : 6,20 : 6,20 : 6,00 : 5,66 : 6,00 : 5,00 )
( : : H : H : . H H H s : : :
tmosphére 8,66 : 7,66 : 6,78 : 6,19 : 4,00 : 4,66 : 3,20 : 3,34 : 3,20 : 3,20 : 2,20 : ? :Non détermind)
BU térieure 3 : : : : : : : : : : : : )
l‘t%ﬂ B H : B : B [ ' : : H )

(1) Immersion dans de l'eau méthanisée

(2) Immersion dans de 1'eau méthanisée

et sous atmosphire d'oxygdne
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Les temps de regeneratlon suivent la meéme allure
generale. Le nombre de bacteries nitrifiantes  revivifiables
evolue beaucoup plus lentement et de fagon regullere de meme que
l'humiditée réelle de la pierre ponce. Nitrobacter sp résiste
mieux a la dessication et on assiste a une inversion de la
dominance des deux flores apres 60 jours de stockage.

Certaines difféerences, qui n'apparaissent pas dans le
tableau le, sont notees au cours des tests d'activite
nitrifiante. A partir du 60eme jour de conservation, les tests
révélent la presence de nitrites intermédiaires, totalement
oxydes en fin de Batch. Cette remarque ne concerne Dpas les
échantillons immergeés (aw = 1).

II-1-d Commentaires

Cette experience montre 1l'importance de 1' humidité
relative du milieu sur la conservation de la capacité nitrifiante
d'un matériau ensemencé. Elle montre également 1'importance de
1'humidité reelle du matériau qui influence, a long terme,
directement le taux de survie des bacteries. Les micro-organismes
perdent une partie de leur eau liée, ce qui les conduit a la
letalite.

Les numérations sont réalisées sur les bactéries vivantes
décrochées de leur support (Annexe 2). L' evolution 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 conflrme par des tests
nitrifiants faits sur les supports décapés lncubés durant 21
jours, les tests sont tous négatifs. La mortalité conditionne la
reprise de la nitrification. Afin de recoloniser le materiau, on
veillera a favoriser la croissance des bactéries nitrifiantes au
redemarrage d'une culture.

Le materlau, conservé en monocouche, présente une surface
d'échange tres importante avec 1' atmosphere. Les effets de
deshydratatlon seraient vraisemblablement plus lents pour un
support stocké en vrac dans un réacteur. On risque alors de creer
des zones d'anoxie et d'anaérobiose qui sont néfastes. Les
risques sont d'autant plus élevés que le matériau est fin.

II-2 Application a l'echelle pilote

II-2-a Protocole et évaluation de la conservation

Les essais sont réalisés a l'issue de l'expérimentation
de THUMERIES, sur la colonne de 20 litres garnie de schiste
ensemencé. Le garnissage est egoutte in situ apres 48 heures de
mise en circuit fermé. Le matériau est ensuite transféré au
laboratoire dans une colonne de plexiglas dans lagquelle on
insufle de 1l'air comprlme par la Dbase pour accélerer la
dessication. On stoppe l'aération forcée lorsque 1'humidite
réelle du materiau atteint 12,7 %. Cette valeur est alors
maintenue a 12,5 ¥ 0,5 % par insuflation d'air humide. Le
matériau est brasse afin d'éviter la formation de gradients
d'humidité. L'humidité relative et la température de stockage
sont celles du laboratoire.
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On reprend régulierement 500 ml de matériau en reacteur
Biofiltre (Annexe 4) sur lequel on éetudie l'allure de la montee
en charge ammoniacale et la charge maximale traitée.
Parallelement, on realise un test d act1v1te nltrlflante sur le
schiste conservé. On fait de méme a l'arret du réacteur apres la
reprise.

II-2-b Resultats

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

TABLEAU 18 : MESURES SUR SCHISTE CONSERVE A SEC EN COLONNE

DE 20 1.
( ) : $ M.v.s. sur : Activité Nitrifiante :
( Duree de : schiste :(mg Nox/mg (M.v.s.).h): Humidite
(conservation : : : schiste
( R i R ittt bttt (%)
( : Avant (*) : Apres : Avant : Apres :
(ewm—mmmmm e m e tm——————- R e B e L ettt
( to : 3,6 : (3,6) :+ 0,220 : (0,220) = 12,7
( : : : : :
( 13 j. : 3,5 : : 0,106 : : 12,4
( : : : : :
( 1 mois : 3,7 s 3,8 : 0,079 : 0,194 : 12,0
( s : : : :
( 2 mois : 3,5 : : 0,067 : : 12,9
( 3 : : : :
( 3 mois : 3,6 : 3,8 : 0,065 : 0,177 : 12,0
( : : : : :
( 5 mois : 3,4 : 3,8 : 0,044 : 0,168 : 12,0
( : : : ’ : :
( 7 mois : 3,5 : 3,7 : 0,049 : 0,163 s 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 : 3,6 : 3,7 : 0,042 : 0,162 : 12,5

- — > - — S D W S D WS P G AR D S W W WM WP WD WS G S S D W AR R N M W T A e S P W S GE WD S WD G G AR GEN FEP TED TRS CHS WAP CED G R M WU U D G A - T e

nt : Avant reprlse
Apres : Apres reprise (48 heures circuit fermé)

(**) Humidité relative de l'air tres élevée
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Les courbes obtenues aprés 7, 9, 12 et 15 mois de
stockage sont similaires et représentées par leur moyenne.
L'allure générale des reprises d'activité nitrifiante est
semblable quelle gque soit la duree de conservation. La perte
d'activite se stabilise aprés 3 mois de stockage. On remarque
cependant que le temps de latence observé augmente avec le temps
de stockage. De méme, la charge azotée traitée par le réacteur
diminue. Dans tous les cas, 1les performances maximales sont
obtenues avant 30 jours de reprise.

Le tableau 18 montre que la biomasse flxee évolue tres
peu durant la conservation et a l'issue des perlodes de reprise
de 30 jours. On remarque egalement que l'activité residuelle du
matériau conservée suit la meme allure que lors des essais décrits
auparavant (Fig. 12) : chute rapide dans les 15 premiers jours de
conservation, puis stabilisation aprés 3 mois de conservation.

On constate, pour terminer, que la réactivité du matériau
se recupere partiellement au cours des 30 jours de reprise, sans
toutefois atteindre 1l'activité initiale de 0,220 mg Nox/mg-
(M.v.s.}).h.

II-2~c Commentaires

La conservation par sechage controlé de 1la flore
nltrlflante fixee est flable a long terme, la perte d'activite du
matériau est stabilisee apres 3 mois de conservation.
L'augmentation du temps de latence au redémarrage n 'affecte pas
la cinétique de montée en charge. Toutefois, le matériau ne
retrouve pas son activité initiale. Les mesures de biomasse fixee
(Tab. 18) montrent que cette perte n'est pas due_au decrochage de
bactéries. Ceci est d'ailleurs verifié sur les réacteurs au debut
de la reprise par des mesures de Matieres en suspension. La
deshydratatlon provoque un asséchement des cellules peériphériques
qui <créent un environnement protecteur pour les couches
1nfer1eures, ce qui rend difficile l'accrochage de nouvelles
bactéries. La mesure des M.v.s. prend en compte les bactéries
mortes. Ceci est confirmé par les comptages de bactéeries
nitrifiantes revivifiables reéalisés sur pierre ponce; 1ils
montrent l'extinction progressive des bactéeries fixées dans le
temps.

I1-3 Amélioration de la technigue - Application d'un
facteur de correction

II-3-a But

Le stress provoqué par l'arret d'un réacteur exerce une
pression de sélection des micro- organismes. Seules les bacteéries
résistantes survivent et on émet 1'hypothese qu'apres plusieurs
cycles d'arrets et de reprises, les temps de latence et le retour
aux performances initiales d'un réacteur seront de plus en plus
rapides. La biomasse est de plus en plus reC1stante, atteignant
toutefois un maximum lié a la biologie des bactéries. Le but est
d'essayer une technique gqui consiste a sélectionner 1le plus
rapidement possible les germes résistants.
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II-3-b Mode opératoire

Le fait de garder le matériau in situ simplifie
considerablement la nmise en oeuvre du procede et les
manipulations sont reduites au maximum.

L'essal est toujours réalisé sur le schiste de THUMERIES
transferé au laboratoire. On reprend 500 ml de matériau en
réeacteur Biofiltre (Annexe 4) apres 1 mois, 3 mois et 6 mois de
conservation. On effectue, pour chacun de ces prelevements, une
succession de 5 reprlses entrecoupées par des arrets de 15 jours.
Cette durée est fixée en fonction de deux criteres :

- pour des periodes inférieures a 15 jours, les bactéries
ne se trouvent_ pas encore a i equlllbre, aboutissant a leur
protection vis a vis des conditions de substrat limitant.

pour des perlodes supérieures a 15 jours, la perte
d'activite et la mortalité sont importantes et ne permettent plus
de reprises de courte dureée; le temps de latence des cultures est
trop long.

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

II-3-c Resultats

Les resultats obtenus apres 1 mois, 3 mois et 6 mois de
conservation sont illustrés sur la figure 16. L'activite
nitrifiante du materiau au cours des essals est reprise dans le
tableau 19.

TABLEAU 19 : TESTS D'ACTIVITE SUR SCHISTE CONSERVE

- —— - D . - P W . — - D W T = . = D D W T AT G = MO D D S S e G S I G D T T WD G T D M WD SIS S S CHD S G =y -

( Durée de : Activité Nitrifiante (mg Nox/mg(M.v.s.).h) )
( conservation i(--—~=--- e e e e — )
( : Avant reprises : Apres reprises )
(wmmmmm e mmmm— e e ——— e — e e e - e mmmm—m e —— e )
E t, : 0,220 : (0,220) )

: : )
( 1l mois : 0,079 : 0,201 )
( : : )
( 3 mois : 0,065 : 0,197 )
( : : )
( 6 mois : 0,047 s 0,195 )

. —— . - D D D - D . . D D D WS WD g D e W S GAD MED SND M GuB SRS AR GED MR SR WD WD W W W WD SED WUR GAS D Smn G ) D W M S D e o

On voit sur les courbes que le temps de latence, quelle
que soit la durée de stockage initial tend_ a se réduire pour se
stabiliser a 24 heures apres 3 cycles 4d' arrets et de reprises. La
vitesse de retour a une charge traitée maximale augmente
rapidement, pour atteindre une limite de 7-10 jours .
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. L'activite nitrifiante des bactéries fixées se stabilise
a 0,200 mg Nox/mg (M.v.s.).h apres les 5 reprises (Activite
initiale : 0,220 mg Nox/mg (M.v.s.).h).

II-3~-d Commentalres

Le gain de temps sur une reprise est considérable, soit
15 jours apres 6 mois de conservation a sec. On atteint ce
maximum apres 3 cycles d'arréts et de reprises ; les 4eme et Seme
cycles ne sont pas necessalres, ce qui presente un 1nteret 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 reactivités sont calculées
par rapport aux Matieres volatiles fixées, mortes ou vivantes. On
peut supposer que les bactéries nitrifiantes qui survivent sont
en fait plus actives (94).

Il reste a confirmer que ces propriétés se maintiennent
au cours d'un arret prolongé au terme des 3 cycles de reprise.
Dans les conditions industrielles, se pose le probleme de la
temperature de conservation et de reprise de la nitrification.
Des temperatures trop basses risquent en effet de bloguer, voire
d'altérer la flore fixée (97).

IXI - CONSERVATION PAR IMMERSION

III-1 Influence du milieu de conservation

IIf-l-a But

Les bactéries nltrlflantes sont chimiolithotrophes. Deux
hypotheses sont alors émises :

. Les bactéries utilisent le CO, dissous comme source
exclusive de carbone. Les composes organidues 51mples constituent
des réserves de CO qui est alors metabolisé par les bactéries
nitrifiantes (27, §9 89). L'immersion des germes en milieu
organique constitue peut étre un moyen de conservation a long
terme, le CO2 présent permettant un metabolisme ralenti.

. Les bactéries autotrophes sont sensibles a la présence
de toute substance nutritive durant leur conservation (carbone
organlque, NH, , N02 , NO, ). Ces produits peuvent entrainer le
développement - d'une® flore” annexe et modifier ainsi 1° equilibre
des populations dans le milieu. L'immersion des germes
nltrlflants, apres ringage, en eau de forage constitue un milieu

"neutre" qui peut etre favorable a la conservation a long terme,
a l'exemple de Rhizobium (29). Il convient de rappeler d'apres
BOYLEN et MULKS (18) que plus le taux de métabolisme endogene
d'une cellule est faible, plus les réserves cytoplasmiques sont
consommeées lentement et plus le temps de survie est long. Cela
permet une reprise rapide de l'activité quand les conditions sont
a nouveau favorables.
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TABLEAU 20

e el ey el et et ey N N Ny N e e et e et et el te Ratrn la bl

L N N S L v

e N N e e e N N N N N W e e N N e Wl W Wl W S S St St N Nt

ACTIVITE NITRIFIANTE RESIDUELLE (% ACTIVITE INITIALE - A. N. R.)
ET TEMPS DE REGENERATION (h/g. PIERRE PONCE -~ T. R.)
urée de con~ °* : . : . : .
: 24 heures : 5 jours H 15 jours : 30 jowurs : 60 jours : 120 jours : 180 jours
lmmersion ¢t ANR @ TR : ANR : TR : ANR : TR : ANR : TR : ANR : TR : ANR : TR ; ANR : TR
Eau de forage t 15 0 : 65 : 30 : 65 : 30 : 65 : 30 ; 60 ; 35 ; 55 ; 30
Eau de forage (4°C): 76 : T : 60 : 35 : 60 : 40 : 57 : 45 : 55 : S0 : S5 : 55
Eau wéthanisée (1) : : : : : : : : : : : : : :
Eau nitrifide : 72 : 60 : : 56 : 35 : St : 45 : 49 : 45 ; 40 ; 60 ; 35 ; 70
Acétace ;53 e ;29 : 020 : 50 : 5 : SO : <5 : 100 : : (% — : W
o | Propionate . 43 M I D1 ies D0 iosol s P00l s el P wp
3 Pyruvate f 50 f< 48 hf 26 f <48 hi 25 f 45 f 8 f 50 3 : 100 f 5 :+ ND : : ND
o | Formiate N ;o] Ve 10 o500 L 5t o0 ] Pwp P — P owp
“ : : : : :
o Lactate s 51 @ $ 029 @ 21 0 30 : 17 : 30 : 16 : 45 : 20 : 60 : 20 : 60
2 | MElange AW (D] 37 ! P P o fwe Pos P20 Poes fas b P — ' wp
3 ; : : : : : : : : : : : : :
a Extrait de s 35 s 15 ¢ : 14 70 5 : 100 : <5 : 100 : : ND : s ND
levure : : s : : : : s : : : : : :
o : : : : : : : : : : : : : :
Eau décantée non : 45 : 50 : 45 ¢ 45 : 35 ¢+ 45 : 35 : 50 : 30 : 50 : 30 : 50
méthanisde diluée : : : : : : H H : : : : H H
5 fois (4) : B H s : B : : : : : H H :
TABLEAU 21 :
NUMERATIONS NITROSOMONAS SP ET NITROBACTER SP
EN LogKPACTERIE / g.PIERRE PONCE
( Temps de conr: : : : : : : :
( P i 24 heures : 5 jours : 15 jours .: 30 jours : 60 jours : 120 jours : 180 jours
( : H : H : H :
4 :Log Ns:Log Nb:Log Na:Log Nb:Log Ns:Log Nb:Log Ns:Log Nb:Log Ns:Log Nb:Log Ns:Log Nb:Log Ns:Log Nb
( ] H H § H H B H : H : : : H
( H : H : H H H : H : Lot : : H
( Eau de forage : 9,66 : 9,66 ::8,78 : 8,15 : 7,15 : 6,66 : 6,78 : 6,66 : 6,66 : 6,66 : 6,60 : 6,66 : 6,20 : 6,00
( H : H : : H H : H : B : : :
( Eau de forage (4°C) 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
( I : : : : : : : : : : : : :
( Eau nitrifiée : 8,66 : 9,20 : 8,41 : 8,00 : 6,66 : 6,34 : 6,20 : 6,20 : 6,20 : 6,20 : ND : ND : ND : ND
( ~— : : : : H : : : : : : H : H
{ Acétate ;s 8,66 : 8,00 : 2,41 : 7,66 : 7,00 : 2,00 : 6,20 : 6,41 : 6,00 : 6,00 : ND : ND : ND : ND
23 Propiosate . 8,53 ; 8,00 © 7,78 | 7,66 . 7,15 © 7,00 ; 6,20 | 6,20 } 6,66 . 6,20 0 §D : ND | WD | ND
Qx Pyruvate : 8,66 : 8,41 : 7,20 : 6,66 : 6,66 : 6,00 : 5,66 : 5,73 : 5,00 : 5,20 : ND : ND : ND .: ND
2;: Formiate ‘8,66 ' 8,00 7,20 7,20 % 7,00 6,66 > 6,00 ° 5,66 5,20 °5,20° wo ‘P wp ‘' wp ! W
- : : : H : : : : H : : : : :
(s Lactate : 9,20 : 8,78 : 8,78 : 8,41 : 7,41 : 7,66 : 6,20 : 6,66 : 5,66 : 5,73 : 5,00 : 5,00 : 4,20 : 5,00
el . . . . . . R . . . . . . .
§ : M&lange AGV(D) ; 8,66 ; 8,41 ; 7,20 ; 6,66 ; 6,00 ; 5,66 ; 5,41 ; 5,15 ; 5,00 ; 4,61 ; ND ; ND ; ND ; ND
(8 | Excrait de : 8,53 : 8,00 : 8,00 : 8,00 : 6,60 : 7,15 : 5,78 : 6,00 : 5,66 : 6,20 : ND : ND : ND : ND
( levure : : H : 3 : : : H : : : : :
( - : : : : : : 3 H : : : :
( Eau décantée non : 9,66 : 9,66 : 9,00 : 9,66 : 7,00 : 7,15 : 6,66 : 6,66 : 6,00 : 5,41 : 5,66 : 5,66 : 5,00 : 4,41
( méthanisée : : : : : : : : : : : : :
( : : : : : : H : H : : 3 B
(1} Cf. Tabléet 17
(2) Complémentation 3 | g Carbone Organique par litre
(3) 50 % Acétate, 20 % Propionate, 10 % Butyrate, 10 Z Valérate

4
)

Seule la dilution ayant donné des résultats intéressants est

ND = Non déterminé

exploitée ici
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III-1-b Protocole

Les mesures sont realisées sur pierre ponce pour les
essais en présence de matiere organique, sur schiste et sur
pierre ponce pour les essais de conservation sur eau de forage.

Différents milieux organiques sont testés, naturels ou
synthétiques. Ils sont a base d'eau industrielle prelevee a
THUMERIES a differents stades de la filiere d'épuration. L'eau de
forage est egalement prélevée a THUMERIES. Leur composition
exacte est donnée en Annexe 3.

La temperature de conservation n'est mentionnée que
lorqu'elle differe de 20°C. La pierre ponce active provient d'un
pilote de laboratoire a lit turbulent type 3 fonctionnant a
pleine charge (1,2 kg Nox/m .j) et mis en circuit ferme pendant
48 heures. La ponce est repartle en vrac, a raison de 100 ml,
dans les différents milieux. Le volume final est a]uste a 400 ml.
Cette fraction de 25 % de matériau correspond a celle que l'on
trouve dans un réacteur au repos.

On suit alors les memes parametres qu'au cours des essais
de dessication : tests d'activité nitrifiante et comptages des
bactéries revivifiables en fonction du temps (Annexe 2). On suit
egalement la deéenitrification dans les milieux organiques ainsi
que 1l'evolution des difféerentes formes du carbone dissous. On
regarde enfln le comportement du matériau et des bacteries fixees
(lyse bactérienne, decrochage).

III-1-c Reésultats

L'ensemble des résultats tient compte de l'évaporation
naturelle des milieux, avec une correction systématique des
analyses. Les tableaux 20 et 21 montrent que les composes
organiques n'ont pas d'effet positif sur la conservation. On
constate une dénitrification complete dans les 5 premiers jours
de stockage, avec une phase intermédiaire de production de
nitrites. Le carbone organigque est consommé dans un premier
temps, puis sa concentration se stabilise a 200-300 mg C/1 apres
30 jours. Enfin, les milieux se troublent et on assiste a la
prollferatlon d'une flore hetérotrophe qui décante et constitue
une epalsse pelliculle couvrant le biofilm nitrifiant. L'odeur
putride degagee par la plupart des milieux est caractéristique
d'écosystemes en décomposition.

Les résultats obtenus sur eau de forage indiquent une
bonne adaptation des bactéries nltrlflantes aux conditions de
jeGne. Leur activite re51duelle aprés 6 mois de conservation est
de 55 % et leur temps de régénération assez court (30-35 heures).
La composition de 1l'eau de stockage évolue trés peu. On ne
détecte pas de carbone organique, d'azote organique, ou de
phosphore en solution, témoins de la décomposition bacterienne.
Le nombre de micro-organismes nitrifiants revivifiables se
stabilise apres 60 jours de conservation.
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III-1-4d Commentaires

La flore nitrifiante est sensible a la presence de
matieére organique. Le carbone dissous et les bactéries en
décomposition constituent un substrat de choix pour les
micro-organismes hétérotrophes qui survivent. La sécretion 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 étre un moyen
efficace pour maintenir une activité nitrifiante résiduelle
stable. Ce milieu sans éléments nutritifs est néfaste pour les
micro-organismes a croissance rapide, qui se trouvent brutalement
en conditions de substrat limitant. Les bacteéries 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 jeune serait due a
l'établissement d'un taux de métabolisme endogene et une
utilisation de 1l'énergie de maintenance assez faibles (29) .Le
non-renouvellement du milieu de stockage peut conduire a
l'accumulation de certains prodults de décomposition. Ceci n'a
pas été constaté lors des essais mais demande l'analyse régquliere
de l'eau interstitielle par mesure préventive.

III-2 Application sur pilote de laboratoire

III-2-a Présentation des essais

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

Une premiére étude, reéalisée sur pierre ponce, montre
l'interet de suivre une telle procedure (Fig. 17). A duree de
conservatlon egale, le matériau reprls regullerement presente une
c1net1que de montée en charge tres superieure a celle du matériau
stocké sans reprises intermédiaires. On gagne plus de 10 jours
sur cette courte experience de 3 mois de conservation.

Les essais sont alors orientés vers cette procedure, en
essayant de l'affiner et surtout de réduire sa durée totale. Ils
sont réalisés parallelement 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 fixee sur
chacun d'eux.

On \décide de travailler sur des supports neufs,
ensemences a partir de boues nitrifiantes actives provenant de la
station experimentale de COLOMBES,

Les reacteurs sont de type Biofiltre et Lit turbulent
type 1 (Annexe 4) alimentes en effluent methanise preleve en
intercampagne a THUMERIES.
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Apres le démarrage et la mise en régime nominal des
reacteurs, on applique une série d'arrets fixés a 15 jours. Avant
leur arret total, les reacteurs sont places 48 heures en circuit
fermé. On procede alors a une vidange complete du milieu suivie
de 3 lavages a l'eau de forage. Ceci permet 4’ éliminer les
Matieres en suspension et les elements nutritifs residuels.

La reprise s'effectue apres vidange de 1l'eau de
conservation et remplissage progressif en effluent méthanisé
aéré. L'arret suivant est applique lorsgque le réacteur traite a
nouveau sa charge azotée initiale.

Le nombre de cycles est 1lié a l'allure des courbes de
reprises successives. On arrete definitivement les reacteurs
lorsque la cinétique des deux dernieres est identique.

III-2-b Résultats

; Il faut tout d'abord mentionner que le démarrage des
reacteurs s'est effectue en 25-30 jours (Fig. 18,19).

Le schiste nécessite 3 cycles d'arréets et de reprises
pour atteindre sa_ vitesse limite de reprise. La montée en charge
est alors réalisée presque en totalité en 10 jours. La duree
totale du protocole, dans les conditions expeérimentales, sans
tenir compte du dernier cycle, est de 128 jours.

La pierre ponce atteint sa vitesse maximale de reprlse
apres 2 cycles. La dernlere incubation est realisée en 9 jours.
Dans les conditions operat01res, la durée totale de la procedure,
sans considérer le dernier cycle, est de 68 jours.

Dans aucun cas, on ne constate de decrochage bacterien.
Les micro-organismes non oxygénes prennent une coloration plus
foncée au cours du stockage. Les materlaux retrouvent leur aspect
normal des les premieres heures de réeoxygénation.

III-2-c Commentaires

Ces essals montrent que, globalement,' les reacteurs
conservent le meéme potentiel blologlque qu'au départ. Deux
reserves sont a émettre quant a 1' exploitation industrielle du
procedé de stockage.

. La durée totale du protocole est importante (68 jours),

et se situe en fin de campagne (Décenbre) Les reprlses
successives peuvent etre optimisées et réduites de quelques jours
en fin d'incubation. Au contraire, les perlodes d'arrets

intermédiaires de 15 jours sont fixes. Une duree plus courte ne
permet pas aux micro- organlsmes d'acquerlr une résistance fiable
dans le temps ; un arret prolonge annule alors le gain de temps
observe au cours des reprises successives de conditionnement.
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. La durée de l'lntercampagne 1mpose un arret total de la
nitrification pendant plusieurs mois a l'issue de la procédure de
conditionnement. On ne possede pas encore d'informations
completes sur la bonne conservation dans le temps des proprietés
de reSLStance acqulses par les bactérles nitrifiantes. Cette
maintenance n'a peut-etre pas un cargctere définitif et depend de
nombreux facteurs liés avant tout a la nature des bacteries .
L'etude est en cours et ses conclusions seront exploitées avant
1l appllcatlon éventuelle de la procédure sur le plan industriel
des cette campagne 1986.

IV ~ REPRISE DE LA NITRIFICATION

IV-1 Reprise consécutive a une mauvaise conservation

Iv-1-a Cas etudie

La procédure de conservation des différents matériaux au
cours des essais pilotes de THUMERIES a été perturbée par la
fluctuation importante de la temperature extérieure. La pierre
ponce a éte particulierement affectée. Au redemarrage du 1lit
turbulent, on ne note pas_ de reprise 4d' activité de 1la flore
nitrifiante. Ceci est du vraisemblablement a l'altération
physiologique des bactéries fixeées; celles-ci créent une assise
de cellules mortes qui encombre les sites d'accrochage pour
d'autres bactéries nitrifiantes. Le matériau est alors etudie au
laboratoire en reacteur a lit turbulent type 1 (Annexe 4) sur
effluent méthanisé prélevé a THUMERIES.

Le réensemencement direct du matériau brut ne permet pas
de retrouver une activité nitrifiante 51qn1f1cat1ve. L'inoculum
reste sn suspension et traite une charge azotée inférieure a 0,08
kg N/m”.73.

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

- Traitement de surface du matériau inactif au peroxyde
a’ hydrogene (H2 2), 5% (V/V) durant 15 min. suivi d'un
réensemencement.

- Remplacement en deux temps de la pierre ponce altéeree
par du materiau neuf sans reensemencement.

- Decapage du matériau a 1l'acide chlorhydrique (HCL1)

0,5 N durant 15 min. suivi de plusieurs lavages et d'un
reensemencement.

IV-2~b Resultats

Le tableau 22 résume l'etat du matériau aprés traitement
et la figure 20 illustre les resultats obtenus.
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TABLEAU 22 : ETAT DE LA PIERRE-PONCE EN DEBUT D'EXPERIENCE

- - — Y D G D T WD GD G D TR D D D WD D R G e Gk D D M D GEE A A NS M I R R S O M T WD R W S WD WD TR S W D A W e WD @o

( : Témoin : Traitement : Traitement : Ajouts de )
( : THUMERIES : HC1 : H,Op : ponce )
(o= = memm e e - —————— R tommsmmmm——— )
( Calcium : : : : )
( (g%qg) : 18 g : 0 g : 17,6 g : 13,6 g )
(=== fmmmmmm - fmmmm e ——— e ity e ——— )
( M.v.s. : : : : )
( (g9%9g) : 3,7 g 0g : 3,0 9 : 2,5 g )

- — e wIC - SSS D D WD D AW WD WD R D D T e YE WD WD WO E6 e D D GHC D (U0 G P W A G G AR M D A M S S G W T SO WED W WS WD e W U W A - —

) _Le matériau traité a l'acide chlorhydrique est totalement
detartre et decape. L'allure de la montee en charge du reacteur
est semblable a celle d'un demarrage de materiau neuf.

Le traitement au peroxyde d'hydrogene est une simple
attaque de surface et 1les performances du eacteur sont
rapidement limitees a 0,43 kg d'azote elimine par m~ et par jour.

Le premier ajout de pierre ponce neuve remplace 20 % du
poids de matériau. La montée en charge est alors progressive et
atteint un palier a 0,34 kg d'azote traité par m~ et par jour. Un
ajout supplémentaire de pierre ponce correspondant a 50 % du
poids de matériau ( jour 24 ) entralne une nouvelle montee en
charge azotee qui atteint alors 0,90 kg N/m~.j.

IV-2-c Commentaires

La pierre ponce altérée ne nitrifie plus. La montée en
charge du réacteur ayant reqgu de la pierre ponce neuve correspond
a la seule mise en activite de la fraction de matériau neuf. La
pierre ponce mal conservée est incapable d'adsorber de nouvelles .
bacteries.

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

La méthode peut etre extrapolée a un éventuel détartrage
preventif en cours ou en fin de campagne sSur un reacteur
industriel. On peut alors preconiser l'utilisation d'acide dilue
suivie d'un reensemencement partiel du materiau décapé en
surface.

IV-3 Reprise consécutive a une bonne conservation

La reprise d'un support conservé est tributaire de
quelques facteurs gu'il convient d'optimiser et de respecter.
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Les données bibliographiques concernant la mise en
evidence et l'exploitation de facteurs de reactivation sont peu
nombreuses. Elles concernent essentiellement l'effet stimulant de
l'hydroxylamine sur 1l'étape limitante de la nitrification que
constitue le passage de 1l'azote ammoniacal a 1l'hydroxylamine
(55,56)(Fig. 2). De nombreux essais réalisés au laboratoire n'ont
pas abouti.D'autres facteurs de réactivation sont actuellement
recherchés.

On bénéficie, en conditions industrielles, d'une
température relativement favorable et constante de 1l'effluent
méthanise. La nitrification se fait entre 25°C et 30°C,
température optimale de croissance des bactéries nitrifiantes
(84). De méme, le fort pouvoir tampon des eaux de sucrerie permet
d'assurer les besoins en carbone minéral des bactéries et de
maintenir des conditions de pH favorables. Pour une période de
mise en circuit fermé prolongée, on peut avoir besoin d'une
source extéerieure de carbone (gaz carbonique, bicarbonate de
potassium).

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

Le cas particulier d'une conservation mixte est présenté
sur les flgures 21 et 22. Les supports stockés a 1 air libre
durant 4 mois sont réactivés,puis mis en périodes de jetne en eau
de forage. On remarque que les vitesses de reprlses sont treés
bonnes et rapldement stablllsees a 5-7 jours. La pierre ponce en
provenance d'essais entreprls a COLOMBES travaillait a tres forte
charge ( 3 kg N/m”.j ) et sa colonisation est importante :
celle-ci semble favoriser la conservation. Cette hypothese fera
l'objet de travaux ultérieurs.

V - CONCLUSION

L'étude de conservation de la flore nitrifiante est basée
sur l'utilisation de méthodes et de moyens simples, applicables a
l'échelle industrielle, Les bacteries nitrifiantes fixées
semblent moins sensibles aux conditions de jeune que sous forme
de boues activees. Toutefois, quel que soit le procedé choisi, on
constate une perte rapide d'activite. Celle-ci s'accompagne d'une
extinction progressive des micro-organismes, importante dans le
cas de mauvaises conservations. La réactivation repetee de la
biomasse stockée a 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
bactéeries nitrifiantes sur des périodes de conservation
intermediaires 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 méme phénomene d'accelération
des reprlses avec diminution du temps de latence d'une campagne
sucriere a l'autre. Les effets constates au laboratoire sur une
courte durée seraient ainsi répercutés sur plusieurs campagnes.
La digestion anaérobie, bien qu'ayant une biologie différente de
la nitrification, verifie ces remarques.
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Les techniques d'evaluation de la conservation définies
au laboratoire sont celles couramment utilisées pour 1l'etude de
la nitrification (12,13,46,82,108). Elles sont bien adaptées au
contexte de l'étude. La précision de ces mesures a deja fait
l'objet de nombreux travaux (11,32,82,30). Une mise au point
préalable et de nombreux tests de reproductibilité ont eté

indispensables.
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CONCLUSION - PERSPECTIVES

Cette étude s'est inscrite dans un programme destiné a
mettre en place une filiere complete de traitement des eaux
résiduaires de sucrerle. Son but est de permettre, a terme, le
rejet des eaux epurees au fil de la campagne. La sucrerie de
THUMERIES a accepté ce projet en deux etapes : digestion
anaérobie et nitrification en post-traitement aerobie.

Le Biofiltre anaérobie a été mis en service a THUMERIES
des 1983. Un effort particulier a été produit pour adapter le
fermenteur au contexte de la sucrerie. Cette premiere etape de
travail avait une double importance : assurer la fiabilite du
procéde installé pour la premiere fois en France a 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 gualité des
effluents méthaniseés ont permis d'entreprendre la seconde partie
du traitement.

L'étude de la nitrification presentait un aspect novateur
et a _nécessite 1'approfondissement de 1l'influence de quelques
parametres liés au cadre spec1f1que d'une industrie saisonniere.
Les essais de nitrification realisés sur pilotes en 1984 et 1985
~ont montré 1l'intérét des procedés a biomasse fixée sur des
supports poreux utilisant 1l'air comme source d' oxygene. Sur la
courte durée de l'expérimentation, la falsablllte biologique et
technologique de la nitrification a ete démontree. La charg
volumique traitée s'est elevée a 1,5 kg d'azote ammoniacal par m
et par jour, avec des rendements superleurs a 95 %, ceci pour un
temps de séjour hydraulique inférieur a 1,5 heure. Simultanément,
la D.C.0. résiduelle a eté réduite de 50 %. Les -performances
enregistréees sur ces appareils constituent le principal critere
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 materiaux supports au cours de l'aeration, carence en carbone
mineral au démarrage (circuit fermeé prolongé), surcharge de
pollution organique dissoute. La connaissance de ces phénomenes
facilite la marche a suivre en cas de disfonctionnement
biologique.
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Nous nous sommes employés ensuite a definir un protocole
fiable et performant de maintenance biologique au sein des
réacteurs nitrifiants pour la période d'intercampagne. Une
procedure simple d'immersion des supports garnis en eau de forage
nous a paru etre la meilleure solution. L' autre alternative était
le stockage par deshvdratatlon des materlaux, sensible aux
variations de température et a l'humidité relative du milieu.
Dans tous les cas, nous avons constaté une perte rapide
d'activite accompagnee d'une mortalite des bacteries
nitrifiantes. La technigque d'immersion a éte affinée et
considérablement amélioree par 1l'application 4' arrets et de
reprises d'activité répetes. Dans le temps defini pour 1' étude,
nous avons pu montrer sa fiabilite a court terme apres 3 cycles
d'arrets (15 jours) et de reprises (9 jours).

Nous nous attachons actuellement a progresser dans la
connaissance des facteurs de protectlon et de reactlvatlon des
bactéries nitrifiantes. La stabilite des proprletes cinetiques
acquises par les microorganismes au fur et a mesure de leur
acclimatation aux conditions de jeune est également a l'etude.

L'étape ultime de 1'étude est l'application de 1la
nitrification a l'echelle industrielle; celle-ci est actuellement
en cours de realisation a THUMERIES, sur une partie des effluents
du digesteur. La mise en place de cette filiere complete 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 sucriere.

La filiére de traitement des eaux mise en place a
THUMERIES montre la faisabilité d'un rejet direct au cours de la
campagne. Cette nouvelle installation pourra servir de reference
dans 1'Industrie Sucriere.
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ANNEXE 1

METHODES ANALYTIQUES

On utilise en

général des methodes
standardisees.

(Frangaises)

I - DOSAGE DES FORMES DE L'"AZOTE

. Azote ammoniacal : NF T 90-015
. Méthode volumétrique apres distillation au
Buchi

. Méthode colorimétrique au réactif de Nessler
(Orange - 520 nm)

. Azote total : Méthode de Kjeldahl

. Minéralisation de 1l'azote puis dosage de
1l'ammoniac forme

. Azote nitreux : Méthode de Griess

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

. Azote nitrique : NF T 90-012 modifiee

. Méthode colorimétrique au salicylate de
sodium (Jaune - 430 nm).
On utilise également des tests quantitatifs
. Merckoquant 10 007 (NO

)
. Merckoquant 10 020 (NO% )

II - AUTRES DOSAGES

. Demande chimique en oxygene : NF T 90-101

. Méthode volumétrigue par le Bichromate de
potassium



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

. Méthode par absorption du co,, forme

. Oxygene dissous : NF T 90-106

. Méthode électrochimique par €lectrode polaro-
graphigue

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

. Méthodes par pesées a 105°C et 450°C apres
filtration ou centrifugation de 1'échantillon

. Alcalinité - T.A.C. : NF T 90-036

. Méthode potentiométrique de neutralisation de
l'echantillon a pH 4,3

. Calcium : Absorption atomique sur Perkin Elmer 5 000

. Méthode spectrophotométrique de flamme

. Acides gras volatils : Chromatographe Varian 3 700

. Methode chromatographique en phase gazeuse
Détecteur a ionisation de flamme

. Phosphates (Ortho) : NF T 90-023

. Méthode colorimétrique phosphomalybdigque
(Bleu - 880 nm)

III - TESTS COLORIMETRIQUES QUALITATIFS

Adaptation de methodes classiques a la titration sur
microplaques (200 ul de milieu)

. Azote nitreux : Méethode a l'acide sulfamilique
Violet = +
Incolore = -
. Azote nitrique : Reactlf a la Brucine apres disparition
des nitrites qui interferent a l'acide amidosulfurique 10 %
Rouge = +
Incolore = -



Matériau ensemencé 100 ml effluent méthanisé

Schiste ~10 g ll + KH2P04 O,1 M
Pierre Ponce =~ 1 g

s

Incubation a 20°C

24 heures
Poids matériau vz'A-N_NHu eliﬁiﬁé;:; Essai témoin
105°C : o - non ensemencé
Poids matiéres fixées - | ACTIVITE NITRIFIANTE
o Témoin
450°C mg N—NHu o]_[/gmm:.h

N LS

ACTIVITE NITRIFIANTE
mng N—NHu ox/mg Mvs.h

FIGURE 23 : TEST D'ACTIVITE NITRIFIANTE

10 ml eau tamponnée

Bactéries fixées pH 6,5
%=1 g pierre ponce Décrochage 10 mn —
————— , - =

7%
STOMACHER

\

Dilutions successives Activité

nitrifiante
dans 9 ml H O + NaC1 8,5 % résiduelle
HT- matériau
e rre—————
U 1 ml suspension
bactérienne
100 u1
OOOOOOOOO

Ensemencement et O
incubation 21-25 j sur 9

microplaques a 20°C

100 vl Milieux NHu et
N02 de SORIANO et WALKER
(109) enrichis en calci

|

Tests NO_ et NO,  ——y M.P.N.

Log Ns/g.matériau
> 3 10

Longb/g.matériau

FIGURE 24 : NUMERATION BACTERIES NITRIFIANTES



ANNEXE 2

METHODES MICROBIOLOGIQUES

I - TEST D'ACTIVITE NITRIFIANTE

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

Deux séries de tests sont faits :

- sur 24 heures d'incubation, on mesure la quantite
d'azote elimine

- jusqu'a dlsparltlon totale de l'azote ammoniacal, on
mesure le temps necessaire a l'épuisement du milieu.
(Limite =-0,2 mg N/1)

II - NUMERATIONS DE Nitrosomonas sp ET Nitrobacter sp
APRES DECROCHAGE SUR PIERRE—PONCE

Principe : Décrocher 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 STOMACHER 30

- Optimisation du temps d'incubation nécessaire a la
revivification des germes (82)

- Etude statistique d'homogéneité du matériau prélevé
- Choix du milieu d'incubation (30)

- Adaptation de methodes d'analyses classigques aux tests

de revélation NO2 et NO3 {Annexe 1l).



ANNEXE 3

METHODES DE CONSERVATION - DESSICATION ET IMMERSION

I - METHODE DE DESSICATION

On place les dessicateurs en atmospheére controlee avec
des solutes qui ont la propriete de stabiliser 1l'humidite du
milieu et de ne pas manifester de toxicite envers les bacteries
(25,86).

e S —— T — W ——— ———— . —— i —— . A ————— - . —— A o — o — " —

( : aw théorique : aw mesuré )
e et T b T L e e ————— e ———————— )
( Ssilica Gel : : 0 : 0,12 (*) )
( : : : )
( KC,H40, : 255 g%g H 0 : 0,22 : 0,35 (**) )
( : : : )
( K2CO3 : 140 g%g : 0,43 : 0,44 )
{ ; : : : )
( NaNO, : 72 g3%g : 0,66 : 0,66 )
( : : : )
-( NaCl : 36 gig s 0,75 : 0,78 )
( : : : )
( KC1 : 35 g%g : 0,83 : 0,84 )
( : : : )
( Immersion : s : )
( (***) : : 1 : 1 )

) — - — - ——— — ——— ) O W —— — D S WD . " — —— — A W - D ED S - S - A — - W B v w— .

La stabilisation des dessicateurs est inférieure a 72
heures. L'humidite relative des milieux est mesuree
periodiquement par des hygrometres places dans chaque enceinte
fermee.

II - METHODE D'IMMERSION

IT-1 Milieux organiques

. Milieux a base d'eau nitrifige

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

(*) aw = 0,02 apres renouvellement du Silica Gel & 2 semaines

(**) Ecart toujours observe

(***) L'immersion est realiseée en effluent de digesteur
pré-oxygéne



. >t D D T D W = W v D - —— - ) - D W W e GHD WED W R R W AER N WED G e e S A W M G S G D W e A AR M W s

( 3 COT : C. min. : NO 5~ :

( COMPOSE ORGANIQUE : (mg ¢/1) : (mg C/1l) : (mg N/1) : pH
(hostate de sodiem |+ 63 i a1+ s a I
E Propionate de calcium ; 886 ; 41 ; 117,4 ; 7,7

E Pyruvate de sodium ; 952 : 46 ; 127,4 ; 7,6

E Formate de calcium ; 954 ; 44 ; 129,1 ; 7,6

E Lactate de calcium ; 965 ; 41 : 124,7 ; 7,5

E Mélange A.G.V. : 945 : 36 : 126,0 : 8,5

E Extrait de levure : : : :

( purifiee : 904 : 46 : 113,7 7,0
(timoins eaw mitrifise +  2s i as i 1ame i T

D ———— — > - T " T — o ——— . M — — 0 . - e W WA N U VES W WME Wb AR TEN S S W S whn WS PED M S W D W - S e G -

. Milieux a base d'eau de bassin non traitée

pH © O 8 8 868 C 60 OGO PO e AP eSS ES S LGS

CUO'T' ® © 6 & & 5 & 0 ¢ P O 0SSO L eV e OO QO

Carbone min€ral ....eeeeeeees
Azote ammoniacal c.cecceancee
Azote nitrique .se.iceeeececces

CalCiUmM .ceoecocconcecscacsecss

II-2 Eau de forage

5,75

989 mg C/1
216 mg C/1
58,4 mg N/1
Néant

450 mg Ca/l

Les concentrations indiquées correspondent a la moyenne

de plusieurs analyses, trés semblables.

pﬁ ® © 0 08 06 ° e C 8 s e T O e O EP T OO SO s s

C.O.T. ® 8 ® 6 5 08 090 000000 eoen

Carbone MINEral seeecesecoeose
Azote ammoniacal ....cececcn.
Azote nitrique ...ceeeecscees

CalCium ® 0 6 0 @ 080000 s 0 et e e0 s

7,65
Traces
85 mg C/1
0,2 mg N/1
0,9 mg N/1

52 mg Ca/l

R N N PR



ANNEXE &4 -

i SCHEMAS DES REACTEURS

- DE LABORATOIRE
Vatile = 700 ml

LN

Biofiltre Ech 1/5 1lit

I

turbulent type 1

\
A\

= 1 650 ml

vutile

22

Lit turbulent type 2 Ech 1/4

v = 700 ml

utile

]

Ech 1/5
Vutile = 10.1 1
BU
LS|
Ech 1/20

Lit turbulent type 3




ANNEXE 5

OBSERVATIONS EN MICROSCOPIE ELECTRONIQUE A BALAYAGE




FIGURE 25 : OBSERVATIONS DES BIOFILMS NITRIFIANTS
( M.E.B. JEOL JSM - 35 C F )

a - Matériau granulaire fin : La pierre ponce neuve (au
centre de la photo) presente de nombreuses caviteés permettant
l1'adsorption et le plegeage des bactéries. La pierre ponce éerodée
est recouverte d'une pellicule de carbonate de calcium.
L'observation est faite apres 2 mois de fonctionnement. La
macropor051te du mateériau disparalt totalement. Le support peut
etre a551mlle a des billes de carbonate de calcium, sur lequel
les bactéries vont devoir se développer (G x 100 - Barre = 100 pm)

b - Détail de porosité : Les cavites du matériau sont
colonisées par des amas bacteriens. La préparation microscopique
entralne le décollement du biofilm qui se retracte (photo en haut
a droite). Le réseau bactérien est assez profond. La répartition
en grappes des micro-organismes localisés a la surface du
matériau est assez irréquliére. L'observation est faite apres un
mois de fonctionnement (G x 1 000 - Barre = 10 um).

¢ - Enchevetrement de bactéries : Les observations sont
rendues difficiles par le developpement d'une matrice
"mucilagineuse tres importante dans un biofilm nitrifiant. Les
micro-organismes dominants sont morphologiquement similaires a
des bactéries nitrifiantes, ovoldes, et regroupees en flocs. On
remarque tres peu de bactéries isolées (G x 6000 - Barre = lum).

d - Déetail de bactéries nitrifiantes : La seule
morphologie d'une bacterie ne suffit pas pour assurer son
identification certaine. Cependant, compte tenu de 1la forme
caractéristique de ces bactéries et de leur taille, on peut les
assimiler a Nitrobacter sp (forme de "poire", 1 wym) (G x 30 000 -
Barre = 1 um).

Ces observations ont été faites a 1'INRA grace au
concours precieux de D. VERRIER.
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