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RESUME

Le traitement des eaux est effectué dans des stations d'épuration conventionnelles, qui incluent une étape
biologique a boues activées. Dans ce bioréacteur, les polluants sont oxydés ou biosorbés, avec une concentration
spécifique de biomasse (MES et MVS), ainsi qu'une concentration suffisante en oxygene dissous. La présence de
substances biologiquement résistantes dans les effluents, telles que les antibiotiques, est considérée comme des
inhibiteurs potentiellement préjudiciables pour les systemes de traitement biologique, car ils diminuent l'activité
microbienne. Cependant, les bactéries peuvent développer une résistance aux antibiotiques et surmonter facilement
la présence de ces composeés.

Dans cette étude, nous avons utilisé un respirometre aéré en modes LSS et LFS, pour évaluer I'effet de la
présence d'antibiotiques, AMX, dans les effluents contenaient la source de carbone et d'azote, ainsi que d'autres
nutriments, en utilisant le rapport So/Xo approprié. Cette évaluation a été réalisée en observant la réponse de la
biomasse de différentes boues activées conventionnelles, préparées par la technique de lavage. Puis, des essais ont
été réalisés avec un bioréacteur a membrane immergée ainsi que des essais d'adaptation pour évaluer I'efficacité de
ces deux méthodes pour éliminer TAMX.

Les résultats expérimentaux ont montré I'efficacité de la technique respirométrique pour évaluer I'effet
d'’AMX sur les bactéries épuratrices. De maniere inattendue, malgré leur toxicité pour les bactéries, 'AMX a présenté
un effet non prévu, et le taux d'inhibition s'est avéré indépendant des concentrations appliquées. En ce qui concerne
les tests d'élimination et de biodégradation, 'AMX a été soit biodégradé soit biosorbé sur les flocs bactériens.
Cependant, l'utilisation des bioréacteurs a membrane (MBRI) a démontré une efficacité trés significative allant
jusqu'a une élimination totale.

Mots clés : Traitement Biologique, Respirométrie, Bioréacteur a Membrane, Rejet Pharmaceutique, Amoxicilline.
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ABSTRACT

The water treatment is carried out in conventional wastewater treatment plants, which include a biological
activated sludge process. In this bioreactor, pollutants are oxidized or biosorbed, with a specific concentration of
biomass (measured as MLSS: mixed liquor suspended solids) maintained, along with an adequate concentration of
dissolved oxygen. The presence of biologically resistant substances in wastewater effluents, such as antibiotics, are
considered potentially deteriorating for biological treatment systems, as it reduces microbial activity. However,
bacteria can acquire antibiotic resistance genes and easily overcome the presence of such compounds.

In this study, the use of an aerated respirometer in two application modes (LSS and LFS), was implemented
to assess the effect of the presence of AMX in effluents containing carbon and nitrogen sources, as well as other
nutrients, using the appropriate So/Xo ratio. This evaluation was conducted by observing the response of biomass
from various conventional activated sludge samples prepared by the washing technique. Then, trials with a
submerged membrane bioreactor and adaptation tests were conducted to evaluate the effectiveness of these two
methods in AMX removing.

Experimental results demonstrated the efficiency of the respirometric technique in assessing the effect of
AMX on purifying bacteria. Unexpectedly, despite its toxicity to bacteria, AMX exhibited an unforeseen effect, and
the inhibition rate proved to be independent of applied concentrations. Regarding elimination and biodegradation
tests, AMX was either biodegraded or biosorbed onto bacterial flocs, and adaptation trials did not achieve complete
removal of this molecule from the liquid medium. However, the use of membrane bioreactors (MBR) showed highly
significant efficiency, achieving complete elimination.

Key words: Biological Treatment , Respirometry, , Membrane Bioreactor, Pharmaceutical discharge, Amoxicillin.

XXi



e A8 s K 35Yamall dlsally D99 LES sball § opino dx S5 o1 BT S e liskall am 3529 )

Lguoedl Bolodl bl Jaudls 9l Juaad Couny Bglall o $5id1 1id O duols- .2 ghall ducliall sluoll ddllae illaze (e Liolsg &)

i)l gy lamall 0do (5345 (1 &gkl sball o Ladgs O Aoy illamall (§ obal) duias dukos Lguolusl e poi5 ()
galh] 5 4l O oSay U1 31 guiy gale [Suall

ke pu 1 Sl Iginly dnaisl] (old A8 32yl o Uil dnasell aad i e Sl o Bole

Blled ) By By 0553 U8 Olishall 0 Al elionllaal) Aame I J55 43 (31 Bkl Al obeall dras Jo= Aol 8,55 o

Al At pains 3 Boguodl ODelial Brpdond] i) ans ploiiast (S) S Lo i 51 B3gutoma o (35 JSLuvg)l ok

Lallosiol (Joaisy 539ome ) lamin] iy o o LS S0 oligholl oSBT Y ($535 Logonka dor 3930 puki5 A3 il
ot oo A Jlone (3

Aaian)l gzl Bolall e diplyel 0uly dusl)d dipaS GabrunanSoY (S gamdl Sbaaall Bole dl @3 . dushydll 00 NSy

AU 1 a0l dxdgie pbg Alises oy Lgbliady ISy Lghardid (S8l S (5 o Bglall dusliall olaall dllas § Bole

e Ligyodll 83Ll cigal IS (0 Axidasas Bke Aslins oo Jlaniasl Bolall 0 (po alicilly ABYI Cylosd ans s o5 Aickaal

Slgall ode Al| 3 lgidlad cadl (@I pusl Oluad! Jleail §,31 dg (09 e 33LS Sl sbiaaedl 1 Jlaaiwly Dl
Sy Jlad Ko

:CL‘L&AJI Ol

Sl Yol s patl] dzmadall &Yl 13 dgondl Mol cdpndinl] duia] cduzrg)ged] dadlaall

XXii



INTRODUCTION
GENERALE



INTRODUCTION GENERALE

INTRODUCTION GENERALE

Le probléme de I'eau dans le monde ne se limite pas a une question de quantité, mais
concerne également la qualité. A mesure que la consommation d'eau augmente, en particulier
avec les activités humaines et le développement industriel et socioéconomique, les rejets
d'eaux usées et d'effluents augmentent également. Les déversements continus d'effluents
complexes, comprenant divers composants variant en qualité et en quantité, peuvent
également étre contaminés par des composés organiques toxiques et persistants, ou non
biodégradables, représentant ainsi une menace sérieuse pour l'environnement, notamment
dans les milieux aquatiques [01]. Cela implique le traitement complet des effluents
domestiques et industriels. Les méthodes de traitement essentielles pour les pollutions
associées au carbone, a l'azote et au phosphore sont maintenant solidement établies dans les
stations d'épuration des eaux usées. Dans les régions les plus délicates et en tenant compte
de la taille de la population, le processus de traitement impliquera inévitablement une phase
biologique pour garantir un niveau élevé de purification, en utilisant des bactéries naturelles
présentes dans des boues activées [02]. La gestion des processus de traitement est complexe
en raison de la multitude de paramétres qui peuvent influencer leur efficacité. Les stations
d'épuration des eaux usées sont confrontées a la nécessité de traiter des produits chimiques
résistants, qui ne peuvent étre dégradés que progressivement par des bactéries, cependant, la
présence de substances chimiques toxiques peut perturber I'activité des bactéries dans les
boues activées [03]. A I'heure actuelle, le traitement biologique reste le processus secondaire
le plus répandu dans les stations d'épuration des eaux usées [04].

La croissance des préoccupations concerne la présence, méme a des concentrations de
I'ordre de ng/L a pg/L ou mg/L, de certaines substances désignées comme micropolluants ou
substances émergentes. Ces composés, détectables a des niveaux de trace, peuvent avoir un
impact sur I'environnement aquatique méme a des doses minimes [05]. A l'origine, de
nombreuses stations d'épuration des eaux usées ont été planifiées pour le traitement des eaux
domestiques, sans nécessairement prendre en compte les effets sur les microorganismes
impliqués dans les processus biologiques de traitement [04]. La tendance a regrouper les
effluents municipaux, hospitaliers et industriels pour les traiter dans une méme station
d'épuration, bien qu’économiquement avantageuse, accroit le risque de contamination des
eaux a traiter par des micropolluants.

Avec les améliorations des techniques d’analyse, la détection quasi systématique de
micropolluants, résistants biologiquement ou difficilement dégradables, dans diverses

sources d'eau a été signalée. Leurs effets sur le processus des boues activées ont
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traditionnellement été évalués pour réduire la pollution de l'eau, ce qui pourrait
compromettre les performances normales des systemes de traitement [06]. Ces substances
exercent également une action inhibitrice sur la biomasse, altérant de maniére significative
I'efficacité du processus de traitement [07]. La fagon dont les micropolluants évoluent dans
le processus de traitement reste peu connue, et les especes microbiennes réagissent de
maniere variable aux agents toxiques en fonction de I'espece bactérienne et de leur statut
physiologique [08].

Par conséquent, leurs répercussions sont modulées par divers facteurs tels que la
maturité des boues, I’accoutumance de la biomasse a la substance toxique, la concentration
des micropolluants, la particularité des microorganismes présents dans les boues activées et
la période pendant laquelle la biomasse est exposée a la substance toxique [09]. Parmi les
agents émergents, les composés pharmaceutiques destinés a un usage humain et vétérinaire,
ainsi que les produits de soins corporels et leurs résidus, forment un nouveau groupe de
substances chimiques anthropiques qui pénétrent dans notre environnement. Ils ont été
détectés dans diverses sources d'eau [10] et suscitent des préoccupations croissantes sur le
plan environnemental [11-12]. Par ailleurs, ces substances, notamment les antibiotiques,
peuvent se retrouver dans les stations d'épuration des eaux usées (STEP) ainsi que dans la
biomasse épuratrice, cette derniére est souvent considérée comme un déchet organique
potentiellement dangereux pouvant étre recyclé en agriculture, que ce soit apres avoir subi
ou non un traitement biologique [13]. Les antibiotiques, en tant gu'inhibiteurs, peuvent
fréqguemment interférer et compromettre I'efficacité des systémes de traitement biologique
[08, 14]. Leur action inhibitrice se traduit par une réduction de la dégradation du carbone
organique et de I'azote, une altération de la séparation entre les phases solide et liquide, ainsi
qu'une modification des caractéristiques de la biomasse épuratrice. Ces impacts ont donc des
répercussions sur la performance globale du traitement épuratoire [15]. Effectivement,
I'absence d'inhibition a certaines concentrations ne garantit pas automatiqguement des
conditions non inhibitrices. En cas de faibles concentrations, ces substances peuvent agir en
tant que micronutriments pour la biomasse de boues activees [02].

Bien que les mécanismes par lesquels les antibiotiques affectent les processus
biologiques ne soient pas entiérement définis, il est important de noter qu’apres
administration, les antibiotiques ne sont souvent pas complétement métabolisés dans le corps
humain et sont par conséquent excrétés dans les eaux résiduaires [16]. Environ 25 % de ces
substances, lorsqu'elles entrent dans les stations d'épuration des eaux usées sont rejetées dans

I'environnement aquatique [17]. Si elles ne sont pas éliminées pendant le traitement, elles
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peuvent atteindre les eaux de surface et encore l'eau potable [18]. Outre le risque de
développement de la résistance antibactérienne, encore mal compris, les agents
antibactériens ou leurs résidus peuvent compromettre la capacité des boues activées dans les
stations d'épuration des eaux usées a décomposer ces composés, ainsi qu'a oxyder le carbone
organique ou nitrifier I'ammonium en raison de leur toxicité envers les bacteries responsables
de ces processus [17]. Certains antibiotiques peuvent devenir actifs une fois métabolisés,
tandis que d'autres agissent sous une premiere forme active [13].

Parmi les antibiotiques les plus consommés et suscitant une attention particuliere,
I’Amoxicilline (AMX), un antibiotique de la famille des béta-lactamines, est couramment
employé dans les traitements antibiotiques et posséde des caractéristiques génotoxiques pour
tous les étres vivants, qu'ils soient individus ou organismes [13]. L'AMX a été sélectionné
dans cette étude pour deux raisons principales : premierement, moins de 30 % d'une dose
d’AMX utilisée n'est pas métabolisée par le corps. Cela signifie que I'AMX excrété par le
corps est présent sous forme active plutdt que sous forme de produits de transformation,
permettant ainsi de simuler les tests expérimentaux avec l'utilisation des principes actifs
directs. Deuxiémement, I'AMX est utilisé pour traiter une variété d'infections, ce qui en fait
un candidat propice a inclure dans les approvisionnements médicaux.

L'essai biologigue rapide [08, 19], une méthode simple, économique, mais néanmoins
sensible et adaptée a la population de boues activées [20], est employé pour évaluer la toxicité
ainsi que son éventuel impact sur la biomasse des stations d'épuration des eaux usées [21].
Plusieurs méthodes ont été proposées dans la littérature spécialisee [15, 22], bien que peu
d'études comparatives aient été rapportées récemment [23]. La respirométrie [02, 09], une
technique intensivement utilisée, a été proposée comme I'un des tests de caractérisation des
effluents [19] et du comportement des boues activées en termes de toxicité [02]. Elle est
considérée comme l'une des méthodes les plus sensibles, économiques et efficaces,
particulierement lorsqu'elle est appliquée dans les stations de traitement des rejets [08]. La
méthode, habituellement mise en place selon le protocole de 'OCDE-209 [22, 23] et la norme
ISO 8192 [08], repose sur le principe que la respiration (oxydation du carbone et/ou de
I'ammonium) des boues activées, dans des conditions données, est entravée en présence
d'inhibiteurs [24]. Par conséquent, le taux de consommation d'oxygene (OUR) entre le cas
d'addition du substrat seul (blanc) suivi par I'ajout du substrat contenant le toxique, a
différentes concentrations [07], fournit une indication directe de I'impact sur la dégradation
du substrat et donc sur la cinétique microbienne de croissance et/ou d'inhibition [02, 12, 15].
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Cette methode est particulierement sensible a des facteurs tels que la température,
I'oxygéne dissous, et la matiere organique ou le substrat. Elle a été développée pour
minimiser le nombre d'expeériences, réduire a la fois les codts et la durée des tests pour
obtenir la réaction de la biomasse a divers composés, permettant ainsi une fusion aisée des
résultats et permet d'évaluer le degré de toxicité pour protéger le processus biologique
aérobie [19], dans les stations d'épuration des eaux usées [08, 21]. Bien que largement utilisée
et appliquée dans ces contextes, I'inhibition des activités biologiques de la boue activée peut
avoir des conséquences écologiques et financieres significatives [02]. Parmi tous les produits
toxiques examineés dans la littérature, les analyses respirométriques sont incontestablement
les plus couramment utilisées [06], en tant que mesure préventive. Cependant, il convient de
noter que des faux résultats ont été signalés a certaines occasions [25].

L'essai d'inhibition par la technique respirométrique semble avoir été appliqué avec
succes depuis sa premiére publication [19], suscitant récemment un intérét croissant pour
I'analyse des caractéristiques des eaux usées et le fonctionnement des boues activée. Les
profits dOUR (Oxygen Uptake Rate = Taux de Consommation d'Oxygéne) ont été
interprétés pour évaluer de nouveaux processus [15], identifier différentes fractions de la
DCO, pouvant servir de paramétre direct équivalent au substrat carboné [26], et déterminer
les coefficients principaux d'OUR [15]. Cependant, il est important de noter que certains
résultats erronés ont été rapportés dans quelques cas [24]. Un outil parfait pour évaluer la
toxicité dans les STEP n’existe pas [08]. Cela inclut des respirogrammes parfois présentant
une phase bi-phasique, des traces de doses-effets altérées, ainsi que des concentrations
inhibitrices (CI) parfois bien plus faibles que prévu, comme dans le cas de I'AMX [24].
Malheureusement, il existe peu d'études expérimentales sur les effets des antibiotiques [14],
plus precisément, I'effet d'AMX sur l'activité bactérienne de la biomasse aérobie présente
dans les boues, malgré son examen par la respirométrie en tant que polluant secondaire.

En général, l'inefficacité des stations d'épuration des eaux usées, notamment les
stations conventionnelles, face a la présence d'antibiotiques, conduit automatiquement a leur
rejet dans I'environnement ou ils s'accumulent [27]. Ces stations ne sont pas congues pour
éliminer efficacement ces micropolluants pharmacologiquement actifs [28-29], contribuant
ainsi a la contamination des environnements aquatiques [13]. L'élimination de ces composés
est complexe, codteuse, et nécessite souvent un cycle spécifique de traitement, englobant
une série d'étapes a la fois physico-chimiques et biologiques [30], cette approche est de plus
en plus pertinente, notamment avec I'évolution des normes de qualité de I'eau vers plus de

strictes. De nombreuses études sont actuellement menées pour comprendre et améliorer
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I'¢limination des produits pharmaceutiques a travers l'utilisation de la technologie des
bioréacteurs a membrane (MBR). Les MBR associent I'épuration biologique, la
clarification/désinfection et la séparation solide/liquide par membrane au sein d'une méme
unité. Bien que les MBR soient généralement réputés pour offrir des performances
supérieures a celles des STEP traditionnelles en ce qui concerne la dégradation biologique
de la matiére organique [13], leur efficacité par rapport aux micropolluants est moins
documentée. Les MBR souvent opérationnelles a des ages de boues élevés et a des
concentrations biomasse élevées, ces installations encouragent l'intensification des
processus biologiques, ce qui peut améliorer I'élimination de contaminants caractérises par
leur faible biodégradabilité et leur faible concentration [31].

Les mécanismes sous-jacents a I'élimination par les bioréacteurs a membrane (MBR)
restent encore peu élucidés : s'agit-il de dégradation biologique, d'adsorption sur les boues,
ou d'une combinaison des deux ? L'éventuelle adsorption de ces composés ne modifie pas
seulement la disponibilité du polluant pour la biodégradation, mais représente également une
contrainte supplémentaire lors de I'élimination des boues. Malgré que ce processus
multifonctionnel offre des résultats prometteurs en ce qui concerne la qualité et I’efficacité
du traitement, sa mise en ceuvre demande une gestion adéquate de divers outils pour
contréler les processus physiques et biologiques spécifiques. Les codts éleves des MBR et la
menace de colmatage de membrane [31], fabriquée a partir de polymeres organiques comme
le PVDF, le PE et le PES, doivent étre pris en compte de maniere significative.

Cette recherche, réalisée au Laboratoire d'Ingénierie des Procédés de I'Environnement
(LIPE) de I'Université Constantine 3 en Algérie et a I'Institut Européen des Membranes
(IEM) en France dans le cadre d'une these de doctorat troisiéme cycle, examine I'élimination
de 'AMX et de ses métabolites par un bioréacteur a membrane immergée (MBRI).
L'application de la technologie MBR vise a évaluer son potentiel dans la dégradation de
I’AMX, précédé par 1’établissement d’une méthode respirométrique et de développer une
technique dotée d'un protocole unique permettant la détection rapide de Il'inhibition du
fonctionnement de la biomasse épuratrice. L'objectif est de prévenir les éventuels
dysfonctionnements des stations d'épuration des eaux usées et de protéger les milieux
aquatiques. Cette thése, qui comprend une revue bibliographique et tous les résultats
obtenus, est structurée en six chapitres :

e Le premier chapitre présente une revue bibliographique couvrant les aspects
des eaux usées, le probleme de la présence des antibiotiques dans I'environnement

aquatique, les risques associes, en mettant I'accent sur I'Amoxicilline en tant que
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cas d'étude. Il examine également les procédes et mécanismes potentiels de
traitement et d'élimination.

e Dans le deuxiéme chapitre, nous examinons les bioréacteurs a membrane, en
discutant de la qualité des eaux produites par ce type de réacteur biologique ainsi
que de son efficacité dans le traitement des eaux usées contenant des produits
pharmaceutiques.

e Le troisieme chapitre est dédié a la présentation des effluents utilisés, a la
préparation des effluents synthétiques, a la description des diverses sources de
boues activées employeées, ainsi qu'a la méthodologie de leur préparation avant
leur utilisation dans les tests. 1l expose également en détail les parametres
surveillés au cours de cette étude.

e Le quatrieme chapitre regroupe la description et la mise en place d'un
respirometre, avec I'établissement d'un protocole unique pour les différentes
expérimentations.

e Le cinquieme chapitre présente les résultats expérimentaux des tests de
consommation du substrat et d'inhibition par I'Amoxicilline dans différentes
situations.

e La derniére partie, le sixieme chapitre, aborde I'utilisation de la technologie
des bioréacteurs a membrane et leurs performances apres leur montage, en fixant
les différents paramétres de fonctionnement, pour I'élimination de la molécule

d'Amoxicilline.

La conclusion générale de cette étude regroupera tous les résultats et les perspectives,
mettant en évidence l'efficacité de la respirométrie en tant qu'outil de contrdle et de
caractérisation, ainsi que la capacité du MBRI a éliminer I'Amoxicilline et d'autres produits

pharmaceutiques.
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LES MICROPOLLUANTS ET LE TRAITEMENT BIOLOGIQUE Chapitre I

Ce premier chapitre se concentre sur une analyse de la littérature portant sur les eaux
usées et les différents processus de traitement biologique impliquant les boues activées.
L'objectif qui suit est de mettre le point sur les connaissances relatives aux micropolluants
dérivant de l'activité pharmaceutique, qu'elle soit industrielle ou domestique. Cela inclut les
propriétés physico-chimiques, la dégradation, les voies d'utilisation, les émissions dans
I'environnement, les niveaux de contamination, etc. En conclusion de ce chapitre, une
synthese bibliographigue est présentée concernant la molécule spécifique étudiée dans notre
recherche, I'antibiotique Amoxicilline (AMX), ainsi que leurs impacts sur les boues des
stations d'épuration traditionnelles (STEP).

1. LES EAUX USEES :
1.1. Origine des Eaux Usées :

L'objectif du traitement des eaux usées est de produire de I'eau propre (épurée) qui
respecte les normes de rejet établies par la réglementation. Cependant, il est raisonnable de
considérer que la pollution de I'eau implique une altération de ses propriétés physico-
chimiques et biologiques. La modification dans les niveaux de contaminants est également
un autre critére a prendre en considération lors les traitements a envisager ; les niveaux de
polluants peuvent varient selon le type de rejet et surtout selon les conditions du processus
industriel. De maniére habituelle, les eaux usées sont regroupées en trois principales
catégories : les eaux usées domestiques (EUD), les eaux usées industrielles (EUI) et les eaux
pluviales et de ruissellement (EUPR). Certains polluants, capables de perturber le bon
fonctionnement des stations (graisses et huiles, métaux lourds, médicaments, etc.) doivent
faire I'objet d'un prétraitement a l'usine. Dans plusieurs cas, les parametres usuels de la
qualité d'eau ne sont pas applicables car ils ne sont pas spécifiques des effets néfastes sur la
vie aquatique, par exemple, la Demande Chimique en Oxygéne (DCO) est un indice global
des matieres organiques (MO) sans distinction des matiéres toxiques ou non [04].

1.2. Caractéristiques des Eaux Usées :

La quantité et le flux des eaux usées peuvent étre évalués a l'aide de différentes
méthodes et parameétres, la préoccupation croissante, dans ses multiples usages, concernant
la qualité d'eau, a conduit a déterminer pour les eaux usées, tant domestiques qu'industrielles,
de nombreuses parameétres spécifiques. Il s'agit de :

o La DBO (Demande Biochimique en Oxygeéne) qui détermine la teneur en matiére

organiques (MO) biodégradable [15-17].
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o La DCO (Demande Chimique d'Oxygéne) évalue les matiéres organiques dans
leur globalité, en distinguant entre les fractions biodégradables et réfractaires.

o Le COT (Carbone Organique Total) ainsi que la DTO (Demande Totale en
Oxygene) fournissent également une indication de la teneur en matiéres
organiques globales [14, 18-19].

o Les MES (Matiéres En Suspension) comprenant les fractions totales et volatiles
(MVS).

. Le pH, la teneur en résidus secs, I’alcalinité, 1’acidité, les concentrations d'azote
et de phosphore, les métaux lourds.

o Matiéres minérales, ainsi les micropolluants (a savoir les produits
pharmaceutiques) [20-21].

Les eaux usées sont caractérisées par un assemblage complexe de matieres non
dissoutes dans I'eau, comprenant des matiéres organiques (MO) et minérales, des graisses,
des savons, des protéines et des glucides ainsi que leurs produits de dégradation. Elles
contiennent également des détergents, des produits pharmaceutiques, des huiles minérales et
des résidus de matiéres cellulosiques [25]. De plus, les eaux usées hébergent tous les
microorganismes excrétés avec les matiéres fécales [26]. On doit souligner que la présence
de rejets industriels dans le réseau d’égout municipal peut modifier ces concentrations [27].
1.3. Les Eaux Usées Pharmaceutiques :

Les effluents provenant des activités hospitaliéres peuvent étre considérés comme des
eaux usées domestiques, mais présentent des caractéristiques spécifiques en raison de leur
potentiel dangereux pour les étres vivants et I'environnement. Ils ont un impact négatif sur
le traitement biologique en station d'épuration (STEP) en raison de la nature et de
I'importance des substances spécifiques qu'ils contiennent. Ces effluents sont évacués,
comme les rejets urbains classiques, vers le réseau d'assainissement communal sans
traitement préalable. Les eaux résiduaires des industries pharmaceutiques ainsi que celles
des établissements de soins se distinguent des eaux résiduaires domestiques par la présence
potentielle de molécules médicamenteuses spécifiques administrées exclusivement en milieu
hospitalier, ainsi que des concentrations elevées de médicaments et de leurs métabolites. Du
point de vue microbiologique, les concentrations en germes indicateurs sont généralement
plus faibles dans les effluents hospitaliers que dans les effluents urbains, en raison
probablement de concentrations élevees en desinfectants et en antibiotiques, avec une

moyenne entre 104 et 106 germes par millilitre. Les souches bactériennes hospitalieres se
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caractérisent par leur résistance aux antibiotiques, bien que leur survie dans I'environnement
soit encore mal connue. Les risques associés aux effluents hospitaliers peuvent étre classés
en deux catégories : un risque biologique, notamment infectieux et de contamination, et un
risque chimique ou toxique [30].

Selon plusieurs sources [32-34], diverses techniques de dépollution sont décrites pour
traiter les eaux industrielles contaminées. Pour ce qui est des polluants émergents présents a
des niveaux de traces dans les eaux usées industrielles, les rejets des industries
pharmaceutiques ont conduit & des seuils de détection trés bas, mettant ainsi en évidence, au
cours des derniéres années, la présence de nombreuses molécules dans les milieux
aquatiques. Malgré leur présence a des concentrations trés faibles (allant de ng/L a pg/L), les
composes suscitent des inquiétudes au sein de la communauté scientifique en raison de leur
potentiel & perturber les fonctions endocrines des organismes aquatiques [37-38]. Cependant,
lorsqu'on évalue I'efficacité d'une STEP dans I'élimination des produits pharmaceutiques, il
est crucial de prendre en compte la présence de multiples métabolites ainsi que la possible
formation de sous-produits de dégradation (ces métabolites), qui sont souvent omis dans les
études initiales. Des recherches récentes ont en effet demontré leur présence significative a
I'entrée et a la sortie des STEP a des concentrations non négligeables [39-42].

2. PROCEDES DE TRAITEMENT DES EAUX USEES :

Il existe une diversité de procédés de traitement des eaux usées, dont la sélection
dépend a la fois des propriétés des eaux a traiter et du niveau d'épuration souhaité. Le choix
d'un procédé de traitement, ou méme d'une combinaison de plusieurs procedés, est
influencée par plusieurs facteurs, notamment :

e Les caractéristiques de I'eau résiduaire ;

e Les exigences de qualité de I'effluent souhaité ;

e Les considérations relatives aux codts et a la disponibilité des terrains ;
e Les évolutions des normes de rejets.

Il est important de noter qu'un probleme d'épuration donné peut avoir plusieurs options
de traitement disponibles, Figure 1.01, chacune capable de produire I'effluent souhaité.
Parmi celles-ci, une seule s'avérera étre la plus économique. Le traitement biologique dans

les stations d'épuration classiques est généralement considéré comme le plus crucial [41-44].
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Figure 1.01 : Différentes chaine de traitement possibles pour I’épuration des eaux usées [44].
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La Figure 1.02 montre une chaine de traitement des eaux usées avec différentes
alternatives possibles [45]. Dans le Tableau 1.01, les directives générales concernant les
prétraitements des eaux usées avant leur traitement biologique ont été regroupées [46-51].

Tableau 1.01 : Prétraitement exigé pour les procédés biologiques [51].

Polluants Traitement

Matieres en suspension Lagunage, décantation et flottation.
Huile ou graisse Ecumage ou séparateur.

Métaux lourds Précipitation ou échange d’ions.
Alcalinité et acidité Neutralisation.

Sulfures Précipitation ou stripage.

Variation de la charge (DBO) Bassin d’égalisation.

Les STEP des eaux usées sont généralement implantées en aval des zones urbaines afin
de recevoir les eaux usées par gravité. Le traitement primaire implique l'utilisation de procédés
physico-chimiques pour purifier I'eau. Les déchets solides de grande taille sont éliminés par un
processus de grillage, suivi d'un dessablage qui élimine les particules de sable par décantation.
Ensuite, le déshuilage est effectué pour éliminer les graisses par flottation, géneralement dans
un bassin aéré avec raclage de surface. Les STEP modernes évitent souvent I'utilisation de
décanteurs primaires pour minimiser la gestion des boues primaires. Le traitement secondaire,
de nature biologique, est réalisé grace a l'action des bactéries qui dégradent la matiere
organique, effectuent la nitrification et la dénitrification. La biodégradabilité est optimale
lorsque le rapport de la demande chimique en oxygene (DCO) a la demande biochimique en
oxygeéne pendant cing jours (DBOs) est inférieur a 2. En revanche, elle est fortement limitée
lorsque ce rapport dépasse 5 [52], et la quantité de composés non dégradables biochimiquement
est considérablement élevee lorsque ce rapport tend vers zéro [53].

En raison du fait que le carbone est le polluant présent en plus faible proportion par
rapport aux besoins nutritionnels des bactéries. 1l est nécessaire donc de limiter sa
consommation afin que les autres polluants soient également dégradés. C’est pour cet raison
que le bassin anoxique de la dénitrification est placé en amont du bassin aéré ou s’effectue le
processus de nitrification. L un des inconvénients de ce systéme est I’importance de recercler
la liqgueur mixte depuis le bassin aéré vers le bassin anoxique. Afin de poursuivre le traitement,
les boues activées sont séparées de 1’eau épurée par décantation et transférée en téte de STEP.
L’eau épurée peut éventuellement soumise a des traitements complémentaires (tertiaires) avant

rejet dans les milieux aquatiques naturels Figure 1.03 [54].
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Recirculation de la liqueur mixte

Eaux usée |
brutes
R—— - > o
Tra_lten}ents Bassin Bassin
primaires anoxique aéré

Eaux épurées

Clarificateur

Anoxie

Recirculation des boues
Purge

Boues

Figure 1.03 : Présentation simplifiée d'un systéme d'épuration des eaux usées [54].

2.1. Procédeés de traitement Biologique :

L'application biotechnologique du traitement biologique est une méthode ayant une
longue histoire ; les premiéres réalisations a caractére industriel datent de la fin du X1X® siécle
pour les cultures fixées et du début du XX® siecle pour les cultures en suspension. Cette
discipline scientifique est caractérisée par un certain nombre de spécificités qui la distinguent
d’autres applications biotechnologiques plus nobles, les domaines agroalimentaire et
pharmaceutique. Ainsi le substrat, I’eau usée, qui joue le role de MO, a des caractéristiques
quantitatives qui ne sont pas maitrisées, parce que non maitrisables, par I’exploitant du
fonctionnement de STEP. En effet, les différentes origines des eaux usées, fait qu’il s’agit d’un
substrat tres complexe et hétérogene qui varie dans le temps en terme de flux, de concentration
et de sa composition qui n’est pas stérile. Par conséquence, les processus d’épuration biologique
a boues activées sont également compliqués ; il s’agit d’une véritable culture mixte. Une autre
conséquence du caractere complexe du substrat et de biomasse active est la difficulté de décrire
le processus en utilisant des modéles mécanistiques, il est possible de prédire de maniére fiable
les performances en termes de qualité de l'eau traitée. Cela s'appliqgue notamment au
dimensionnement des bioréacteurs et des STEP qui s’est fait jusqu’a trés récemment sur la base
de regle empiriques considérant le contenu du réacteur comme une boite noire [55-56].

Les mécanismes d’élimination des polluants et micropolluants sont la transformation en
matiére inoffensive par oxydation aérobie, rendant le processus énergivore, et la conversion,
via l'assimilation microbienne, des composeés de la phase liquide en composés de la phase solide

qui nécessitent une séparation ultérieure. Le processus conduit donc a un sous-produit
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encombrant : les boues résiduaires dont la minimalisation et 1’évacuation constituent majeur
probléme du traitement des eaux.

Le traitement biologique, malgré I'absence de valeur marchande des sous-produits et le
scepticisme initial des acteurs professionnels envers la biologie, est devenu une biotechnologie
a part entiere jouant un role crucial dans la préservation de I'environnement aquatique. Dans la
suite, nous aborderons successivement la composition des eaux, leur impact sur les milieux
récepteurs et les objectifs du traitement biologique, les mécanismes biologiques impliqués, ainsi
que les différentes configurations de procédés couramment utilisées [57].

2.1.1. Principe du Traitement Biologique :

Le traitement des eaux comprend deux étapes préliminaires réalisees par des opérations
physiques : le dégrillage et la sédimentation, dont les objectifs sont I’¢limination des objets en
suspensions facilement décantables. Cela se traduit par une réduction de la concentration des
polluants (50% des matiéres en suspension, 30% de la demande chimique en oxygene, et 10%
d'azote et de phosphore), bien que ces niveaux ne soient souvent pas satisfaisants pour la plupart
des cas de rejets. En effet, la MO consommatrice d’oxygene, finement dispersée et dissoute,
reste présent ainsi que I’ammonium et le phosphore dissous. Pour éliminer ces fractions, on
utilise des procédés biologiques dont les objectifs, non limités [58], peuvent inclure :

v Réduire la teneur en MO.
v Convertir I'ammonium en nitrate pour réduire sa concentration.
v Transformer I'azote en azote moléculaire pour diminuer sa présence.
v’ Réduire la teneur en phosphore.
2.1.2. Les Mécanismes Biologiques :

Les procédés biologiques continus a biomasse bactérienne majoritairement aérobie. On
connait les cultures en suspension, ou la biomasse active se trouve en suspension dans les eaux,
qui parcourent le bioréacteur. Cette biomasse étant obligatoirement entrainée avec I’cau
(épurée) sortant du réacteur, une phase de séparation liquide/solide est indispensable. Une partie
de la biomasse ainsi séparée est retournée vers le bioréacteur comme ensemencement. Cette
approche permet de distinguer le temps de rétention hydraulique du temps de séjour de la
biomasse dans le bioréacteur [58].
2.1.2.1. La conversion des Matiéres Organique (MO) :

La conversion des MO consiste en deux phénomeénes associés : (i) le transfert des matieres
finement particulaire et dissoutes vers une phase solide, facilement séparable d’ecau ; (ii)

I'oxydation d'une partie des MO (transferées) avec comme produits finaux essentiellement le
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CO: et le H20 inoffensifs [59]. I en résulte une nouvelle biomasse qui est constituée de MO
inertes (non hydrolysée) et d'organismes vivants. L'oxydation partielle, d’environ 1/3 des MO,
fait que leur quantité formant cette nouvelle biomasse est plus faible que la quantité qui a
conduit & sa formation, cependant elle représente environ les 2/3. Elle doit donc étre éliminée
d’eau pour éviter qu’elle joue a son tour le role de matiere polluante.

Sa nouvelle forme (flocs facilement déclinables) permet maintenant effectivement cette
séparation. Apres cette premicre étape de transformation et d’oxydation, il s’en suit
schématiquement une deuxieme.

Effectivement, la durée moyenne de séjour de la biomasse formée dans le réacteur est
plutdt élevée et ce variées de plusieurs jours a plusieurs semaines. Pendant ce séjour, une grande
fraction des biomasses meurt et se désinteégre par une lyse bactérienne. Les MO libérées créent
un nouveau substrat biodégradable (en grande partie le parois cellulaires) et une nouvelle
biomasse moyennant une oxydation partielle.

La MO est donc recyclée par morts et régénérations successives avec une perte sous forme
de COzet H>0. Dans la réalité, la biomasse nette produite se situe entre 0,3 et 0,45 kg de matiére
par kg de DCO éliminée. L'avantage d'une production réduite de boues résiduaires réside non
seulement en une diminution des problémes d'évacuation, mais aussi en le caractere peu
putrescible, et donc relativement peu offensif, des boues (puisque la majeure partie de fractions
biodégradables a déja été oxydée).

Lorsque la production nette de nouvelles MO diminue avec le temps de séjour de la
biomasse dans le réacteur, la fraction oxydée, et par conséquent la quantité d'oxygene
consommeée, est également affectée et augmente avec elle. En effet, une grande partie
d’oxygene apportée couvre les besoins d’oxydation des produits de lyse cellulaire. Cette
consommation de base, appelée respiration endogéne, relativement lente et constante est
quasiment indépendante des variations dans l'arrivee de substrats avec les eaux useées. En
revanche, ces variations induisent une consommation d'oxygéene liée a I'oxydation de composeés
fortement biodégradables. Cette respiration exogéne est rapide et fortement variable [60].
2.1.2.2. Les MO Résiduelles :

Le traitement des eaux consistant, quant aux MO, pour 1’essentiel en le transfert des
matieres finement particulaires et difficilement séparables d’eau et des maticres dissoutes vers
une phase solide facilement séparable. Le Transfert des fractions solides et colloidales vers la
biomasse présente dans le bioréacteur est rapide et complet. Un temps de séjour 10 min permet

a fixer 70% des MO sur la biomasse. Il s'agit d'un processus d’adsorption en grande partie
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physique. Le transfert des MO dissoutes est tres lent et la cinétique de transfert est fonction du
type de substrat. Cependant, compte tenu du temps de contact dans le réacteur, le transfert est
quasiment complet. Seules échappent au processus de transfert les molécules dissoutes non
biodégradables présentes dans les eaux (environ 5%).

La condition pour ce transfert, et c'est |a le facteur biologique, est un état de saturation de
biomasse avec réserves extra et intra cellulaire limitées. Il est donc nécessaire de respecter un
rapport entre le flux de MO et la biomasse qui permet a cette derniere de digérer suffisamment
les MO et notamment de vivre avec une réserve réduite. Le rapport de la charge spécifique en
kgoco/kg-niomasse/jour, lorsqu'il est trop élevé, une diminution des vitesses de transfert, et par
conséquent, le rendement d'épuration. Si I'on peut considérer qu'a 5% pres, une transformation
des MO vers la phase solide. 1l est peu courant d'obtenir des taux d'épuration de 95% de DCO.

Quant aux éléments nutritifs, 1’azote et le phosphore, ils sont partiellement intégrés dans
la biomasse a des taux d’environ 6% et 2% par rapport aux matiéres séches respectivement.
Cela conduit, a des rendements d’élimination de 20% et 35%. On observe des résidus dissous
d'ordre 10%, soit 50 mgpco/L pour une eau usee moyenne [57]. Cela s'explique par le fait qu'une
partie dissoute de MO sont des métabolites bactériens produits lors des processus de
biosynthese [61-64].

La concentration des MO produites pendant le processus d'épuration est généralement liée
a la concentration des eaux usées brutes, mais elle dépend également du taux de recyclage de
la biomasse. A chaque cycle, une fraction des substances difficilement biodégradables, &
caractére humique est libéree, les MO se trouvent, a la suite du passage d'eau dans le réacteur
biologique, pour 90% sous forme solide ou gazeuse (CO>).

L'élimination des particules solides dépendra de l'efficacité de I'étape de séparation
physique, qui se deroule lors de la clarification par sédimentation gravitaire. Le rendement de
ces dispositifs de séparation n'est pas influencé par la concentration de MES dans I'eau, et une
concentration de 20 mg/L de MES peut étre atteinte en fonctionnement normal [57-58].
2.1.2.3. Les Transformations d’Azote et de Phosphore :

La fraction d'azote éliminé avec les MO était relativement faible, encore environ 80%
d'azote restent présents dans les eaux traitées sous forme d'ammonium. Pour beaucoup d'eaux
réceptrices cette faible élimination sera insuffisante et il est nécessaire d'aller plus loin, soit par
la transformation d'ammonium toxique et consommatrice d'oxygeéne, en un nitrate moins nocif
(la nitrification), soit encore par la transformation & son tour de nitrate en azote moléculaire

conduisant a I'élimination réelle de I'azote d'eau (la dénitrification) [57-58].
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a.  La Nitrification :

La nitrification effectue a I’aide de I’action de deux types de micro-organismes,
Nitrosomonas et Nitrobacter, respectivement responsables pour la modification de I'ammonium
en nitrite et puis transférer en nitrate qui sont absentes des eaux brutes. Leur présence dans le
bioréacteur peut étre provoquée par le choix d’un rapport réduit entre le débit de MO et la masse
de biomasse. Les mécanismes de sélection engendrés par cette charge légere sont différents
pour les cultures en suspension et les cultures fixées. Toute culture en suspension est
caractérisée par un taux de croissance spécifique net, exprimé en kg biomasse produite par jour
pour chaque kg de biomasse présente dans le réacteur, et d’un age des boues ou un temps de
séjour moyen des solides (exprimé en jours). Un organisme, dont le taux de croissance
maximum est, dans les conditions de fonctionnement du bioréacteur (température, teneur en
oxygene, ...) plus faible que le taux de croissance réelle de la culture, ne peut s'y installer ni s'y
maintenir durablement. Or, les bactéries nitrifiantes et notamment Nitrosomonas, ont un taux
de croissance spécifique maximal relativement bas par rapport a celui de la plupart des bactéries
hétérotrophes impliquées dans la décomposition des MO des eaux usées. Pour assurer la
présence durable des bactéries nitrifiantes, I'age des boues doit étre d'environ plusieurs jours.
Contréler un age de boue élevé (> 10 jours), qui n’est qu’un rapport entre les microorganismes
présentent et la fraction de biomasse extraite quotidiennement, est réalisée par l'extraction
journaliere d'une faible fraction de la biomasse (la 10° par exemple) [65-69].

b.  La Dénitrification :

Le processus de dénitrification, ne nécessite pas la présence des bactéries spécifiques. En
l'absence d’oxygéne moléculaire, de nombreuses especes des biomasses hétérotrophes,
présentes dans la culture mixte formée a partir du nutriment que contiennent les eaux usées,
peuvent utiliser I'oxygéne du nitrate a la place d'oxygéne moléculaire. La dénitrification est
donc provoquée par lI'aménagement de zone et/ou de périodes d'anoxies (absence d'oxygéne,
présence de nitrates), ou les MO sont oxydées a l'aide d'oxygéne du nitrate préalablement formé
a partir de I'ammonium par nitrification.

La vitesse de dénitrification est élevée lorsque les MO a oxyder correspondent au substrat
rapidement dégradable, relativement faibles lorsqu'il s'agit d'oxydation des matériaux
cellulaires libérés lors de la lyse des bactéries. Le rapport entre les MO rapidement dégradables
et d'oxygéne nitrique est trop faible pour assurer la dénitrification compléte. Celle-ci peut étre
approchée soit par I'apport d'une source carbonée extérieure facilement dégradable, soit grace

a I'oxydation du matériau cellulaire [70-74].
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c. La Déphosphatation :

La déphosphatation biologique dépend d’espéces bactériens qui enrichissent les cultures
mixtes en accumulant le phosphore, elle nécessite a nouveau des exigences de sélection
spécifique. Une alternance des conditions anaérobie et aérobie permet la sélection. Les
organismes, majoritairement aérobies, étant placés dans des conditions anaérobies, sont peu
actifs : I’absorption intracellulaire de substrat est faible, seule la lyse a lieu. Cependant, certains
groupes bactériens, tels que Acinetobacter, sous des conditions anaérobies, elles peuvent
assimiler des composes simples tels que l'acide citrique et les accumuler sous forme de
matériaux de réserve intracellulaires aprés leur polymérisation en polyhydroxybutyrate (PHB).
Le phosphate est donc libéré dans ces conditions anaérobies. Le PHB stocké est facilement
oxyd¢ lors de I’étape aérobie suivante. Cette oxydation génere un exces d’énergie qui est stocké
sous forme de polyphosphate et utilisé pour faciliter 1’absorption de 1’acide acétique pendant
1’étape anaérobie suivante. La formation du polyphosphate nécessite 1’absorption de phosphate
extracellulaire relargué en phase anaérobie. En phase anaérobie, l'eau présente une
concentration élevée en phosphate tandis que la biomasse présente une concentration faible. En
phase aérobie, la concentration en phosphate dans I'eau est réduite (1 a 3 mg/L) et la teneur en
phosphate dans la biomasse est élevée, (4 a 5% par rapport aux matiéres seches) [75-77].

2.1.3. Les Configurations des Installations :

Trois principaux types d'installations sont largement établis dans l'industrie : (i) les
systémes de boues activées ; (ii) les lits bactériens a écoulement ; (iii) les lits filtrants immergés.
La configuration de culture en suspension, procédes dits boues activées, réunissent au minimum
trois éléments, Figure 1.04, le bassin biologique d’aération, clarificateur et la recirculation. Le
bassin aéré est alimenté par les effluents a traiter, éventuellement aprés une premiere
décantation. Grace a l'aération et a I'agitation, un milieu est crée propice au développement
d'une culture bactérienne, les boues activées. Ces boues sont maintenues a une concentration
de 3 a 5 kg/m® moyennant une extraction de la production en excés, qui sont constituées
d'agglomérats de matiéres inertes et de biomasse qui existent grace aux exo-polys-saccharides
des bactéries. Laissés au repos ces agglomérats floculent facilement ce qui permet leur
séparation gravitaire dans le clarificateur. Peu de microorganismes dispersés existent dans des
boues saines grace a la présence de protozoaires prédateurs. Aprés sédimentation dans le
clarificateur la concentration des boues double a peu prés. Ce flux concentré est renvoyé vers
le bassin & un débit équivalent au débit d’effluents, cela permet de maintenir une concentration

de boues qui est nettement supérieure a celle qui s'établirait en absence de recirculation.
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Figure 1.04 : Boues activees, Schéma de base [58].

Une DCO de 500 mg/L dans les eaux conduirait, aprés conversion en biomasse, a une
concentration de 200 mg/L de boues. Un volume 15 a 25 fois plus nécessaire pour contenir une
méme masse de boues sans recirculation [57-58]. Dans Figure 1.04, en ajustant la charge
specifique et ainsi I'dge moyen des boues a travers un dimensionnement initial approprié suivi
d'une gestion éclairée, notamment I'extraction des boues excédentaires, différents objectifs
peuvent étre atteints. Un age des boues d'environ 3 jours (procédé a moyenne charge) permet
I'¢limination des MO. En revanche, un age des boues d'ordre de 10 a 15 jours (faible charge)
permet également la nitrification de I'ammonium tandis qu'un age de boue de 20 a 30 jours
(aération prolongée) résulte en plus a la production relativement faible de boues en exces qui
ont un bon degré de stabilisation biologique (matieres résiduelles peu dégradables). Une
aération discontinue, créant des périodes d’anoxie, permet en outre dans ce simple schéma
d’obtenir une dénitrification [78-79]. Un bassin en anoxie individualisée et continuellement sans
aération permet une meilleure maitrise de la dénitrification. Il sera de préférence alimenté avec
les eaux usees brutes, Figure 1.05. Le nitrate est recirculé vers la zone anoxie via le clarificateur
et aussi a partir du bassin biologique d’aération. Le degré de dénitrification possible est

déterminé par le taux de recirculation effectue [80].

Recir. NO;
Eaux Usées 3 Effluent
»
Anoxie Aérobie Clarificateur
Boues

Recirculation

Figure 1.05 : Boues activées, Schéma avec dénitrification en téte [80].
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La déphosphatation se réalise grace a la mise en place d’un bassin anaérobie alimenté
avec les eaux usées brutes et les boues du clarificateur, Figure 1.06. En cas d’installations
nitrifiantes dont le nitrite résiduel venant du clarificateur pourrait perturber I’anaérobie, il peut
étre intéressant de faire transiter ces boues de recirculation par le bassin anoxie [81-84].

Si les phénomeénes biologiques de transformation, hormis peut-étre la déphosphatation,
sont bien maitrisés et rarement la cause du dysfonctionnement des installations, I'étage de
séparation dans le clarificateur, est le point faible du procédé a boues activées. La mise en place
d'une zone de contact ou les boues recirculées sont mélangées aux eaux usées brutes crée des
conditions de concentration élevée propices. Cela permet aux bactéries non filamenteuses,
présentes a l'intérieur des agrégats, d'absorber les substrats et de prospeérer par rapport a leurs

concurrents filamenteux [56, 59].

Recir. Recir. NO;

Eaux usées 1 l Effluent
E——

Anaérobie| | Anoxie Aérobie Clarificateur

Recirculation
Figure 1.06 : Boues activees, Schéma avec déphosphatation [83].
2.2. Les STEP Face aux Produits Pharmaceutiques :

Les systemes d'assainissement acheminent les eaux usées vers les STEP des eaux usées.
Cependant, Ces STEP classiques n'ont pas été initialement congues pour éliminer efficacement
les composés organiques présents a I'état de traces, tels que les résidus de médicaments. La
biodégradation de ces composés dans les STEP entraine des résultats tres variables selon les
molécules, d’une épuration relativement faible ne serait que 5% [85-86] a plus de 99%
d’élimination [87-88]. De plus, le calcul du rapport entre les concentrations moyennes d’affluent
et d’effluent de la STEP révéle aussi des différences notables dans 1’efficacité de 1’épuration.
Généralement, il existe plusieurs exemples de contamination par les produits pharmaceutiques,
a savoir les antibiotiques, qui ont porté une intension assez importante due a son effet sur le
dysfonctionnement de STEP par rapport aux autres produits pharmaceutiques, ainsi, a son effet
inhibiteur sur la biomasse épuratrice des boues activées de STEP [10,11]. Les concentrations en
produits pharmaceutiques varient du ng/L au pg/L avec des teneurs parfois excessives dans les
fermes piscicoles, car environ 70 a 80% des antibiotiques donnés dans la nourriture finissent et

s’accumulent dans I'environnement [89].
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2.2.1. Elimination par Biodégradation :

Les méthodes d'épuration biologique sont largement utilisées dans le traitement des
produits pharmaceutiques [90-92]. Cependant, en raison de la difficulté a obtenir des mesures
précises, du colt élevé des analyses, des défis liés a I'établissement d'un bilan de matiere dans
une STEP des eaux usées, ainsi que de la variabilité des effluents et des boues, leur efficacité
dans I'élimination des antibiotiques demeure largement méconnue. De plus, les rendements et
les mécanismes d'élimination varient selon les molécules, bien que la biodégradation semble
étre le processus prédominant pour la plupart des antibiotiques [93], Dans certains cas,
I'adsorption sur les boues est la principale raison de la diminution de leur concentration dans
I'eau [94], ou d'autres systemes plus efficaces peuvent étre utilisés.

2.2.2. Elimination par Sorption sur les Boues :

D'apres Joss et al. (2006) [71], les taux de biodégradation des antibiotiques sont nettement
plus bas que ceux des autres micropolluants [95-99]. Et ces vitesses d’¢limination sont
influencées par les concentrations d’antibiotiques. Drille et al. 2005 [100], ont montré que la
vitesse a laquelle certains antibiotiques se dégradent dépend du substrat accessible aux
bactéries. Par exemple, en I'absence de toute source d'azote dans le milieu et le substrat, et si
I'antibiotique contient des atomes d'azote, il se décompose presque aussi rapidement que
I'acétate. Cependant, si une source d'azote est présente dans le milieu, méme si l'antibiotique
contient de l'azote, sa dégradation cesse. De plus, les vitesses de réaction dépendent de
nombreux parameétres, et non seulement de la concentration en antibiotique.

2.3. Inhibition des Procédés a Boues Activées :

Selon Da Silva 2008 [94], le risque de dépassement des normes de rejet dans les STEP des
eaux usées est plus élevé pour les matieres azotées que pour la DCO, en raison des variations
de la composition des effluents. Par conséquent, la nitrification est un processus
particulierement crucial a surveiller dans les systemes d'épuration a boues activees. La
différence entre la vitesse de croissance et la vitesse de mortalité est plus faible pour les
bactéries autotrophes que pour les bactéries hétérotrophes.

Ainsi, en cas d'exposition a un toxique a un moment donné (t), la nitrification serait
affectée plus longtemps, méme en présence d'une inhibition limitée pendant plusieurs semaines,
pouvant entrainer un arrét complet de ce processus. Contrairement a ce que soutient Henze et
al. 1997 [100], les données de biotoxicité rapportées par Eckenfelder 1992 [101], indiquent
qu'une concentration plus élevée est nécessaire pour inhiber 50% des bactéries hétérotrophes

par rapport aux bactéries autotrophes, pour la plupart des 61 molécules organiques toxiques
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testées. Malgré cela, I'inhibition des procédés d'épuration a boues activées par les antibiotiques
a été peu étudiée, principalement avec I'utilisation d'eaux usées synthétiques dans la majorité
des cas. Cependant, compte tenu du faible pourcentage de bactéries cultivables présentes dans
les boues activées (seulement 1 a 15%) [102], d{ a la non-conservation de I'eau usée et aux
volumes nécessaires pour alimenter un réacteur continu, il est justifié d'utiliser des substrats
synthétiques dans ces études.

Par exemple, des études menées par Campos et al. 2001 [76], ont montré que bien que les
mesures du carbone organique total (COT) n'ont révélé ni dégradation ni accumulation
d'antibiotiques dans le réacteur, I'effluent ne contenait plus d'antibiotiques actifs, suggérant que

les antibiotiques étaient seulement partiellement dégradés par la biomasse [103].

3. LES PRODUITS PHARMACEUTIQUES ET L’ENVIRONNEMENT :

Afin de préserver I'environnement et la santé des étres vivants, il est crucial de collecter
et de traiter de maniére rentable nos eaux usées. Néanmoins, il existe un retard scientifique et
des recherches sur les nouvelles technologies qui pourraient efficacement traiter le probléme
des micropolluants, qui représente 1’un des défis prioritaires a relever et ne fait qu’augmenter
les préoccupations. Ces micropolluants peuvent étre hautement toxiques et moins persistants.
Les antibiotiques ont été largement répandus pendant quelques décennies comme des
micropolluants plus importants [104-106]. Bien que ces substances soient développées pour
exécuter un effet biologique; peu d’attention a été donnée a leur présence dans
I’environnement, a savoir dans les systemes aquatiques.

Outre leur potentiel toxique, les antibiotiques rejetés, qu'ils proviennent de I'usage humain
ou Vétérinaire, suscitent des inquiétudes en raison de leur utilisation inadaptée et irréfléchie,
ainsi que de leur persistance dans I'environnement. Ceci, combiné a la capacité d'adaptation des
microorganismes et aux possibilités de transfert génétique, contribue au maintien, a I'émergence
et a la propagation de germes résistants, ainsi qu'au développement de résistances et aux échecs
de l'antibiothérapie [107-109]. Néanmoins, le traitement biologique par boues activées est l'un
des procédés utilisés pour traiter les eaux, englobant divers processus qui permettent
I'élimination totale ou partielle de la pollution biodégradable, y compris celle qui est toxique,
grace a l'action des microorganismes [110].

Ces procédes reproduisent en milieu industriel I'effet épurateur observé dans les riviéres,
ou la dégradation de la MO a lieu. Actuellement, les performances d'épuration des antibiotiques
sont faibles dans les STEP des eaux usées, avec la plupart des antibiotiques quittant les
installations pratiquement inchangées [54, 111-114].
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3.1. Antibiotiques dans ’Environnement et I’Anti bio-résistantes :

Les antibiotiques, dérivés du grec "anti" signifiant contre, et "bio™ pour vie, suscitent une
préoccupation significative car ils peuvent inhiber I'activité microbiologique des boues dans les
STEP des eaux usées. Par conséquent, il est envisageable que le processus de traitement de I'eau
soit perturbé, entrainant une augmentation des rejets de polluants dans I'environnement. Des
études antérieures [115] ont déja signalé que la présence d'antibiotiques dans les eaux usées
pourrait entrainer une inhibition de la nitrification et du processus de bioremédiation de la
pollution carbonée. De plus, il est probable qu'il existe une corrélation entre l'efficacité de
dégradation, la résistance et la toxicité, en particulier, aprés 1’absorption des antibiotiques par
I’organisme, ces produits peuvent étre excrétés inchangés ou partiellement métabolisés. Un des
soucis principaux concernant les antibiotiques et leur entrée continue dans I’environnement,
ceci qui peut mener a des concentrations élevées et devient un risque aux microorganismes
[115]. La dégradation des antibiotiques est influencée par plusieurs facteurs, notamment la
structure chimique du micropolluant, le pH du milieu, la formation de ligands, la présence de
différentes souches bactériennes, ainsi que la photo-dégradation.

L’accumulation d’antibiotiques dans les milieux aquatiques est principalement due aux
rejets continus de ces substances et de leurs métabolites. Leur accumulation dépend de leurs
propriétés physico-chimiques, de leur hydro-solubilité, de la stabilité des molécules et de leur
demi-vie. Initialement développés pour leurs effets biologiques, peu d'attention a été accordée
a leur présence dans les milieux aquatiques, plusieurs antibiotiques ont été détectés dans les
effluents industriels, certains étant facilement dégradés par les STEP des eaux usées, tandis que
d'autres ne le sont pas [116-118].

3.1.1. Développement de la Résistance et les Actions pour se Limiter :

La problématique du développement des bactéries résistantes aux antibiotiques est liée a
I'existence de genes qui permettent a ces bactéries d'éviter I'action des antibiotiques. Chaque
antibiotique n'affecte qu'une partie du monde microbien : certaines espéces sont sensibles a un
antibiotique donné, tandis que d'autres ne le sont pas. Les especes bactériennes insensibles a un
antibiotique spécifique sont considérées comme naturellement résistantes, tandis que celles qui
étaient sensibles mais ont acquis une résistance sont appelées especes résistantes. Les eaux
usees [118], les eaux souterraines [120], les eaux de mer [119], les eaux potables [118], et méme
les eaux embouteillées [121], sont toutes des voies de transfert de bactéries résistantes a I'nomme.

A Tlorigine, l'acquisition de la résistance bactérienne peut résulter d'une mutation

aléatoire, d'échanges génetiques entre des genes existants, ou de l'utilisation d'un géne
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préexistant pour résister a l'antibiotique. L'exposition aux antibiotiques et a d'autres agents
antimicrobiens, qu'elle se produise dans le corps humain, et corps des animaux ou dans
I'environnement aquatique, crée une pression de sélection naturelle qui favorise le
développement de la résistance, tant par I'épanouissement des souches naturellement résistantes
que par celui des souches acquises [118, 122]. La résistance se propage également par la
reproduction des microbes porteurs de génes de résistance [117].

Certaines bactéries présentent naturellement une résistance a certaines S-lactamines. La
résistance des microorganismes aux g-lactamines est le plus souvent due a I’inactivation
enzymatique de ces molécules par des S-lactamases bactériennes hydrolyse du cycle g-lactame,
ou a l’existence de cibles d’affinité réduite (protéines liant les pénicillines anormales), ces
enzymes ont la capacité de rompre le cycle p-lactame, ce qui empéche la liaison des f-
lactamines aux protéines qui se lient aux pénicillines [118].

Parmi les mesures pour contrer I'émergence de la résistance bactérienne, la détection
rapide et la surveillance sont des outils précieux. Des actions concretes telles que le traitement
des eaux usées pour limiter la dissémination des agents pathogénes et une utilisation
responsable des antibiotiques tant en medecine humaine que vétérinaire sont recommandées
pour restreindre les utilisations superflues. En effet, les conditions d'hygiene deficientes et la
qualité d'eau sont des facteurs favorisant les maladies bactériennes. Bien que, les nouvelles
générations d'antibiotiques soient plus efficaces, elles sont également plus colteuses [123]. Il
existe une forte corrélation entre la consommation et le rejet d'antibiotiques, bien que d'autres
facteurs influent sur le développement et la persistance de la résistance aux antibiotiques.
3.1.2. L’impact des Antibiotiques :

Les antibiotiques peuvent avoir des effets sur les biomasses bactériennes dans
I'environnement, en particulier dans les STEP des eaux usées, lorsqu'ils sont présents a I'état de
traces dans un mélange complexe de polluants. Dans de tels cas, les risques éventuels doivent
étre évalués en termes de toxicité ou de risques allergiques. Ces perturbations peuvent perturber
les processus naturels de purification et entrainer des dysfonctionnements dans les systémes
d'assainissement [124]. L'introduction d'antibiotiques dans I'environnement est principalement
due a leur large utilisation en médecine humaine et vétérinaire, ce qui entraine des
concentrations variables dans les eaux usées urbaines en fonction de la consommation par la
population [125], de la persistance des molécules [126], et du taux d'excrétion aprés métabolisme
[117]. Certains antibiotiques sont excrétés sous forme inchangée et peuvent donc rester actifs,

présentant ainsi des risques pour l'environnement. La consommation d'antibiotiques est
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généralement plus élevée en hiver [123], et ils peuvent se concentrer dans la chaine alimentaire.
La plupart des antibiotiques ont un facteur de bioconcentration (FBC) d'environ 03, comme
dans le cas des p-lactamines tandis que certains ont une capacité de bioconcentration plus
élevée, atteignant jusqu'a 09 [116]. Les eaux usées des industries pharmaceutiques sont
généralement plus concentrées que celles des effluents urbains [127], bien que les effluents
hospitaliers soient moins concentrés que ceux des industries pharmaceutiques mais plus que
ceux des eaux usées urbaines [125].

3.2. Les Antibiotiques de la Famille g-lactamines :

En 1928-1929, Figure 1.07, Alexander Fleming a découvert les antibiotiques de la famille
des p-lactamines. Il a été le premier a observer l'activité antibactérienne de la souche
bactérienne de Penicillium sur des colonies de staphylocoques. Il a nhommé la substance
responsable de cette action inhibitrice "pénicilline” [128]. En raison de la difficulté a purifier
cette molécule naturelle, I'intérét pour la pénicilline en tant qu'agent antibactérien a été relancé
par Florey et Chain [55], qui ont observé I'efficacité de la pénicilline semi-synthétique contre

les infections a streptocoques chez les souris aprés une injection sous-cutanée de l'antibiotique.
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Figure 1.07: Histoire chronologique du médicament [129].

A cette époque, la production en quantité suffisante de pénicilline & partir de la souche de
Penicillium notatum initialement utilisée pour mener des essais cliniques était difficile.
Cependant, grace a une meilleure sélection de la souche de moisissure et a des améliorations
du milieu de culture, le rendement a été multiplié par 100 en 2 ans [130]. Pendant cette période,
il est devenu évident que différentes molécules de peénicilline pouvaient étre obtenues en
fonction de la composition du milieu de culture, de la souche et des conditions de fermentation
[131]. Vers la fin des années 50, Batchelor et son équipe [129] ont démontré que l'acide 6-amino-
pénicillamique (6-APA), en particulier I'Amoxicilline (AMX), était la structure conférant a la
pénicilline son activité antibactérienne. Ils ont montré que cette substance pouvait étre obtenue

par fermentation en I'absence de précurseurs de la chaine latérale de la pénicilline G [129].
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3.2.1. Elaboration de I’Amoxicilline :

La découverte de Batchelor a ouvert la voie a la création de nouvelles s-lactamines de
semi-synthése, ou la chaine latérale liée au 6-APA est modifiée [132]. Cette avancée a permis
d'élargir le spectre d'activité des peénicillines : d'une part, des molécules résistantes aux f-
lactamases ont été développées, telles que la méthicilline, et d'autre part, des g-lactamines a
spectre elargi ont été développées, comme I'ampicilline, active a la fois sur les bactéries Gram
négatif et Gram positif. Cependant, ces premiéres molécules étaient peu adaptées a
I'administration orale. C'est en 1970 que la découverte de I'Amoxicilline (AMX) a remedié a ce
probléme. En plus de son spectre d'activité similaire a celui de I'AMX, cette molécule présente
une biodisponibilité orale élevée, ce qui permet d'atteindre des concentrations sanguines deux
fois plus élevées aprés une administration par voie orale [131].

L'AMX est utilisée pour traiter les infections bactériennes de I'oreille, des poumons, du
nez, des dents, du systéme urinaire et de la peau. Elle est également utilisée avant une
intervention chirurgicale pour prévenir les infections [133]. L'AMX est une molécule susceptible
d'étre hydrolysée par de nombreuses f-lactamases, qu'elles soient produites naturellement ou
acquises, et qui ont une préférence pour les pénicillines (pénicillinases), les céphalosporines
(céphalosporinases) ou qui ont un spectre moléeculaire plus large (5-lactamases a spectre
étendu, carbapénémases) [117, 134]. Des effets synergiques ont été observés sur des

microorganismes sensibles a I'AMX [135].

3.2.2. Structure et Propriétés Physico-chimiques d’AMX :

L’AMX, est un antibactérienne peut étre administrée par voie orale ou parentérale. Selon
sa charge électrique, ’AMX est un zwitterion ; se trouver sous plusieurs noms: Amox,
Amoxicilline anhydrite, Amoxicilline trihydraté et p-Hydroxyampicilline. Et peut-étre trouve
sous plusieurs marques de fabricant: Amoxil®, Dispermox®, Augmentin®, Trimox® ou
Clavamox® selon son utilisation. Les caractéristiques clés de I'AMX incluent sa solubilité dans
I'eau, sa constante de dissociation acide-base (pKa), son point d'ébullition, ses coefficients de
partage Octanol-Eau (Kow), ils sont présentés dans le Tableau 1.02.

L’AMX est une molécule dont la masse moléculaire 365.4 daltons, Figure 1.08, il s’agit
(-)-6-[2-amino-2-(p-hydroxyphényl)-acétamido]-3,3-diméthyl-7-oxo-4-thia-1-azabicyclo-
[3.2.0]-heptane-2-carboxylique. La molécule contient trois groupes ionisables : un groupe
acide carboxyle (COOH) sur le cycle thiazolidine, un groupe amine primaire sur la chaine

latérale du cycle S-lactame, et un groupe hydroxyle (OH) sur le parahydroxyphényle [136].
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Tableau 1.02 : Propriétés physico-chimiques de [’antibiotique AMX [136].

Classe thérapeutique Antibiotique
Famille B-lactames
Formule brute C16H19N305S
Formule brute de la forme orale C16H19N305S * 3H,0
Masse molaire (g/mol) 365.4
Solubilité dans eau (g/L) 3.9 (environ 3430 mg/L) [137]
Solubilité dans dissolvants organiques [138]
Méthanol 7500 mg/L
Ethanol 3400 mg/L
pKa 2.68;7.49;9.63[139]
MP (°C) 194
LOg Kow 0.87 [140-141]
Amax (NM) 233
< TNH: Y
" il H H
HO— C i; " CcH
o y. B A .
o o~
\O OH

A : cycle thiazolidique.

B : cycle p-lactame.

A+B : noyau pénam.

Cercle verte : cycle aromatique, groupement hydroxyphényle
Cercle marron : groupement amine

Cercle noir : groupement carboxylique

Figure 1.08 : Structure semi-développée de I’ AMX identifiant ses groupements
ionisables et les cycles du noyau S-lactamines [136].
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Figure 1.09 : Micrographes de microscopie électronique de balayage (SEM) et cristal
dimension de I’AMX primitif [136].
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Figure 1.10 : Diffractograme de (XRD) diffraction de rayon X de I’AMX pure [136].
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3.2.3. Propriétés Biologique de ’AMX :

En général, pour faciliter leur application thérapeutique, les médicaments sont classés en
différentes familles, subdivisées en groupes et sous-groupes. Les critéres de classification
comprennent [132, 134] (i) l'origine, (ii) le spectre d'action, (iii) la nature chimique, (iv) la
modalité d'action, et, en particulier, (v) le mécanisme d'action [142-143].

Le mécanisme d'action antibactérienne repose sur la paroi cellulaire des bactéries, une
composante cruciale pour maintenir leur forme et les protéger contre I'osmolyse, qui est en
partie constituée de peptidoglycane. Ce polymeére est formé par une série de chaines ou I'Acide
N-acétylmuramique (NAM) et I'Acide N-acétylglycosamique (NAG) alternent, avec une chaine
de polypeptides greffée sur celles-ci. Ces chaines sont reliées entre elles par des ponts inter-
peptidiques, comme illustré dans la Figure 1.11. Ces ponts sont créés grace a l'action d'enzymes
situées a la surface de la membrane cytoplasmique, les transpeptidases ou PLP (Protéines Liant
les Pénicillines), qui catalysent la réaction de réticulation du peptidoglycane [144]. Au cours de
cette réaction, une penta-glycine est ajoutée et la D-alanine du groupement D-alanyl-D-alanine

de la chaine peptidique subséquente est libérée.

(o L (5 LD
o o e
O o, GO {1A)

oy
NAG NAG

Membrane
- Cytoplasmique

{% L-Alanine

NAG Acide N-Acétyl Glucosamique {<» Glycine
& D-Glutamate

. NAM Acide N-Acétyl Muramique (> L-Lysine
D-Alanine

Figure 1.11 : Structure du Peptidoglycane [145].
L’AMX, posséde une configuration apparente a la D-alanyl-D-alanine du précurseur du

peptidoglycane, composant essentiel de la paroi cellulaire bactérienne, Figure 1.12 [146]. En se
liant aux protéines de liaison des pénicillines (PLP) présentes a la surface de la membrane
cytoplasmique des bactéries, cette substance montre une similitude avec la structure des PLP,
enzymes essentielles a la construction du peptidoglycane. Cette similitude lui confere une forte
affinité pour le site actif des PLP. Lorsqu'elle réagit avec la pénicilline, la PLP provoque
I'ouverture du noyau S-lactame, ce qui entraine la formation d'une liaison covalente avec le site
actif. Ce processus inhibe l'activité enzymatique des PLP, perturbant ainsi la synthese du
peptidoglycane Figure 1.13, ce qui entrave la multiplication bactérienne, fragilise la paroi

cellulaire, et finalement conduit a I'autolyse de la bactérie.
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Figure 1.12 : Structure des Pénicillines et du D-Alanyl-D-Alanine [145].
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Figure 1.13 : Inhibition par [’action des Pénicillines et Réaction de polymérisation du
peptidoglycane [145].

3.24. Distribution dans I’Organisme et Elimination de ’AMX :

L’AMX présente une bonne diffusion dans tout 1’organisme par ce qu’il se lie pour 17%
a 20% aux protéines plasmatiques, du fait de sa trés faible lipophile, il n’est pas capable de
diffuser a I’intérieur des cellules de 1’hdte et ne peut donc pas étre actif sur les formes bactéries
intracellulaires [147-148]. La distribution de 'AMX représente le processus réversible de transfert
entre la circulation systémique et les tissus. Dés son administration, I'AMX subit a la fois des
phénomeénes de distribution et d'élimination. Le gradient de concentration entre les
compartiments intra et extravasculaires favorise le déplacement du médicament de son site
d'administration vers le reste du systeme pharmacocinétique, par rapport au processus
d'élimination. Cela entraine une diminution rapide des concentrations plasmatiques du
médicament, appelée phase de distribution. Avec le temps, ce gradient de concentration
s'atténue pour atteindre un état de pseudo-équilibre, marquant ainsi un ralentissement de la
diminution des concentrations plasmatiques (phase d'élimination). Cette derniére phase
représente le transfert irréversible du médicament du plasma, ou il est mesuré, vers l'extérieur

du systeme pharmacocinétique étudié [149]. L'élimination de I'AMX peut se produire de deux
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manieres : par excrétion ou par métabolisme. Le métabolisme implique une transformation
chimique du médicament par des processus enzymatiques, le rendant ainsi plus facile a excréter.
Les organes responsables principalement de I'élimination des médicaments, appelés organes
émonctoires, sont les reins et le foie, bien que la peau, les poumons et l'intestin puissent
également servir de voies d'élimination [150]. L’AMX est principalement excrétée par les reins
via des mécanismes de sécrétion tubulaire [151]. Son excrétion dans la bile a été observée chez

I'nomme et I'animal, ou elle est éliminée sous sa forme administrée [152].

CONCLUSION :

Les résidus d'antibiotiques posent plusieurs défis significatifs. Leur présence dans
I'environnement, méme a des concentrations faibles, semble encourager la persistance et la
propagation de la résistance bactérienne aux antibiotiques [117]. Cette résistance représente un
probléme de santé publique significatif. Actuellement, on examine le role des STEP des Eaux
Usées a ce niveau [20], elles représentent le point de convergence ou la plupart des flux
d'antibiotiques se regroupent avant de se répandre dans I'environnement. Cependant, les
rendements d'élimination restent modestes, en particulier pour la famille des B-lactames [93].
En comparant les taux d'élimination des antibiotiques a ceux d'autres micropolluants, on
constate qu'ils sont sensiblement plus bas [94]. Les auteurs explorent la possibilité d'un lien entre
la toxicité des antibiotiques pour les bactéries et leur biodégradation. Des recherches
supplémentaires suggeérent que cette toxicité pourrait entrainer des perturbations dans le
fonctionnement des STEP [153].

Enfin, la toxicité pourrait également contribuer au maintien des bactéries résistantes.
Evaluer I'effet toxique d'une molécule sur les boues activées présente des défis, principalement
en raison de la difficulté a maintenir la plupart des bactéries présentes dans les boues activées
sur un substrat synthétique. Par conséquent, l'utilisation d'eau usée réelle est impérative.
Cependant, la composition en nutriments et en substances toxiques de I'eau usée peut varier. De
plus, la composition et la structure des flocs de boues activées peuvent évoluer au fil du temps

au sein d'une méme station d'épuration.
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LES BIOREACTEURS A MEMBRANE Chapitre II

Ce deuxiéeme chapitre a pour objectif de présenter de nouvelles alternatives de
réacteurs biologiques, en mettant particulierement I'accent sur les bioréacteurs a membrane
(MBR). Ces dispositifs sont congus pour accomplir a la fois le traitement des eaux usées et
I'élimination des micropolluants pouvant affecter I'efficacité des STEP. Le chapitre explorera
en détail la description de ces réacteurs, leurs évolutions, ainsi que leurs utilisations dans le
traitement des eaux usées. Il explorera également les obstacles rencontrés lors de
I'élimination des micropolluants pharmaceutiques, dans le but de générer des eaux traitées
d'une qualité extrémement élevée, tout en assurant une gestion optimale de nos ressources.
1. TECHNOLOGIE DES MEMBRANES :

En traitement des eaux usées, le MBR présente un intérét particulier de par la compacité
du procédé engendrée mais aussi la qualité d’eau traité qui autorise une possibilité de
valorisation directe (irrigation). Les éléments clés du développement de la biomasse
comprennent le temps de séjour hydraulique (HRT) et I'dge des boues (SRT) [154], qui sont
dissociés pour offrir aux MBR une flexibilité opérationnelle [155], et dans le processus
physiologique de la cellule bactérienne [156]. A I’heure actuelle, la majeure partie des progrés
réalisés dans le cadre du MBRI ont été proposés par Kazuno Yamamoto en 1989 [157]. Dans
cette configuration, la membrane est immergée directement dans le milieu biologique, tandis
que le perméat est aspiré a travers les membranes. Cette approche permet une réduction de
la consommation énergétique (facteur 30), donc un co(t opératoire réduit [158].
L’augmentation de la biomasse au sein d’un bioréacteur permet de réduire significativement
I’encombrement au sol du systéme mais cette rétention de la biomasse contrdlée par les
membranes qui permet aussi le fonctionnement a des charges massiques tres faibles et a des
ages de boues élevés, ce qui entraine des changements métaboliques qui font que la culture
bactérienne soit maintenue dans un état qui favorise I’orientation du métabolisme vers ses
besoins en maintenance, minimisant la synthese cellulaire et la production de boue [159-167].
Le nombre de publication sur le MBR augmente chaque année d’environ 20% [168]. Depuis
2000, des publications ont porté sur I’¢limination des micropolluants [169-170].

1.1. Membranes et Procédés de Séparation :

Une membrane appliquée au traitement des eaux usées est tout simplement un matériau
qui permet par effet stérique le passage ou le rejet des composants présents dans I'eau. Elle
est donc a perméabilité sélective, les composés qui la traversent composent le perméat, et
ceux qu'elle rejette forment le rétentat. Les membranes sont généralement composées d’une

couche sélective fournissant une meilleure separation, associée a un support consolidant
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mécaniquement la résistance. Afin d'avoir une perméabilité optimale, la membrane doit
présenter : (i) une épaisseur de couche selective la plus fine possible et (ii) une porosité
surfacique la plus grande possible. Les membranes de nanofiltration (NF) et d'osmose
inverse (Ol) sont employées pour la séparation de molécules de faible poids moléculaire
(avec un diametre de coupure inférieur a 4 kDa). Pour la plupart, ces membranes sont
composees de trois couches, les deux premieres couches, servant de support, sont poreuses,
tandis que la troisieme couche en contact direct avec la solution a filtrer est semi-perméable,
jouant également un réle actif dans la membrane [171].

Les procédés de microfiltration (MF) (avec un diametre de coupure > 200 kDa) et
d'ultrafiltration (UF) (4 kDa < diamétre de coupure < 200 kDa) sont classés comme des
membranes poreuses qui retiennent les matieres en suspension (MES), les microorganismes
ainsi que certaines protéines. Cependant, les particules fines ainsi que les composés
minéraux et organiques ne sont pas retenus. Le niveau de sélectivité dépend de la taille des
pores de la membrane, les plus grands étant associés a la MF, capable de rejeter des
particules. La membrane la plus sélective est celle de I'Ol, qui peut rejeter une seule charge
ions (c.-a-d. monovalent), tels que le sodium (Na) et chlore (Cl). Les membranes NF
présentent aussi une sélectivité remarquable puisqu’elles permettent de rejeter de petites
molécules et ions bivalents. La Figure I1.01 présente les principaux procédés de séparation

membranaire dans lesquels I'eau constitue le perméat.

1
Mode Mi Pi que  Mi ie el q Microscopie ;
d'observation a transmission li balayage I optique
Echelle Atomes Molécules Macromolécules Microparticules Macroparticules
lons | Polymeéres I |
Nanometres .., 4 1 10 102 103 104 105 108 107

(échelle log.)

Masse molaire approx

(Polysaccharide) 100 200 1000 20000 100000 500 000

Albumine Levures
Protéines Cellules

Sels aqueux Noir de carbone) Pigments de peinture

3 Rayons Endotoxine
Taille relative atomiques pyrogéne Bactéries Sables
des I
solutés Sucres Virus Granulés
et I I de charbon actif
particules lons Colorants

synthé-
Pesticides Silices colloidales Bleu indigo | |Globule
1

Latex et émulsions

tiques
rouge
Herbicides

Gélatine Poussiéres de charbon

Cryp: |Giardia
tos- Cyst

pri
dium

Procedeé Osmose inverse Ultrafiltration
de filtration (10 - 100 nm) (1-0,1 um) Filtration conventionnelle
(épaisseur - = - : it e >

de la couche Nanofiltration ‘ Microfiltration
sélective) (IIO - 100 nm) I (1-100 um) I

Figure 11.01 : Disposition des opérations de filtration/séparation par membrane par rapport
a la taille des pores et des substances retenues [159].
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L’utilisation des membranes devrait permettre d’arréter les composés organiques de

faible poids moléculaire, qui ne sont pas éliminés par procédés biologiques. La membrane a

une tres bonne efficacité pour la diminution du carbone organique et de la couleur est un

aspect crucial de ce procédé, qui ne peut étre négligé. En plus de cela, il offre des avantages

supplémentaires tels que la désinfection efficace, une meilleure rétention des micropolluants,

tout en maintenant une pression constante et en consommant moins d'énergie que les

méthodes d’Ol [173]. La réduction des composes pharmaceutiques par des membranes se fait

par une combinaison de trois mécanismes : adsorption (affinité membrane/composes),

barriere stérique et de répulsion électrostatique (membrane chargée). Leur efficacité peut

étre tres différentes et variées d’un composé a autre et est étroitement corrélée aux [174] :

Propriétés physicochimiques des micropolluants : taille moléculaire, solubilité
diffusivité, la polarité, hydrophobicité, charge, ... etc.
Propriétés membrane (perméabilité, taille pores, hydrophobicité, charge de surface).
Les parameétres opérationnels des membranes : débit, pression transmembranaire, taux
de conversion et traitement préalable de I'eau d'alimentation.

Caractéristiques des Membranes :
Dimensions des pores : allant des microns pour la microfiltration aux nanometres pour
la nanofiltration [175].
Seuil de coupure : défini comme la masse molaire critique pour laquelle 90% des
solutés sont retenus par la membrane dans des conditions opératoires ; il s'exprime en
Dalton (Da. = g/mole). C'est une facon pratique de caractériser les membranes et
d'estimer si les molécules visées a étre éliminées vont étre retenues ou non [176].
La sélectivité : c'est une caractéristique complexe a mesurer, définissant la surface de
la membrane, qui détermine quels composés de la solution la traversent [175].
La perméabilité : Ce paramétre représente la facilité avec laquelle I'eau traverse la
membrane, ce qui dépend a la fois de la taille des pores et de I'épaisseur de la membrane.
La densité de flux de perméat : Il fournit le flux volumique (Jw) ou massique (en : L.h
L. m2 ou kg.h"t.m2) qui traverse la membrane pour une surface de 1 m?. Pour déterminer
la surface a installer, il suffit de diviser le débit de filtrat & produire par ce flux [176].
La pression transmembranaire : correspond a la différence entre la pression du cété
d'alimentation (rétentat) et celle du coté filtrat de la membrane. Elle est mesurée en
placant un capteur de pression a la sortie de la membrane, et la valeur lue par le capteur

est ensuite soustraite de la pression atmosphérique ambiante [177].

33



LES BIOREACTEURS A MEMBRANE Chapitre II

1.3.

Matériaux Membranaires :

Le matériau utilisé pour la fabrication de la membrane doit présenter une résistance

chimique, thermique et mécanique appropriée aux exigences du procéde et du fluide traite.

Il doit également étre facile a former et capable de produire des membranes minces, durables,

résistantes, sélectives et perméables. On distingue généralement deux grandes catégories de

membranes : les membranes minérales et les membranes organiques.

1.4.

v" Membranes organiques : Ces membranes sont constituées de polymeéres, comme la

cellulose et ses dérivés, le polyamide et le polysulfone, qu'ils soient d'origine
synthétique ou naturelle, réticulés ou non. Elles représentent plus de 80 % des parts
de marché des membranes de filtration. Généralement moins colteuses a produire
que les membranes minérales, elles sont disponibles dans une gamme étendue de
seuils de coupure, allant de la MF a I'Ol. Cependant, elles présentent une résistance
thermique et chimique plus faible que les membranes minérales.

Membranes inorganiques : Divers matériaux minéraux sont utilisés pour la
fabrication de membranes filtrantes, tels que le carbone poreux, les métaux, le verre
et la céramique. Cependant, seules les membranes en céramique sont utilisées dans
les MBR. Elles sont composées d'oxydes métalliques tels que I'oxyde d'aluminium,
de titane ou de zirconium, et sont constituées de couches successives de particules
de taille décroissante. Le support est generalement composés d'alumine («) avec des
pores d'ordre du micrométre ou supérieure. La couche active est constituée d'alumine
(A1203) (a ou y), de zircone (Z10) ou d'oxyde de titane (TiO2). Ces membranes ont
I'avantage d'une résistance a températures élevées et qu’une treés bonne résistance
chimique. Cependant leur colt de production est élevé et elles n'existent que sous
tubulaire ou plane avec un seuil de coupure minimal de 600 Da [171].

Géométrie des Membranes :

On distingue différentes géométries des membranes, parmi eux :

*
L X4

Membranes en fibres creuses : fabriquées a partir de matériaux organique. En raison de
sa souplesse et de la liberté de choisir I'emplacement de la couche active, cette
configuration de membrane offre une plus grande latitude dans la conception des
modules et des processus de filtration. De plus, cette géométrie permet I'application de
pressions transmembranaires élevées en utilisant des diamétres de fibre réduits.

Membranes planes : Dans une membrane organique plane, le support mécanique est

généralement constitué d'un non-tissé en polyester, par exemple. Les membranes
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planes minérales sont entierement composées de composants minéraux. La couche
sélective est déposée sur le support de maniére a ce que la membrane ne présente
aucune résistance mécanique lorsqu'une pression transmembranaire est appliquée en
sens inverse. Cela entraine un gonflement des poches membranaires, par conséquent,
il n'est pas possible d'effectuer des rétro-filtrations sur ce type de membrane sans risque
de détérioration ou de dommages [171].

¢+ Membranes spiralées : Les feuilles de membranes planes sont superposées et enroulées
autour d'un collecteur de perméat. Ce type de configuration est principalement utilisé
dans le dessalement de I'eau (NF et Ol). Leur densité est d'environ 900 m2.m=, mais

pour les eaux troubles, un prétraitement est nécessaire pour éviter le colmatage [173].
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Membranes tubulaires : Ces membranes présentent une géométrie cylindrique avec un
diametre externe généralement supérieur a un centimetre. Elles peuvent avoir plusieurs
canaux, chacun avec un diametre compris entre 3 et 10 mm. Il existe des membranes
tant minérales qu'organiques. Elles peuvent étre monocanal ou multicanaux, Figure
[1.02. Ces membranes se composent d'un support poreux a travers lequel le perméat
circule, avec une couche active déposée a la surface interne des canaux. Les modules
tubulaires ont I'avantage de pouvoir traiter des fluides contenant des particules de plus
grande taille, et sont facilement nettoyable. Cependant ils ont une compacité tres faible
d'ordre de 10 a 300 m?md, la plus faible de tous types de modules, et un co(t

énergeétique important, dd a un débit de circulation élevé [171].

Membrane

Alimentation
—

Rétentat =

Perméat

Figure 11.02 : Membrane tubulaire [159].

1.5. Catégories de Filtration a Membrane :

Les procédés de séparation membranaire sont effectués en utilisant des gradients de
pression, ce qui entraine le flux de perméat, et elles peuvent étre exécutés selon deux modes
d'écoulement, choisis en fonction de la qualité de I'effluent a traiter et des objectifs visés : la

filtration tangentielle ou la filtration frontale.
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= Filtration tangentielle (cross flow filtration) : Au cours de ce processus de filtration
Figure 11.03, le fluide circule de maniere paralléle a la membrane, créant ainsi une
force de cisaillement qui empéche I'accumulation d’espéces a la surface de la
membrane et la polarisation de concentration, et favorise une production quasi-
continue de perméat.

= Filtration frontale (Dead and Filtration) : Dans le mode frontal Figure 11.03, la
filtration se produit perpendiculairement a la surface de la membrane : toute matiere
qui entre dans le module membranaire est retenue par la membrane et s'accumule a
sa surface. Ce mode de fonctionnement est constamment dans un état transitoire et

nécessite une mise en ceuvre séquentielle (filtration suivie nettoyage) [172-173].
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Figure 11.03 : Types de filtration membranaire [162].

2. ORIGINE DU MBR DANS LE DOMAINE DU TRAITEMENT DES EAUX

Pour le traitement des eaux usées, les réglementations exigent I'élimination de MES et
de la MO pour les rejets dans des zones normalement autorisées. L’abattement doit porter
sur les composés azotés et phosphores en zone sensible. Les procédes classiques répondent
correctement a ces exigences en combinant plusieurs opérations unitaires. La MO est
consommée par des biomasses et I’effluent est ensuite séparé des boues par une décantation.
Ces méthodes sont caractérisées par des limitations significatives : (i) en termes de fiabilite,
avec des dysfonctionnements liés a une décantation inadéquate des boues dans les procédés
a boues activées, un contréle insuffisant de la biomasse ou des transferts de matiere dans les
procedeés a culture fixée, (ii) en matiére de compacité, en raison de la nécessité de structures
volumineuses, et (iii) en ce qui concerne la production de boues, biomasses en exces
constituent un produit nécessite un traitement et/ou une élimination. Le fonctionnement de

MBR constitue une alternative technologique trés intéressante. L utilisation d’une membrane
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comme procédé de séparation permet (i) d’accroitre la concentration en biomasse dans le
bioréacteur et (ii) d’améliorer la qualité de I’eau traitée. Il en résulte un procédé fiable, avec
des degrés d’épuration sans rapport avec ceux observés dans des procédés classiques et une
production moindre de boue. Le Tableau I1.01 compare les performances des procédés
classiques a celles du MBR au travers de la charge organique volumique (en kgoco/md.j), de
la valeur de conversion constatée et I'efficacité d'élimination de la pollution (exprimée en
pourcentage de DCO a l'entrée). La DCO et les MVS quantifient la MO présente dans I’eau
a traiter et la biomasse présente dans le bioréacteur.

Tableau 11.01 : Comparaison entre MBR et STEP conventionnelle.
Charge volumique Taux de conversion Elimination

(KgDco/m3.j) (Kgmvs/KgDco) de la DCO (%)
STEP conventionnelle 0.04 -0.08 0.4
(faible charge) [178] <75%
STEP conventionnelle 0.4-0.8 15
(forte charge) [178]
MBR [179] 0.06 0.2 >80 %
MBR [180] 1.3 <0.1 > 95 %

Le MBR reste cependant pénalisé, en épuration des eaux : I’importance des flux
volumiques a traiter (entre 0.1 et 0.4 m¥/j/hab.) nécessite en effet de mettre en place des
surfaces membranaires élevées. Dans le cas du traitement des effluents industriels
biodégradables, qui représentent environ 80% du volume total des effluents, le MBR devient
par contre une technologie tout a fait compétitive. En effet, ces effluents sont souvent
caractérisés par des concentrations élevées en substrat (> a 1 kgoco/mq), des températures
assez élevées (20 a 30°C) mais des flux volumiques limités (< a 1000 m%j).

Le MBR autorisant des concentrations élevées en biomasse, le volume réactionnel peut
étre réduit et la surface membranaire a mettre en place, proportionnelle au débit a traiter,
reste limitée. Le MBR s’avere alors totalement compétitif vis a vis des procédés
conventionnels d'autant que la qualité des eaux filtrées permet une réutilisation directe. Il
peut étre constaté I’excellente qualité des eaux traitées malgré les fortes concentrations en
pollution dans I'entrée et les conditions de charge volumique appliquée Tableau 11.02 [181].

Tableau 11.02 : Exemple d utilisation du MBR en traitement d effluent industriel [181].

Activité Charge volumique DCOentrée  DCO sortie
(Kgoco/m?®,j) (Kg/m?) (Kg/m®)
Agroalimentaire (pomme de terre) 3.6 11 0.08
Agroalimentaire (pécherie) 1.6 1.1
Cosmeétiques 3 4.2 0.16
Papeteries 2.5 4 0.05
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3.

INTERET DU MBR EN TRAITEMENT DES EAUX USEES :

La technologie des MBR associe un systéme biologique a un processus physique de

séparation par une membrane poreuse. Cette approche constitue une évolution du systéeme

biologique traditionnel a boues activées, se distinguant par le remplacement du décanteur

secondaire par une unité de filtration membranaire. Cette membrane posséde une sélectivité

remarquable, agissant comme une barriere infranchissable pour les micro-organismes

épurateurs, quelle que soit leur capacité de floculation [182]. Au sein d'un MBR, les micro-

organismes oxydent et/ou assimilent la pollution organique (et éventuellement azotée)

entrante, puis sont complétement séparés de I'eau traitée grace a la membrane. L utilisation

des MBR présente des avantages indéniables [183] par rapport aux systémes conventionnels,

ces avantages sont nombreux justifiant le grand intérét de la communauté scientifique qu’il

suscite depuis toutes ces années [184] :

v

En premier lieu, I'effluent bénéficie de la barriere micro ou ultra-poreuse fournie
par les membranes, dont les seuils de coupure peuvent descendre jusqu'a environ
0.04um [185], la qualité d’effluent obtenu est inégalée par les systemes utilisés
jusqu’alors : rétention totale de MES (donc des germes, parce que les MES sont
composés de floc contenant les différentes especes microbiennes), colloides (les
microorganismes et certains virus) et molécules a fort poids moléculaires pour I’UF
(ce qui inclut la plupart des virus et des polluants adsorbés sur le matériel
particulaire)

Les membranes d'ultrafiltration (UF), voire de microfiltration (MF), caractérisées
par la taille de leurs pores, jouent un réle crucial dans I'élimination des polluants
organiques et inorganiques. Par exemple, elles permettent d'atteindre un abattement
de 99% de la DCO sur une charge organique de 10500 mgpco.L™, une réduction de
93% du N-NHj4 et une élimination de 90% du P-POg, ce résultat étant obtenu avec
HRT de 5 heures et un SRT de 7 jours et une concentration en MES de 10 g.L1[187])
et d’avoir une qualité d’effluent traité respectueuse des normes, et impose donc la
désinfection de I’effluent sans intermédiaire ou d’utilisation d’oxydant comme dans
des systéemes conventionnels ou des traitements tertiaires sont nécessaires pour
obtenir une telle qualité [188-194], ce qui permet d’éviter la production de molécule
cancérigenes [184].

La clarification ne se faisant plus par décantation, dans de tels systémes, la qualité

de la séparation finale n'est plus liée a I'état de floculation de la biomasse,
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contrairement aux systémes conventionnels intensifs a cultures libres, tels que le
procédé a boues activées, la biomasse devait toujours présenter une bonne
décantabilité : taille des flocs > a 50 um [183], concentration en MES < a 3-5 g/L,
pas de biomasses filamenteux excédentaires, sinon des dysfonctionnements
majeurs apparaissaient (mauvaise qualité d’eau secondaire, perte en boues, voire
lessivage de I'unité). Dans le cas du MBR, la décantabilité n’est plus un parametre
clef (sauf s’il peut étre relié a une bonne filtrabilité), le fonctionnement du systeme
en est alors d’autant plus robuste et fiable.

v En permettant de travailler a des concentrations plus élevees, le MBR offre
I'avantage de prolonger les temps de rétention de la fraction particulaire active,
pouvant méme atteindre une rétention totale. Cela a pour conséquences [195] :

»  D’augmenter les vitesses de réaction permettant alors, soit de réduire les
volumes de bassins biologiques par rapport aux systémes conventionnels, soit
de réduire la charge massique (kgoco/kgmvs/j) imposée au systéme et donc,
cela conduit a la production de boues [196], alors que dans les systemes a
boues activées classiques, le conditionnement des boues excédentaires peut
représenter 50% a 60% des colts totaux de fonctionnement [197].

»  D'accroitre sa robustesse face aux fluctuations momentanées de charges [160].

»  D'induire une modification de composition de la population bactérienne [183,
198] qui améliore I'élimination d'azote, favorisée par le développement des
bactéries nitrifiantes, contribue a réduire les codts de fonctionnement
associes. Les temps de sejour prolongés de la biomasse et la diversité des
communautés bactériennes peuvent étre bénéfiques pour éliminer des
composés vus comme difficiles a biodégrader dans les systémes classiques.
Les micropolluants peuvent étre cités comme exemple a cet égard [166].

v Un autre avantage des MBR réside dans la totale indépendance entre I’HRT et SRT,
contrairement aux STEP conventionnelles ou un faible HRT correspond
nécessairement a un SRT élevé. Alors que ces STEP classiques peuvent atteindre
un SRT jusqu'a 20 jours, le MBR offre la possibilité de travailler avec des SRT plus
longs (de 199 a 201 jours) grace a la rétention compléte de MES [199-201] ; ce
bénéfice est notable car il favorise le développement de bactéries a croissance plus
lente, telles que les bactéries autotrophes de la nitrification, a des SRT élevés. Ainsi,

il devient possible de travailler avec une biomasse plus diversifiée et plus efficace
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pour le traitement de I'ammonium [202], mais aussi de certains micropolluants par
co-métabolisme [204-205]. Une autre conséquence directe de cette augmentation du
SRT est la diminution des volumes de boues a extraire, réduisant ainsi la production
de boues. En effet, une augmentation du SRT de 10 a 30 jrs entraine une diminution
de 0.31 4 0.16 Kg de boues produites (MVS) par Kg de DCO éliminé (Kgmvs.Kgpco
1). Cela entrainera une diminution du co(t de traitement des boues, qui représentent
généralement entre 25% et 60% des colts d'exploitation d’une STEP [206-208].

v Lorsque la concentration de biomasse dans le STEP dépasse une valeur critique
d'environ 4 a 5 g.L %, la capacité de séparation par décantation gravitaire devient
considérablement compromise, voire interrompue dans les systemes a boues
activées [209]. Le MBR peut fonctionner avec des concentrations de biomasse de 2
a 5 fois supérieures (entre 8 et 25 g.L?). Cela permet d'obtenir un effluent traité
d'une qualité exceptionnelle en termes de réduction de la turbidité, de MES, de la
DBO, de la DCO, de la désinfection et des sous-produits de désinfection.
Contrairement aux STEP classiques, ou la qualité du rejet est directement liée aux
capacités de décantation de la biomasse, influencées par les caractéristiques de
I'effluent a traiter [210].

Néanmoins la maitrise compléte de I’étape de séparation en cours d’opération reste un
défi a relever pour que ce procédé puisse prétendre au développement qu’il mérite face aux
enjeux environnementaux. Cette maitrise par les opérateurs est encore limitée par le manque
d’outils prédictifs d'évolution de perméabilité membranaire en cours d’opération, cette
évolution est en effet liée a un trés grand nombre de parameétres dépendants aussi bien de la
nature d'eau a traiter que du choix du module membranaire.

En explorant les conditions biologiques de culture et la répartition des flux au sein des
unites, il devient évident que travailler avec une concentration élevee en biomasse comporte
a la fois des avantages et des inconveénients. Alors, cela peut favoriser la performance globale
du systeme, qui peut entrainer des limitations en termes de transfert de matiére, notamment
d'oxygene [211]. L’optimisation et la maitrise des conditions opératoires s’averent difficiles
a réaliser, sans oublier I'introduction des MBR pour le traitement des eaux implique des codts
de maintenance et d'investissement non négligeables. Malgré une tendance a la baisse des
prix des membranes [212], le MBR demeure un procédé plus onéreux que les systemes
classiques, en raison de l'installation des membranes et de I'utilisation d'air pour prévenir le

colmatage.

40



LES BIOREACTEURS A MEMBRANE Chapitre II

4. LES CARACTERISTIQUES DE L’EAU TRAITEE PAR MBR :
4.1. Principe de la séparation :

Une membrane poreuse est une barriere sélective composée d'un matériau poreux
structuré en couches minces. Elle est caractérisée par une ouverture de pores definissant un
seuil de coupure et une perméabilité. La séparation par membrane est basée sur le principe
d'exclusion de taille : seuls le solvant et les composés dont la taille inférieure au seuil de
coupure peut étre traversé la membrane, Figure 11.04. La fraction de la suspension ainsi
récupérée constitue le perméat, celle retenue en amont le rétentat. L'énergie requise pour la
séparation est générée par différence de pression appliquée de part et d'autre de la barriére

filtrante, avec une pression plus élevée du c6té du rétentat par rapport au coté du perméat.
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Figure 11.04 : Séparation par filtration sur membrane micro ou ultrafiltration.

Dans le MBR, la fonction premiére de la membrane est de retenir les microorganismes
au sein du bioréacteur. Le seuil de coupure est donc choisi soit en MF si seul I’arrét bactérien
est attendu, soit en UF si une désinfection totale intégrant I'arrét des virus est souhaitée. Le
choix de la membrane dépend alors de ses propriétés mécaniques et chimiques, sa
perméabilité, mais également de son comportement vis a vis du colmatage au cours
d'opération de filtration. Par conséquent, malgré une perméabilité initialement inférieure, les
membranes d'UF peuvent étre préférées aux membranes de MF en raison de leur meilleure
résistance au colmatage. Cette sélectivité permet non seulement de retenir les bactéries, mais
aussi les macromolécules qui échappent généralement a la décantation. Le temps passé dans
le systéme correspond au temps de rétention de la phase particulaire (en jours) plutdt qu'au
temps de séjour hydraulique (en heures) [181].

4.2. Contraintes liées aux performances de colmatage :

Le colmatage membranaire représente la principale contrainte pour I'efficacité de la
séparation. Il résulte de I'accumulation et/ou de I'adhérence de composés sur la surface de la
membrane et/ou dans sa matrice poreuse, altérant ainsi sa perméabilité. Outre I'augmentation

de la consommation énergétique due a la filtration, le colmatage contribue au vieillissement
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des membranes en raison des contraintes répétées de régénération. Dans le mode de filtration
frontale, I'accumulation des particules de suspension a la surface de la membrane est
inévitable : aucune force répulsive n'est présente pour empécher I'accumulation des
composés retenus. Un état d'équilibre ne peut étre obtenu et un accroissement rapide de la
résistance hydraulique globale se produit. Le fonctionnement d'un tel systéme nécessite alors
des cycles de lavages fréquents pour éliminer le dép6t formé. Dans le cas de suspensions
bactériennes concentrées, le colmatage du milieu filtrant est extrémement rapide en raison
de la formation quasiment instantanée d'un gateau de boues : la filtration en mode frontal
pourrait alors ne pas constituer une solution technologique acceptable. Pour obtenir des flux
de filtration acceptables sans avoir recours a des rétro-lavages trop fréquents, il est nécessaire
d'imposer une turbulence pour déstructurer cette zone d'accumulation et améliorer le
transfert de masse en surface membranaire (état d'équilibre). Dans les MBR, les systemes de
1¢ génération associent le bioréacteur et les modules membranaires externes ou circule
tangentiellement la suspension bactérienne, Figure 11.06.

La suspension est alors transportée par pompage de la 1° unité vers la 2¢ par une boucle
externe de circulation. La minimisation du colmatage oblige alors a pratiquer une turbulence
en surface membranaire obtenue sous des conditions de circulation tangentielles extrémes
(avec des vitesses de 1 a 4 m/s dans les tubulures membranaires et des gradients de vitesse
de 103 a plus de 104 s1), des flux allant de 100 a 200 L/m2.h sont généralement observés,
sous des pressions de 1 a 3 bar. Cette solution, colteuse en énergie, était incontournable
dans les premiers temps car la surface membranaire disponible était faible en raison du prix
élevé des premieres membranes tenues [181]. Avec I'abaissement du col(t des membranes, les
procédés de 2¢ génération sont apparus Figure 11.07. Les membranes sont alors simplement
immergeées dans la suspension. Cette configuration offre la possibilité d'augmenter la surface
membranaire, permettant ainsi de travailler avec des flux de perméation plus faibles et donc
des pressions transmembranaires réduites.

4.3. Principe et Configuration de MBR :

Le développement des MBR a fait apparaitre deux configurations : externe MBRE, et
immergé MBRI, Figure 11.05, 11.06 et 11.07. Le-Clech et al. 2006 [194], rappellent I’histoire
du MBR, il a été introduit dans I’année 1960 dés que les I’'UF et MF ont été valables [214].
Le procédé est apparu dans 1’industrie vers la fin des années 60, il a été introduit par Dorr-
olivier Inc® et Rhone Poulenc [215] et il était constitué d’un bassin a boues activées avec une

boucle de recyclage externe au bassin, Figure 11.06 [213].

42



LES BIOREACTEURS A MEMBRANE Chapitre II
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Figure 11.05 : Conditions opératoires du modele MBRI [213].
Gréce a un systeme de pompage adapté, la boue est réacheminée du bassin vers le

module de filtration (de 0.05 et 0.4 um) placé a I’extérieur du bioréacteur [210, 215].

Recirculation des boues

Influent

L—P— Effluent

Air

Boues en excés

Figure 11.06 : Bioréacteur & membrane externe MBRE (recirculé) [213].

La filtration mise en ceuvre est de type tangentiel. L'avantage de ces fortes vitesses
tangentielles est de permettre une production importante de perméat pouvant atteindre
jusqu'a 170 L.h-L.m, tout en luttant contre le colmatage [207, 209, 216]. Pour limiter le
colmatage, une forte vitesse tangentielle de recirculation en entrée de module est maintenue
entre 2 et 5 m.s? [217]. Les membranes utilisées sont généralement de type tubulaire
céramique. Leur avantage réside dans une trés bonne résistance aux lavages chimiques
intenses, étant donné qu'elles supportent des températures allant jusqu'a 80 °C et des plages
de pH de 2 a 13. Cependant, malgré I'idée attractive et originale de remplacer le décanteur
secondaire par une filtration, le procédé restait en marge et était considéré comme non
applicable en raison des codts élevés d'investissement des membranes, de leur perte rapide
de perméabilité dans le temps, de la faible valeur économique du produit obtenu, ainsi que
de la forte consommation énergétique engendrée par I'utilisation de pompes centrifuges et la
recirculation [218] (une contrainte de cisaillement minimum doit étre appliquée a la
membrane pour limiter le colmatage sur la base de vitesses élevées de recirculation,

Reynolds turbulent) et la mise sous pression. La consommation énergétique des MBRE (0.7
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a 50 kwW.m®) [194, 207] est supérieure a celle des systémes a boues activées classique (0.3
kW.m) [157]. De plus, dans MBRE, I’objectif de fonctionnement était de travailler a fort flux
de filtration ce qui obligeait la pratique d’un recyclage forcé de la suspension au travers du
module membranaire générant des co(ts de fonctionnement du MBR prohibitifs.

En 1989 Yamamoto et al. [157], aprés 20 ans de la commercialisation des MBRE, et
avec I’idée d’immerger 1’unité membranaire dans le bioréacteur, Figure 11.07 [213],
ouvreraient une nouvelle voie de développement plus extensive (perméation faible),
Cependant, la diminution des co(ts énergétiques liés a la circulation intense de la suspension
dans les MBRE, ainsi que la simplification de la configuration des modules membranaires,

rendaient ce procedé viable pour le traitement des eaux usées [157].

Influent

Effluent

Bouesen excés

Figure 11.07 : Bioréacteur a membrane immergée MBRI [213].

Depuis lors, la baisse significative des colts des équipements des modules, ainsi que
I'amélioration de la maitrise de I'air par I'utilisation de fines bulles comme outil de turbulence
et de fourniture d'oxygéne nécessaire au métabolisme bactérien, ont favorisé leur
développement. Une aération efficace prés des membranes permet de lutter contre le
colmatage, tandis que l'augmentation des contraintes environnementales a également
contribué a leur expansion. Cette configuration présente I'avantage de conditions plus douces
pour la biomasse, et surtout, elle permet des économies sur les colts de consommation
énergétique (< 1 kW.m3) [194]. Dans cette configuration aucune pompe n’est utilisée pour
circuler la boue. Pour éviter le colmatage, le processus de filtration implique I'application
d'une pression négative (dépression) du coté perméat, ainsi que l'injection directe d'air sous
et a l'intérieur du module pour maintenir la suspension des particules et induire des
turbulences autour de la surface externe de la membrane [182]. Cependant, cet avantage est
contrebalancé par une diminution des flux de perméat, qui ne dépassent pas les 50 L.h-t.m?
dans certains cas [207, 218]. De plus, pour des fonctionnements a long terme, les flux

rencontrés se situent entre 5 et 20 L.h-t.m[219]. Cette configuration a stimulé le marché des
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MBR dans le traitement des effluents urbains en raison de ses codts énergétiques réduits,
mais aussi de la baisse des prix des membranes organiques par rapport a la configuration
externe, a savoir les membranes céramiques. Une autre configuration, les MBR immergées
externes (MBRIE), est apparue ces derniéres années, Figure 11.08. Cette nouvelle
configuration, classée parmi les configurations internes, représente un compromis entre les
MBRE et les MBRI. Les membranes sont immergées dans un boitier a I'extérieur du bassin
biologique. Cette configuration facilite les opérations de maintenance et limite le colmatage
par I’action de grosses bulles d’air a la surface membrane permettant de créer un cisaillement
[220]. Les membranes peuvent donc étre immergées directement dans le bassin biologique

(MBRI) ou alors a I'extérieur du bioréacteur, appelé le MBR immergé externe, MBRIE [193].

Recirculatign des boues

Effluent

Bouesen excés

Figure 11.08 : Bioréacteur a membrane immergée externe MBRIE [213].

5. UTILISATION DES MBR POUR TRAITER LES MEDICAMENTS :

Pour répondre aux exigences spécifiques de la réutilisation, différents niveaux de
traitement peuvent étre nécessaires. La Figure 11.10 illustre les polluants a éliminer en
fonction de I'application. Les techniques classiques de traitement des eaux usées par boues
activées sont particuliérement adaptées pour produire une eau de haute qualité [221]. Le
processus de décantation joue un role central dans ce traitement et constitue une étape
critique et limitante. En effet, la capacité de décantation des boues activées dépend des
caractéristiques physiques, chimiques et biologiques de I'effluent.

Toutes les MES ne sont pas entierement eliminées lors de la clarification, car ce
processus ne retient généralement que les flocs biologiques d'une taille supérieure a environ
50 um, laissant passer les particules fines et les bactéries libres. Afin d'améliorer la
séparation solide/liquide, il a été proposé de remplacer I'étape de décantation par une
séparation de type MF ou UF.
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Figure 11.09 : Schéma du mécanisme de filtration sur membrane poreuse.

Figure 11.10 : Recommandations sur les niveaux de traitement pour les diverses
utilisations des eaux usées recyclées [222].
Les performances du systeme membranaire, qui permet la séparation de particules

et/ou de molécules dans la phase liquide (MF, UF, NF, Ol, dialyse et électrodialyse),
dépendent du type de matériau membranaire utilisé ainsi que de ses propriétés structurelles
et de charge. Elles dépendent également de la nature de la force motrice, telle que le gradient
de pression, de concentration, de température, de potentiel électrique ou de pression partielle,
ainsi que de la configuration du module.

Sipma et al. (2010) [223] ont effectué une comparaison des performances entre les
STEP classiques et les systemes MBR. Leur étude, basée sur un ensemble considérable de
données concernant 30 médicaments sélectionnés, révéle qu'il est notable que seulement

trois molécules (Solatol, Famotidine et Hydrochlorotiazolde) sont mieux éliminées par les
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STEP classiques que par les systemes MBR. Pour les 27 autres molécules, I'abattement a éte
soit similaire, soit meilleur avec les MBR. L'AMX n'a pas éte étudiée ; cette molécule et son
action sont tres étranges, il n'y a pas beaucoup d'études portant sur son élimination.
Cependant, cette étude a démontré que cette molécule était éliminée efficacement, a plus de
98%, par les MBR. L'étude de Radjenovic et al. 2009 [224], comparant I'élimination de 22
médicaments par MBR et STEP, confirme ce constat. L'abattement des molécules
modérément éliminées en STEP (entre 10 et 60%) est sensiblement amélioré par les MBR et
peut méme dépasser 90% pour certaines. Pour les micropolluants peu biodégradables,
polaires et persistants, comme c'est le cas de nombreuses médicaments, Bernhard et al.
(2006) [183] précisent que de meilleures éliminations sont obtenues par MBR pour certaines
molécules présentant une structure chimique complexe, non éliminées en STEP [225-226].

Le MBR améliore 1’élimination des molécules modérément biodégradables et
hydrophobes [227]. Le MBR s’avére plus constant dans 1’élimination de micropolluants. Il
est remarquable qu’avec des SRT des boues identiques, des niveaux d'abattement similaires
aient été obtenus par les systtmes MBR et STEP pour différents micropolluants, ce qui
confirme I'importance majeure du SRT dans I'élimination des micropolluants [228]. Par
conséquent, le principal avantage du MBR semble étre la possibilité de definir
indépendamment le SRT et ’HRT.

Tambosi et al. (2010) [229] ont confirmé l'importance du SRT en constatant une
amélioration de I'élimination de six molécules pharmaceutiques suite a une augmentation du
SRT de 15 a 30 jours dans un MBR. Un SRT plus long permet de maintenir un potentiel
métabolique lorsque certains substrats ne sont plus présents dans I'effluent. Ainsi, le MBR
conserve une sorte de mémoire, ce qui lui confere une certaine souplesse face aux
fluctuations importantes de concentration [227]. Malgré cette évidence quant au role de I'age
des boues, il n'a pas été possible d'établir de corrélations nettes entre le SRT et I'éelimination
des composés pharmaceutiques [230-232]. Clara et al. (2005) [233] suggerent néanmoins
qu'une valeur critique du SRT peut étre déterminée si la biodégradation d'un composé dépend
du SRT. De plus, il semble que les effets positifs du SRT sur I'élimination de la plupart des
médicaments atteignent leur limite pour un age des boues dépassant 30 jours [233].

La concentration accrue de biomasse dans les MBR entraine une diminution de la
charge massique et, par conséquent, de la quantitt de MO disponible par unité de
microorganismes, ce qui renforce les conditions de substrats limitants. Par conséquent,

I'épuisement du carbone et/ou de I'azote augmente la dégradation de certaines molécules
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pharmaceutiques, car ces conditions contraignent la biomasse a dégrader les substances
faiblement biodégradables. Ce métabolisme oligotrophe favorise ainsi la dégradation de ces
composeés a des concentrations environnementales [233].

Il est également supposé que la forte concentration de biomasse dans les MBR a un
effet positif sur I'élimination par sorption des micropolluants en raison de la plus grande
quantité disponible de matiére absorbante [223]. De plus, une concentration de biomasse plus
élevée confere une stabilité et une résistance accrues aux pics de substances toxiques [199,
234]. D'un point de vue plus général, cette concentration de biomasse plus élevée permet de
réduire le volume de boues produites, ce qui entraine une réduction des codts de traitement.
Des abattements similaires a des SRT identiques indiquent également que les membranes
utilisées dans les MBR ne constituent pas une barriére physique efficace pour I'élimination
des micropolluants. Les molécules pharmaceutiques sont en effet de petite taille, comprises
entre 200 et 300 Da, et sont donc au moins 100 fois plus petites que le seuil de coupure des
membranes de MF et d'UF utilisées en MBR [79]. Cependant, la membrane qui permet la
rétention quasi compléte de MES retient également les molécules pharmaceutiques
hydrophobes s'adsorbant sur les boues, lesquelles résident plus longtemps dans les MBR que

dans les STEP conventionnelles, ce qui peut augmenter leur élimination [228].

CONCLUSION :

De nombreux nouveaux produits chimiques, notamment ceux utilisés dans le
traitement médicamenteux, continuent d'augmenter en nombre et peuvent interagir avec le
systéeme endocrinien. Parmi eux, les antibiotiques sont ceux qui présentent le plus fort
potentiel d'impact. Les eaux usées urbaines et domestiques sont ainsi les principales sources
de contamination. Malheureusement la présence de ces antibiotiques, a savoir I’AMX, dans
I'environnement aquatique indique que leur épuration en STEP n'est pas suffisante pour
limiter leur action néfaste. En STEP, la pollution organique est majoritairement éliminée par
des systemes de boue activée basés sur une biomasse épuratrice en suspension dans des
bioréacteurs aérés, alors que certains de ces antibiotiques sont récalcitrant et résiste a la
biodégradation. Des traitements alternatifs tels que des procédés d'oxydation avancés
peuvent étre proposés pour permettre une élimination satisfaisante de ces micropolluants,
mais leurs colts élevés expliquent qu'ils soient appliqués uniquement pour la potabilisation
de l'eau. Effectivement, le traitement des eaux usées est motivé par une préoccupation

environnementale, mais il est crucial de prendre en compte I'aspect économique. Ainsi,
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privilégier I'amélioration des procédés biologiques et des filiéres de traitement est préférable.
Dans cette optique, le développement d'une technologie de séparation sur membrane poreuse
en association a un systéme biologique (procédé hybride) représente une voie prometteuse,
le MBR a permis de résoudre plusieurs problémes concernant les performances en termes de
qualité d'eau et de rendement épuratoire. Cette nouvelle sélectivite, qui implique la rétention
des germes, virus et bactéries, dépend de plusieurs parametres, notamment le choix de la
membrane et du domaine de filtration. Elle permet de produire une eau répondant aux
normes requises pour une utilisation en tant qu'eau de baignade. Quelques recherches portent
sur l'application de ce procédé pour le traitement des produits pharmaceutiques ont abouti a

un taux d'élimination de plus de 90% a 99% pour certains antibiotiques.
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METHODES D’ANALYSE ET CONDITIONS OPERATOIRES Chapitre III

Les études d’inhibition réalisées dans la présente étude seront conduites en deux modes
de fonctionnement des réacteurs biologiques, initialement des tests ont été menés en batch
(tests respirométriques) puis en continu (bioréacteur MBRI), plusieurs paramétres
nécessitent une attention particuliere afin que les résultats soient reproductibles et les
expérimentations soient comparables entre elles. Le présent chapitre résumera toutes les
procédures expérimentales conduites dans les études menées en batch et en continue, les
parameétres a fixer dans ces deux modes de fonctionnement des réacteurs ainsi que les
parametres de suivi pour caractériser et quantifier I’inhibition par la molécule d’intérét.

1. LES PARAMETRES DE SUIVI :

Une variété de parametres de suivi a été effectués, se divisant entre ceux réalises sur
la phase liquide (comme le substrat synthétique, le perméat, etc.) et la phase solide
(comprenant les inocula, la liqueur mixte prélevée des réacteurs, etc.). Le choix de ces
parametres s'est basé sur leur pertinence analytique. Les mesures effectuées dans la phase
liquide sont entreprises apres une filtration a des seuils de 0.45 ou 1.2 um, afin d'isoler la
fraction soluble du contaminant. Les analyses des échantillons non filtrés sont rendues
difficiles en raison de la présence de flocs en suspension. La teneur en carbone est quantifiée
par la mesure de la DCO, ainsi que par le COT, le TC, I'lC et la MO. La fraction azotée est
évaluée via la mesure de I'azote ammoniacal (N-NH4"), des nitrates (N-NOz") et des nitrites
(NO2Y). Pour ce qui est de la fraction solide, elle est mesurée par la quantification des MES,
des MVS et des matiéres séches (MS). L'aptitude des boues a la décantation est
principalement évaluée a travers I'indice des boues (IB) et I'indice filamenteux (IF).

1.1. Dosage de la DCO [82, 227] :

La DCO est une mesure qui évalue la pollution oxydable chimique de maniere globale.
Elle représente la quantité d'oxygene nécessaire pour oxyder la pollution lors d'une réaction
a chaud avec un mélange sulfochromique. Aprés cette réaction, la quantité de dichromate
consommée est mesurée colorimétriqguement a l'aide d'un spectrophotomeétre. Cette mesure
a été effectuée en tenant compte des précautions suivantes :

e L’échantillon doit étre dilué pour que la DCO soit incluses dans 1’'une des deux
gammes des solutions de digestion pré-préparées (0-150 et 10-1500 mgo2/L).

e Unvolume de 2 mL d’échantillon est mélangé a la solution de digestion. Ce mélange
réactionnel est composé de dichromate de potassium (oxydant fort), de sulfate de
mercure (pour ¢liminer I’interférence des autres ions, principalement les chlorures)

et de la solution acide de sulfate d’argent (catalyseur).

50



METHODES D’ANALYSE ET CONDITIONS OPERATOIRES Chapitre III

e L’échantillon est ensuite chauffé a reflux pendant deux heures a 148-150 °C dans un
bloc de digestion avant de le laisser refroidir.

e Les composés organiques oxydables provoquent la réduction d’ion dichromate Cr!
en ion Chrome Cr'"'. La quantité de dichromate résiduelle ou la quantité de Chrome
trivalent produite est mesurée par spectrophotométrie visible a une longueur d’onde
de 440 nm pour la basse gamme de 0-150 et & 620 nm pour la forte gamme de 10-
1500. Un blanc est réalisé a chaque fois a partir d’un échantillon d’eau distillée.

e La concentration en DCO s’exprime en mgo2/L, mais par simplification elle sera
notée en mg/L, en utilisant les deux droites d’étalonnage préalablement établies,
I’incertitude relative sur ces mesures est de 1’ordre de 20%, sauf pour des solutions

trés diluée elle est inférieure a 20 mg/L.

,; - = :

04—

s v

4

Figure 111.01 : Photographie du bloc de digestion ez I’UV-Visible JASCO V-630 utilisés
pour la mesure de DCO.

1.2. Dosage du COT, TC et IC [82, 227] :

Les analyseurs Sievers InnovOx—Firmware Version 3.01 et TOC-V CSH/CSN de
SHIMADZU ont été utilisés dans cette étude. Ces analyseurs, dotés d'une sensibilité élevée,
permettent de mesurer la concentration de COT, d’IC et de TC dans les échantillons liquides.
Ils utilisent une méthode d'oxydation a I'eau supercritique (SCWO) pour quantifier une large
gamme de concentrations de carbone dans des matrices complexes d'échantillons, y compris
celles contenant des concentrations élevées de solides dissous totaux (SDT) et de particules.
Dans le dispositif d'analyseur COT, les composants organiques sont oxydés en CO- a des
températures élevées dans un réacteur hermétiquement fermé, a l'aide d'un agent
d'oxydation. La concentration de COT dans I'échantillon peut étre calculée a partir de la
différence entre les concentrations de TC et de IC (COT = TC - IC). De plus, un gaz peut

étre utilisé pour injecter I'échantillon afin d'éliminer le IC sous forme de CO; ; une fois cette
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opération réalisée, la mesure est appelée carbone organique non purgeable (CONP). Les

mesures de CONP sont appropriées lorsque I'échantillon présente un faible niveau de

carbone organique purgeable (COP). Ces analyseurs peuvent étre utilisés pour surveiller

différents échantillons d'eau, allant de I'eau ultra-pure contenant 0.5 ppm (= mg/L) de COT

a I'eau contenant jusqu'a 50000 ppm de COT.
' I

1.3.

Figure 111.02 : Analyseur COT Sievers InnovOx—Firmware et TOC-V CSH/CSN de

SHIMADZU utilisé pour la mesure de COT.

Dosage de la Matiere Organique MO [82] :

La concentration de la MO a été évaluée en utilisant I'oxydation au permanganate de

potassium en milieu acide ; le permanganate fournit en milieu acide I’apport d’oxygéne

nécessaire a I’oxydation compléte des MO provenant de diverses sources dans I’échantillon.

Le protocole opératoire utilisé pour déterminer ce parameétre est le suivant :

>

Matériels : burette graduée en mL et son support, erlenmeyer de 250 mL, éprouvette
de 100 mL et trois pipettes de 10 mL graduées en dixieme de mL.

Réactifs : Solution de permanganate de potassium N/80 (Une solution normale, N,
contient 3.6068 g de KMnOQOs en produit pur par litre ; a partir d’une solution N/10
contenant 3.1607 g de KMnQg4 pur par litre, on pourra obtenir 21000 mL d’une solution
de N/80 en prenant 125 mL de la solution N/10 que I’on compléte avec 875 mL d'eau
distillée.), Solution de sel de Mohr (sulfate de fer et d’ammoniaque) a 0.5%
(Dissoudre 5 g de sel de Mohr en produit pur dans 500 mL d'eau distillée additionnée
de 5 mL d’acide sulfurique en produit pur ; compléter a 1000 mL ; On obtient une
solution a 0.5%.), Solution d’acide sulfurique au % en volume (Diluer 50 mL de
H>SO4 en produit pur dans 50 mL d’eau distillée. Refroidir pendant la préparation

pour éviter 1’ébullition par réaction exothermique.).
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> Protocole : Introduire 100 mL d’échantillon sous analyse dans I’erlenmeyer. Ajouter
2.5 mL d’acide sulfurique au 1/2, puis porter a ébullition. Introduire alors 10 mL de
permanganate de potassium N/80 et maintenir a ébullition 10 mn tres exactement.
Refroidir rapidement, puis introduire 10 mL de solution de sel de Mohr. Remplir la
burette avec la solution de permanganate N/80 jusqu’au trait zéro. Verser goutte a
goutte avec la burette jusqu’a une 1égére teinte rose.
La teneur en MO dans I'eau analysée exprimée en mg/L d'oxygéne est :
MO en mg/L d’O2=0.5 (A-B) (111.02)
NB : Si l'analyse est effectuée a I'aide d'une burette graduée en mL et si A et B sont les
volumes de permanganate de potassium utilisés :
MO enmg/Ld’O,=A—-B (111.02)
Les résultats sont généralement exprimés en mg/L d’O> mais peuvent I'étre parfois en mg/L
de KMnOsy :
1 mg/L d'O2 = 3.95 mg/L de KMnOg4 (111.03)

1.4, Dosage des N-NH4*, N-NOgs™ et des NO2[82, 227] :

Les mesures de la fraction azotée sont réalisées par les mesures des formes suivantes
N-NH4*, N-NOs et des NO2 dans des échantillons de la liqueur mixte filtrée du bioréacteur
et dans le perméat. Le dosage est effectué en utilisant des tubes prés dosés et a I’aide du
spectrophotometre HACH DR3900, Figure 111.03. Apres avoir filtré la liqueur mixte issue
de bioréacteur et de perméat par un papier filtre glass microfibre filtres GF/C Whatman a un
seuil de coupure de 1.2 um, les échantillons obtenus ont été dosés dans les tubes LCK 340
pour le nitrate, les tubes LCK 342 pour nitrites et les tubes LCK 303 pour I’ammonium, la

mesure est une lecture directe dans le spectrophotometre, exprimée en mg/L.

Figure 111.03 : Photographie d’'un Spectrophotométre HACH DR3900 pour les analyses
avec des tubes prés dosés.
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1.5.

Dosage de MES, MVS, MS [82, 227] :
. Les MES et les MVS :

Les MES et MVS, sont considérées comme indicateur important dans la caractérisation

des boues activées, I’importance de ces deux paramétres est restée beaucoup plus dans la

détermination des MVS, qui donne une estimation approximative, non précise, sur la quantité

de la biomasse présente dans la liqueur mixte des boues activées. Pour leur détermination,

deux techniques sont principalement utilisées, la centrifugation et la filtration sous vide. La

technique de centrifugations présente plusieurs inconvénients vis-a-vis la précision de la

mesure et la répétabilité ; donc, I’utilisation de la technique de filtration sous vide est

recommandée. Le protocole utilisé pour la détermination de MES et des MVS est le suivant :

v

Utiliser un filtre é fibre de verre de 0.45 um de porosite, le séché a 150 °C a I’étuve
pendant 20 min aprés un simple nettoyage avec de I’eau distillée.

Refroidir le filtre dans un dessiccateur et peser, noté mL.

Prélever un volume V d’échantillon a caractériser, tel que la masse de matiéres retenues
sur le filtre soit au moins de 1 mg/cm?, sinon diluer 1’échantillon.

Placer le filtre sur le support, fixer I’ensemble de filtration et la trompe a vide, verser
I’échantillon, mettre sous vide et laisser filtrer jusqu’a écoulement complet.

Rincer les parois du systeme avec de 1’eau distillée, couper le vide, retirer le filtre et
le séché a I’étuve a 105 °C au moins 02 heures jusqu’au avoir une masse constante
apreés refroidissement 20 min dans le dessiccateur puis peser, noté ms.

Le point de matiere en suspension en mg/L, donné par :
my, — my
%4
La mesure des MVS se fait par continuation de procédure de détermination de MES.

MES = (I11.04)

Le taux de MVS est obtenu par double pesée apres une calcination a 550 °C, pendant
2 heures, on note ms. L’incertitude relative sur ces mesures est de 5%, sauf pour des
valeurs trés faibles (inférieurs a 5 mg/L) pour lesquelles I’incertitude est grande. La

valeur de MVS sera déterminée comme sulit :

m; — mj
MVS = ——— (111.05)
Le rapport des MVS (%) :
% MVS MVS] 100 I11.06
= * .
0 [MES] ( )
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. Les MS :

La mesure de la masse de matiere seche se réalise en trois étapes :

v Le prélévement de 1’échantillon a mesurer est une étape assez délicate car les MES
ont tendance a décanter. Pour avoir une mesure fiable, il est nécessaire de trouver un
moyen d’homogénéisation du milieu de prélévement et de prélever un échantillon
suffisamment volumineux pour étre représentatif du milieu. Il est aussi recommandé
de faire plusieurs prises d’échantillons.

v L’échantillon prélevé est placé dans un récipient en verre ou/et en aluminium
préalablement séché et pesé, puis mis a I’étuve, a 150 °C jusqu’a complete
évaporation du liquide.

v Le récipient est a nouveau pesé et la masse de matieres seches en est déduite par

différence de poids

1.6. Estimation d’Indice des Boues (IB) et I’Indice Filamenteux (IF) [82, 227] :

L’aptitude des boues a décanter a été quantifiée par I’estimation de I’I1B, qui sera
mesurée quantitativement en utilisant une éprouvette graduée de 01 Litre. L’IB est mesuré
afin de caractériser 1’état initial des inocula. Cet indice représente le volume occupé par un
gramme de boue aprés 30 minutes de décantation statistique dans une éprouvette graduée et
transparente, il est défini par :

VD3

IB =
MES,,

(111.07)

Sachant que : VDzo : volume de boue décanté en trente minutes (en mL), MESep :
concentration en MES dans 1’éprouvette (en g/L). Le test n’est validé que si le volume
décanté est entre 100 mL et 300 mL. Lorsque la décantation des boues est médiocre, il devient
impératif de faire des dilutions sur les échantillons a tester, et le calcul de I’IB tiendra compte
du facteur de dilution. Le calcule d’IB exige la mesure de la concentration en MES. L’IB est
un parametre précieux, qui a de multiple application au niveau de STEP. Les valeurs
obtenues sont comparées aux valeurs seuils fixées, Tableau 111.01.

Tableau 111.01 : Valeurs seuil de /’indice de boue [198].

IB < 100 mL.g' de Condition idéale: les boues sédimentent facilement et plus
MES souvent bien minéralisées (MVS<65%)

100 < IB < 150 mL.g* Condition acceptable pour des installations fonctionnant dans
de MES le domaine de faible charge-aération prolongé.

IB > 150 mL.g! de Difficultés possible de décantation liées au développement de
MES bactéries filamenteuses.

55



METHODES D’ANALYSE ET CONDITIONS OPERATOIRES Chapitre III

L’estimation de I’abondance des filaments dans les boues sera par 1’attribution d’IF
[198, 230], aprés une visualisation microscopique a plusieurs agrandissements dans un
microscope OPTECH-TECHNOLOGY menu d’application pilote INFINITY, Figure 111.04.

Figure 111.04 : Moyen de mesure de l'indice de boues et photographie d 'un microscope
OPTECH Technology-Infinity utilisé pour la visualisation des flocs bactériens.

1.7. Parametres de Mesure Directe :

Certains paramétres ont été mesurés directement par 1’utilisation d’un seul appareil
multi-parametres, Oxi-multi 3430 de WTW, Figure 111.05, qui permet de mesurer : la salinité,
TDS, conductivité, oxygéne dissous, potentiel redox, pH et la température, par 1’utilisation

des trois sondes IDS de WTW, raccordées a ce dispositif.

Figure 111.05 : Un Multi-parametres, Oxi-multi 3430 de WTW utilisé pour les mesures
directes de certains parametres.
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Afin d’assurer un meilleur suivi des concentrations d’ Oz lors des tests respirométriques
et de bien exploiter les résultats de consommation d’oxygene en fonction du temps, la sonde
de I’appareil d’oxymetre utilisée doit avoir un temps de réponse assez réduit, cette durée est
nécessaire pour que la valeur de 1’oxygéne passe de 0 2 99% de la concentration de saturation
en oxygeéne. Ceci sera déterminé en relevant le temps nécessaire pour passer d’une eau
dépourvu d’oxygene (par barbotage d’azote gazeux), a une solution saturée en oxygeéne (en
barbotant d’air) [228]. Les sondes utilisées dans ce travail, présentent un temps de réponse
varie entre 3 et 7s ; ce qui  permet la détection rapide de la variation de la mesure d’oxygene
dissous, d’une part, et d’autre part d’utiliser un petit pas de temps d’enregistrement.

1.8. Dosage du Micropolluant Amoxicilline (AMX) :

La molécule d’AMX a été analysée dans la liqueur mixte filtrée et le perméat du MBR
avec un analyseur chromatographique liquide couplé a un détecteur UV-Visible,
HPLC/UV/Fluo, Figure 111.06, de la marque Chaine HPLC 600E, piloté par un logiciel
EMPOWER-Build1154, et avec ’utilisation de la colonne APEX-WP-ODS, 25cm/4.6mm.

Pour s’assurer de la bonne quantification d’AMX dans les échantillons, d’autres
analyses ont été réalisées, utilisant aussi la chromatographie liquide couplée a un triple
quadripolaire LC/MC/MC, de la marque Micro API, Figure 111.07, menu d’un détecteur
UV/VIS PDA 996 et piloté par un logiciel Masslynx 4.1., avec I’utilisation de la colonne
APEX WP ODS 7y, 25 cm/4.6 mm, en présence d’un générateur d’azote.

Pour la quantification du micropolluant piégé la matrice solide, les boues activées
séchées ont été analysées avec un Infra-Rouge a transformée de fournier, Figure 111.08, de
la marque Spectrometre IR-TF Nexus (Thermo-Electron) piloté par un logiciel OMNIC (5.0.)
Analytique ESP et utilisant un ATR en Diamant Smart Golden Gate.

(©)
Figure 111.06 : Photographie de ’appareil d’HPLC utilisé pour la quantification du
micropolluant dans la fraction liquide
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T
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Figure 111.07 : Photographie de I'appareil LCMS-MS utilisé pour la quantification du
micropolluant dans la fraction liquide

(a) (©)
Figure 111.08 : Photographie de [’appareil IR utilisé pour la quantification du
micropolluant dans la fraction solide

2. QUALIFICATION ET QUANTIFICATION DE L’ACTIVITE :

La quantification et la qualification de 1’activité microbienne ont été évaluées par des
tests respirométriques appliqués sur des boues activées acclimatées et non au substrat
synthétique et aux micropolluants, incubés dans des réacteurs batch, ou des boues activées
prélevées au niveau du bioréacteur MBRI, ces tests offrent un suivi rapide et simple de
I’évolution de la vitesse de la consommation d’oxygéne dissous en condition aérobie OUR
(Oxygen Uptake Rate) par les microorganismes. Le principe de la technique, les conditions
opératoires, la mise a I’endogéne, la discrimination entre 1’activité des hétérotrophes et des
autotrophes seront bien détaillés dans le Chapitre 1V.

3. LES EFFLUENTS SYNTHETIQUES UTILISEES :

L’effluent qui alimente une STEP urbaines, présente un rapport de biodégradabilité
d’eau usée brute, not¢ DCO/DBO, d’environ 2, ce qui indique un caractére moyennement
biodégradable [225]. Pour utiliser des substrats synthétiques proches aux effluents réels,
plusieurs études ont été menées [221, 235- 237] afin de décider des effluents synthétiques les

plus proches des effluents réels de point de vue biodégradabiliteé.
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3.1. Substrat Synthétique Utilisé dans les Réacteurs Fonctionnant en Batch :
L’effluent synthétique utilisé dans les études en batch est un substrat binaire contenant
une source de carbone et une source d’azote ainsi que certains micronutriments, les produits
utilisés sont de nature facilement biodégradable afin de faciliter leur dégradation ainsi que
leur rapide acclimatation. Généralement, la MO qui est directement assimilable par les
microorganismes ne représente généralement qu’environ 11 % en moyenne dans les
effluents réels [238], et les autres composés doivent étre hydrolysés par les enzymes
extracellulaires, avant leur assimilation. L’effluent synthétique utilisé¢ a base de sels de
chlorure d’ammonium comme source d’azote a nitrifier et d’acétate de sodium comme
source de carbone organique nécessaire a la croissance et I’entretien de la biomasse, présente
une phase de latence tres réduite qui serait idéal a utiliser et a considérer dans les études en
batch [239]. Les nutriments ajoutés permettent principalement a assurer une source de
phosphore nécessaire a la croissance bactérienne [240] et offrant ainsi des conditions se
rapprochant de I’environnement des eaux usées a traiter. Le Tableau 111.02 regroupe la
composition de I’effluent synthétique utilisé dans toutes les études menées en batch.

Tableau 111.02 : Les caractéristiques de l’effluent synthétique et de la molécule d’AMX.

Constituants Concentration (mg/L)
Source de carbone : C;H3z02Na (Acétate de sodium) 2564
Source de ’azote : NH4CI (Chlorure d’ ammonium) 1492
Les nutriments :

NH4CI-N 6.8

FeCls; 2.3
MgSO4 166
CaCl; 412

Phosphate Plug: pH, 7.24
KoHPO4 410
KH2PO4 90
Le micropolluant :
Amoxicillin: C16H19N30sS 02 gammes

AMX trihydrate : C16H19N305S.3H,0

3.2. Substrat Synthétique Utilisé dans les Réacteurs Fonctionnant en Mode
Continu d’Alimentation :

Le réacteur MBRI, sera alimenté de fagon continu par la solution concentrée en substrat
synthétique tertiaire composé d’acétate de sodium tri hydraté (CoHsNaO., 3H:0), de
chlorure d’ammonium (NH4CI) et I’Hydrogénophosphate d’ammonium (N2HsPO4) comme
source de carbone, d’azote et de phosphore respectivement, sachant que la concentration en
substrat dans le MBR est fixée de sort qu’on atteigne une charge massique de 0.1 kg.m3, j*.

Par ailleurs, quelles que soit les conditions de charge volumique, les boues doivent étre
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dopées en nutriment avec un rapport DCO/N/P égale a 100/10/1, afin d’éviter les problémes
de carence en nutriments sans qu’on puisse ¢liminer la charge azotée et phosphorée.

Tableau I11.03 : Concentrations en chlorure et d’4MX a injecter par un pas dans le MBR
Mamx (9) (N) M (9)

Pas 1 =0 mg/L 0 33.63
Pas 2 = 25 mg/L 0.0125 33.62
Pas 3 = 50 mg/L 0.025 33.62
Pas 4 = 75 mg/L 0.037 33.61
Pas 5 =100 mg/L 0.05 33.61
Pas 6 = 125 mg/L 0.06 33.60
Pas 7 = 150 mg/L 0.075 33.60
Pas 8 = 175 mg/L 0.087 33.60
Pas 9 = 200 mg/L 0.1 33.60

L’alimentation du réacteur MBRI sera par des pas chaque 09 jour, le calcul des
concentrations a injecter afin d’assurer la fixation des différents rapports sera détaillé dans
[’Annexe A, les calculs des concentrations a injecter pour le substrat phosphoré, azoté et
carboné sont résumés respectivement dans les Tableaux 111.3 et 111.4 , notons qu’un apport
en carbone en azote est assuré également par le micropolluant I’AMX (C16H19N30sS) et sera
considéré dans les différents calcul des doses a injecter.

Tableau 111.04 : Les concentrations en acétate et d’AMX a injecter par un pas dans le MBR

Le Pas mamx (9) (C) mc(g)
Pas 1 =0 mg/L 0 256.36
Pas 2 = 25 mg/L 0.0125 256.33
Pas 3 = 50 mg/L 0.025 256.30
Pas 4 =75 mg/L 0.037 256.27
Pas 5 =100 mg/L 0.05 256.23
Pas 6 = 125 mg/L 0.06 256.21
Pas 7 = 150 mg/L 0.075 256.17
Pas 8 = 175 mg/L 0.087 256.14
Pas 9 = 200 mg/L 0.1 256.10

4, SOURCE DES D’INOCULA UTILISES :

Les inocula utilisés dans la présente étude sont collectés au niveau de deux stations
traitant des eaux usées urbaines et plus précisement des bassins biologiques. La qualité et la
source des boues activées affectent énormément les résultats de la biodegradabilité et
principalement les tests respirométriques, car la réponse respirométrique dépendent de
’activité microbienne, qui elle-méme dépend de 1’état de minéralisation des boues, qui est
fonction en grande partie de 1’age des boues et des conditions de fonctionnement de la station

[228]. Les sources de boues activées utilisees dans cette étude sont de deux types :
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o CAS : Les premiers inocula utilisés dans les différentes expériences, sont des
boues activées récoltés au niveau de la STEP des eaux usées d’IBN ZIAD, ces
boues ont été principalement utilisées pour les différents tests en batch (tests
respirométriques), Figure 111.09, le réseau unitaire de cette STEP , récolte les
rejets liquides domestiques et les eaux industrielles de la ville de Constantine ;
elle est situé a 12 Km de la ville, dans la daira de Hamma Bouziane, sur la route
de Mila. Elle s’étend sur une superficie de 12 Hectares. Cette STEP est prévue
pour 45.000 équivalents habitants (EH), pour traiter un débit de 150 L/s avec une
capacité de 800 a 1000 L/s, Tableau I11.05. Les boues CAS subiront une étape
d’acclimatation avant de les utiliser dans les différents tests : une partie des
boues activees est acclimatée au substrat synthétique seulement (SCAS), une
partie est acclimatée a ’AMX (ICAS) et la derniére partie est acclimatée au
substrat et ’AMX (SICAS), le détail de cette acclimatation sera présenté dans les

prochaines parties de 1’étude expérimentale. Les caractéristiques des inocula

sont décrites dans le Tableau I11.06.

Figure 111.09 : Station d’épuration de boues activées d’IBN ZIAD, Algérie.
Tableau I11.05 : Capacité nominale de traitement et qualité moyen requise des eaux usées.

Paramétres Valeur

Eau brute

Débit moyen
Débit de pointe

69.120 m¥/jour soit 800 L/s
8640 m3/heure soit 2400 L/s

Demande biologique d’oxygene (DBO)

0.054 Kg/hab./jour

Charge moyenne de DBO/Jour 20736 Kg
Concentration moyenne de DBO 300 mg/L

Charge moyenne de DCO/Jour 49920 Kg
Concentration moyenne de DCO 722 mg/L

Charge de solide en suspension (SS) 0.09 Kg/hab./jour
Charge moyenne de SS/Jour 500 mg/L
Concentration en Ammonium (NH.) 50 mg/L

Charge de NH4 par Jour 3456 Kg

Charge de boue 0.1 Kgpso/KgLmss/jour
Ligueur mixte SS 3500 mg/L
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Eau traitée
Demande biologique d’oxygéne (DBO)  <a 10 mg/L
Matieres en suspension (MES) <a 10 mg/L
Ammonium (NH4) <a 03 mg/L
Total des coliformes <a 100 par 100 mL

Tableau I11.06 : Caractéristiques physico-chimiques des boues CAS avant acclimatation

Conductivité Salinite (%) pH % moyen de IB IF
(uS/cm) minéralisation mL/g
1807 0.7 7.53 48.76 30 a 100 4

La morphologie des flocs de CAS, montre la présence en grande quantité des bactéries
filamenteuses a des longueurs de squelettes relativement élevées, equivalent a un IF = 04
[228], en revanche la majorité des flocs microbiens sont ouverts, il s’agit donc d’une boue

partiellement foisonnée Figure 111.10.

Figure 111.10 : Visualisation microscopique des boues de la station d’épuration
conventionnel d’IBN ZIAD, Algérie.

o MAS : Les boues utilisées pour I’inoculation du bioréacteur MBRI proviennent du
bassin d’aération de la station d’épuration a membrane, Figure I11.11, de Grande-
Motte, Montpellier. Cette station est située a proximité du bassin de 1’étang d’Or dans

I’Agglomération de Montpellier. C’est une ancienne station a boues activées
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réhabilitée en MBR en 2013, et qui présente une capacité de traitement maximale de
65000 équivalents habitants (EH). Afin de respecter les normes des rejets sur les
milieux sensibles, un traitement de la charge azoté est réalisé grace a des passages
d’effluent dans la zone anaérobie, anoxie et puis dans le bassin aéré, Tableau I11.07.
La station est équipée de membranes immergées de type planes (Kubota Submerged
Membrane Unit ® - KUBOTA, Japan), réparties dans quatre bassin membranaires
d’une surface totale de 16240 m? et une taille de pores moyenne de 0.2 um, assurant
une désinfection physique poussée. Cette station connait des ajustements saisonniers
principalement en période estivale. Le débit entrant dans la station peut varier de 25000

m3/J a 5000 m3/J en moyenne selon la saison.

o
Figure I11.11 : Station d’épuration & membrane de GRANDE MONTE, France.
Tableau I11.07 : Caractéristiques physico-chimiques des boues MAS.

DCO (mgo2/L) MES (mg/L) MVS (mg/L) % moyen de
minéralisation
140 2210 1610 72.85

L’échantillonnage des liqueurs mixtes pour les deux types de boues activées est
effectué a I’aide d’une bouteille a immersion, qui permet d’accéder a différentes profondeurs
du bassin, mais en se positionnant dans les mémes points de préléevements. Les prélevements
sont effectués apres une demi-heure au minimum de fonctionnement des aérateurs
superficiels, pour assurer la bonne homogénéisation de la liqueur mixte [228]. Les inocula
sont ensuite récupéreés apres la mesure directe de certains parametres, comme : la
température, du pH, la conductivité, la salinité, dans des flacons de 01 litre en verre ombre,
puis ces flacons sont réfrigérés a 4°C, grace a des accumulateurs de froids et une glaciére,

afin de ralentir I’activité microbienne.
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5. FIXATION DU RAPPORT So/Xo DANS LES REACTEURS BATCH :

La qualité du substrat utilisée, la liqueur mixte et les conditions opératoires sont trés
importants dans ces études, particulierement, le rapport initial entre le substrat et la biomasse
du mélange, noté So/Xo, principalement dans les études qui seront menées en condition batch,
ce rapport conditionne fortement la réponse des tests principalement les réponses
respirométriques suite a une injection d’un substrat [241].

Ce rapport influence a la fois les processus métaboliques impliqués dans la
dégradation, [l'identification des paramétres biocinétiques et la dissociation des
compartiments de biodégradabilité lente et rapide. L'apport de MO assimilables par les
microorganismes alimente deux processus distincts : le stockage de matiere intracellulaire

et la croissance microbienne.

L'intensité de ces deux processus dépend du rapport So/Xo.

. Un faible rapport So/Xo (<0.2 gDCO/gMVS) entraine des cinétiques rapides au
cours desquelles la multiplication microbienne est négligeable par rapport a la
quantité de bactéries présentes dans le milieu. Ces conditions favorisent
I'obtention de constantes biocinétiques représentatives de la biomasse initiale,
similaires a celles obtenues dans les stations d'épuration ou le substrat est
généralement le facteur limitant [242-244].

. Lors des cinétiques a fort rapport So/Xo (>2 gDCO/gMVS) [245], la reproduction
cellulaire devient significative et la vitesse de dégradation augmente de maniére
exponentielle. Ces cinétiques permettent d'identifier précisément les paramétres
caractérisant la croissance [246]. Cependant, ces constantes cinétiques ne
représentent pas la majorité de la biomasse initialement présente. En effet, dans
le cas des cultures microbiennes mixtes, l'exces de substrat favorise le
développement des bactéries a taux de croissance plus élevé [235] et induit des
processus métaboliques particuliers. Les constantes cinétiques sont alors des
valeurs maximales "intrinséques” liées a la nature des microorganismes et méme
du substrat.

. Un équilibre optimal dans le rapport So/Xo est essentiel, car les deux conditions
précédentes présentent des avantages et des inconvénients. Il doit étre
suffisamment élevé pour permettre une oxydation prolongée de la DCO

facilement biodégradable pendant au moins une demi-heure, mais aussi
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suffisamment bas pour éviter une croissance significative. Ce rapport varie
largement, dépendant de I'activité effective de la boue active utilisée et de la
composition de I'effluent. Par conséquent, pour un méme rapport, la réponse

respirométrique differe d'une expérience a une autre [228].

Deux modalités expérimentales existent pour initier différents rapports So/Xo, soit en
variant la concentration de Sp et en fixant Xo, soit I’inverse [247]. Dans cette étude le rapport
So/Xoa été obtenue en variant les volumes d’effluent injecté et de la liqueur ensemencé dans
le réacteur (la cellule respirométrique). Le rapport So/Xo est exprimé en gDCO/gMVS, dans
les premieres études respirométriques réalisées en batch, de faibles rapports ont été imposés,
afin de minimiser la durée d’expérience et de réaliser plusieurs injections successives de
substrat, ainsi, d’éviter de générer des croissances significatives lors des tests successifs

menés dans le méme respirometre [228].

CONCLUSION :

Dans cette étude, deux sources d'inoculation ont été employées, deux configurations
distinctes ont été établies (batch et continue), un seul effluent synthétique a été employé pour
garantir la cohérence des essais et permettre une comparaison précise de I'efficacité des
traitements des effluents qu'ils contiennent ou non la molécule d'amoxicilline. Les prochains
chapitres examineront I'impact toxique de I'amoxicilline dans des réacteurs en mode batch,

suivi de son élimination dans des conditions spécifiques du bioréacteur mis en place.
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Un effort particulier a été déployé dans ce chapitre pour expliquer en détail la
technique respirométrique, dans le but de faciliter sa compréhension et son utilisation. Cette
technique présente plusieurs avantages, notamment sa rapidité pour obtenir des résultats
avec peu de manipulations, ainsi que son importance dans le domaine du traitement
biologique des eaux usées, la caractérisation de la biodégradation et de I'activité microbienne
(dégradation/inhibition). Une attention particuliére a été accordée a I'établissement d'un
protocole standard, car de nombreuses interprétations erronées peuvent s’infiltrer liées a
I’effet de la température, le débit d'aération, la vitesse d'agitation, la source et les
caractéristiques des inocula, ainsi que le rapport So/Xo. En effet, le suivi de I'activité de la
biomasse, leur réaction aux substances toxiques, ainsi que I'efficacité de I'épuration ont été
évalués a l'aide de mesures spécifiques de la consommation de substrat [193] ou de la
consommation d'oxygéne [194], éliminant ainsi le besoin de réactifs ou d'équipements
complexes lors des tests. Ce chapitre utilise deux types de respiromeétres, I'un en aération
continue et l'autre en aération discontinue, pour caractériser l'effet de la molécule d'AMX.
L'accent est surtout mis sur la mesure des OUR, qui fournit de nombreuses informations sur
les performances des procédés biologiques, ainsi que sur la validation de la technique de
mise en condition endogéne, la détermination du K_a, et I'étude de I'effet du rapport So/Xo,
ainsi que la reproductibilité des tests respirométriques.

1. PRINCIPE DE LA RESPIROMETRE :

La respirométrie est basée sur la mesure et I’interprétation, dans des conditions
expérimentales bien définies, la vitesse ou le taux de consommation d’oxygéne, OUR par les
microorganismes épuratifs dans un réacteur (cellule respirométrique), afin de quantifier leur
activité et déterminer certaines grandeurs biocinétiques. Sous des conditions aérobies, la
biomasse consomme 1’oxygeéne en proportion de 1’élimination du substrat et de leur
croissance. Le taux de respiration est la quantité d’oxygene utilisée par unité de volume et
de temps [51, 229-231]. Dés les premiéres applications de la respirométrie en 1921 puis en
1928 dans le domaine du traitement des eaux, cette technique a connu une multitude
d’améliorations, augmentant son application et sa sensibilité [198]. Apres 1960, plusieurs
recherches ont été menées afin d’améliorer I’acquisition des mesures et sont devenues semi-
automatiques [195-197]. A ce jour, la respirométrie a su s’imposer comme une technique
robuste et moins codteuse, qui a une variété d’utilisations [228] :

»  Letestde biodégradabilité des effluents industriels et des substances peu solubles, afin

d’estimer leur risque sur 1’équilibre écologique des milieux récepteurs [199-200].
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>

L’estimation des coefficients de transfert d’oxygéne, Kia, dans les bassins biologiques
aérobies, et les performances des systémes d’aération [229-231].

La gestion de I’inhibition de certains composés qui pourrait nuire a la biodégradabilité
et avoir un effet néfaste sur les procédés de traitement des eaux usées [201-203].

Le suivi de la nitrification et I’oxydation de I’azote ammoniacal et 1’azote nitrique par
les microorganismes autotrophes [204].

La caractérisation des influents des stations d’épuration a boues activées, ainsi que les
rendements de dépollution par I’application de certains modéles mathématiques
développés par I’lAWQ [205-211, 229-231, 227].

La détermination des constantes biocinétiques, utilisant le modéle ASM pour la
modélisation et I’optimisation des procédés biologiques [212, 237, 229-231, 227].

Suivi de minéralisation des boues en phase solide dans les lits de séchage et du
traitement du foisonnement par chloration (prolifération filamenteuses) [248-249, 228].

Deux types de respirometre en phase liquide existent, la respirométrie aérobie et la

respirometrie anoxique. Sachant que pour cette derniére, elle consiste a suivre 1’évolution de

la consommation des nitrites et des nitrates par les bactéries hétérotrophes en condition

anoxie [214-215, 227]. Par contre, la respirométrie liquide aérobie consiste a estimer la quantiteé

d’oxygéne consommée ou la quantité de dioxyde de carbone produite par la biomasse. Le

bilan massique par rapport & la concentration d’oxygene est exprimé par 1’équation :

Ou:

d (V.So)

dt = QeSoe — QsSo + VLK a (Spe — Sp) — V,OURy (Iv.01)

VL : volume de la phase liquide dans le respirométre (L).

So : concentration de ’oxygéne dissous dans la phase liquide (mg.L™)

Soe : concentration de I’oxygéne dissous a I’entrée du respirométre (mg.L ™)

Sos : concentration de saturation de I’oxygéne dissous dans la phase liquide (mg.L™?)
KLa : coefficient de transfert d’oxygéene (ht)

Qe & Qs : débit du liquide a I’entrée et a la sortie du respirométre respectivement (L.ht)
OURT : taux de respiration total (mg.L.h?)

La respirométrie liquide aérobie est classé en quatre types [228] :

Respirométrie LSF : statique gaz, alimentation continue en liquide, il s’agit de
mesurer la concentration en oxygene consommée dans la cellule respirométrique
alimentée en continu, mais non aéree [213]. Cette configuration présente 1’avantage de
la fréquence élevée de la mesure, mais le choix optimal du débit d’alimentation est trés

difficile. Le bilan massique devient :
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dSy _ QeSo _ 0sSo
dt |4 |4

o Respirométrie LSS : statique gaz, statique liquide, elle est réalisée sans écoulement

— OURy (IV.02)

liquide et sans transfert d’oxygéne, le taux de respiration déterminé en termes
différentiels, en mesurant la diminution d’oxygéne dissous en fonction du temps.
Le bilan est réduit a :

dSo _ OUR V.03
dt - T ( . )

o Respirométrie LFF : injection continu du gaz, alimentation continu en liquide,
afin d’estimer le taux de respiration, les débits d’oxygene a 1’entrée et a la sortie
doivent étre mesurés tout en évaluant le coefficient Kpa, le bilan sera :

d (V,.So)
dt
o Respirométrie LFS : injection continue du gaz, statique liquide, cette technique

= QeSoe — QsSo + VLK a (Spe — So) — V,OURy (1V.04)

permet I’estimation de la vitesse de consommation d’oxygeéne de maniere quasi
continue, mais nécessite la détermination préalable du coefficient de transfert
d’oxygene, Kia. Le bilan sera :

ds,

dt
La technique LFS permet de déterminer le taux OUR, par la biomasse hétérotrophe et

K.a (Sps — Sp) — OURy (IV.05)

autotrophe, dans un réacteur batch. Cette technique est préférée, malgré le temps prolongé
des expériences, puisqu’elle permet d’une part ’acquisition d’un grand nombre
d’informations aprés une simple interprétation des respirogrammes obtenus, ainsi,
I’opportunité de mener plusieurs expériences successives de biodégradation et/ou
d’inhibition dans un seul test est faisable [228-231], et d’autre part elle est adaptée a des
biomasses de forte activité car I’apport d’oxygene ne sera pas limitant.

La technique LSS, malgré le peu d’informations collectées, elle peut aussi étre utilisée
pour estimer 1’inhibition d’une molécule sur I’activité microbienne, mais des précautions
doivent étre prise lors de ces essaies pour effectuer des tests successifs dans un seul essai.
Cette technique ne demande pas un équipement complexe et couteux et I’exploitation des
résultats exige I’interprétation des respirogrammes obtenus, les informations extraites des
mesures respirométriques sont de deux types [232] :

- Directe : le taux de respiration aérobie qui fournit des informations sur 1’activité de la
biomasse (et I’enregistrement de respirogramme)

- Indirecte : les variables déduites des mesures respirométriques.
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Chaque technique utilisée dans la présente étude présente certains avantages et
inconvénients [233]. Ces derniers sont listés dans le tableau ci-apres :

Tableau IV.01 : Avantages et inconvénients des différents respirométries en phase liquide

Type de respirometre  Avantages Inconvénients
LSS L’oxygene dissous disponible dans
Mise en ceuvre facile le respirometre peut fausser la
mesure des basses valeurs d’OUR
LFS Fréguence de mesure Nécessite 1’estimation du
d’OUR élevée coefficient de transfert d’oxygéne
KLa
LSF Ne nécessite pas L’oxygene dissous disponible dans
I’estimation du K.a le respirometre peut fausser la
mesure des basses valeurs d’OUR
Respirométre Fréquence de mesure La nécessité d’utiliser Deux
Hybride d’OUR élevée électrodes d’oxygene

sans la nécessité de
déterminer le K,a

2. MISE EN PLACE D’UN RESPIROMETRE DE TYPE LFS :
Un respirometre de type LFS (liquide : Flowing Gas, Static Liquid) a été utilisé dans
le laboratoire LIPE, Constantine, dans plusieurs études antérieures [229-231], le méme

montage sera exploité dans la présente étude ; il est bien décrit dans la Figure 1V. 1.

03,

(@) (b)
Figure 1VV.01 : (a) Photographie et (b) Schéma du montage respirométrique de type LFS
construit dans le laboratoire LIPE

Le montage est composé d’un réacteur verre de capacité de 0.5 L (9), I’apport d’air est
assuré par une pompe d’aquarium de la marque SHARK-RS-510 (10), avec un débit d’air
d’environ 150 L/h, relié a un diffuseur en plastique (6). La phase liquide est mélangée par
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barreau aimanté (7) et agitateur magnétique de la marque AGIMATIC-N (8). Les injections
sont assurées par seringues (2). La sonde IDS-WTW (3) est utilisée pour les parametres : pH,
T, TDS et salinité, I’oxygéne dissous sont mesurés par une sonde FDO-925 de WTW (4), ces
sondes sont connectées a un Oxymeétre Multi-3430 de WTW (5). Le systéme est maintenu a
une température de 20 °C £ 2 °C (1) dans une enceinte thermostatique de WTW (11).

Des boues activées fraiches sont placées dans le respirométre LFS. Un bullage d’air
assure ’apport d’oxygéne nécessaire a un fonctionnement aérobie. La concentration
d’oxygene est suivie dans le temps. Une fois celle-Ci est stable, état d’endogéne, un volume
défini de substrat, selon le rapport So/Xo fixé, est injecté dans le respirométre, une fois le
substrat oxydé, la concentration en oxygene dissous tend a revenir a 1’état initial sous 1’effet
de I’aération continue. L’évolution de la concentration d’O> en fonction du temps permet de
déduire des informations sur le substrat et la biomasse. Dans ce type de respirometre, il est
nécessaire de déterminer le coefficient de transfert d’oxygéne K a avant I’exploitation des
résultats (le détail de détermination est développé dans les prochaines parties) [229-231].

3. MISE EN PLACE D’UN RESPIROMETRE DE TYPE LSS :

Un respirometre LSS (liquide : Static Gaz-Static Liquid) a également été exploité dans
les études d’inhibition dans le laboratoire, cette mise en ceuvre peut étre considérée comme
la plus simple, car l'absence d’écoulement de gaz ou de liquide implique qu'aucun matériel
supplémentaire tel que des pompes ou des équipements d'aération, n'est nécessaire.

Deux vitesses de consommation d’oxygéne caractérisent I’activité bactérienne qui sont
la vitesse obtenue en absence totale de substrat désignant une respiration endogene : OURend
et celle observée en présence du substrat correspondant a une respiration exogene : OURexo.
Pour réaliser ces mesures in-situ, le dispositif expérimental représenté dans la Figure 1V.02
est composé d’une cellule hermétique de 250 mL, parfaitement mélangée grace a un agitateur
magnétique. Dans celle-ci est placée la sonde a oxygéne (Oxi 330i, WTW) reliée a un
ordinateur qui enregistre 1’évolution de la concentration en oxygeéne dissous dans les boues.

Le réacteur est rempli de maniere cyclique avec des boues mis a I’endogene et aucun
¢change gazeux n’est assuré avec I’extérieur ce qui entraine une diminution au cours du
temps de la teneur en oxygéne dissous dans la cellule due a la respiration des especes actives.
L’évolution de I’activité des populations autotrophes et hétérotrophes est régulicrement
suivie. Pour ce faire, les réponses en OUR a I’injection de substrats et d’inhibiteurs

spécifiques aux especes présentes sont enregistrees.
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Figure IV.02 : (a) Pr(miiographie et (b) Schéma du montage respiro(r?étrique de type LSS
construit dans le laboratoire
4. PREPARATION DE LA LIQUEUR MIXTE ET MISE A L’ENDOGENE :

Il est important de souligner que lors des essais respirométriques en batch, il faut
s’assurer que les boues activées utilisées, prélevées du bassin biologique d’une STEP
conventionnelle, sont libres du carbone organique et de tout substrat résiduel. A cet effet, la
préparation de la liqueur mixte par la mise a I’endogéne pour les tests respirométriques varie
selon plusieurs études [229-231]. Cependant, pour la majorité des études, la technique
d’aération continue et/ou aération agitation continue [250-257] de I’échantillon de boue
activée pendant au moins 24 heures, est préconisee, afin de s’assurer que le substrat résiduel
exogene est totalement consommeé. En revanche, la technique de lavage des boues activées
a I’eau peut étre utilisée pour atteindre une réduction de 95% de la DCO résiduelle [258-259].

Pour les essais en condition endogéne dans le respiromeétre LSS, les boues prélevées
du réacteur doivent étre aérées pendant 24 heures dans un réacteur d’aération, Figure. IV.03,
afin de s’assurer que tout le substrat présent est consommeé et que les boues sont passées a la
respiration endogene. Ensuite, ces boues sont introduites dans la cellule fermée et la
consommation d’oxygene est suivie. Ce mode de mise a I’endogene a été préconisé dans ce
type de respirométrie car la durée des tests est limitée, ce qui n’est pas le cas dans la
respirométrie de type LFS ; ou la durée des tests est beaucoup plus importante nécessitant
une étape de mise a I’endogéne plus rapide mais bien maitrisée.

Le protocole de mise a ’endogeéne dans le cas de respirométrie LFS sera établi puis
validé pour I'utiliser dans 1’ensemble des expériences réalisées. Ce protocole consiste a bien
harmoniser manuellement 1’échantillon de boues activées, sans défaire ses flocs, prélevées
précédemment du bassin biologique, puis déverser 1’équivalent d’un litre dans une

éprouvette et laisser décanter pendant 30 min a 2 h 30 min.
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Figure IV.03 : Etape de mise a ['endogene avant les tests respirométriques de type LSS

Le volume du surnageant obtenu est éliminé, afin de I’analyser par rapport a la MO
soluble, puis remplacer par I’cau distillée. La solution boue-eau est homogenéisée de
nouveau, manuellement, avec une mise en suspension de la boue avant sa décantation.
L’opération peut étre répétée en fonction du nombre de lavages souhaité. Deux types d’eau
ont éte utilisés dans cette étude, 1’cau distillée et I’eau du robinet laissée au repos 24 heures
pour éviter la présence du chlore résiduel qui peux nuire a I’activité de la boue activée. Les
résultats des tests montrent que la différence était difficilement décelable mais 1’eau distillée
a été préférée a ’eau du robinet afin d’éviter la présence de chlore ou de la turbidité
résiduelle ainsi que les possibles variations de sa qualité. La technique de lavage a I’cau
distillée a été utilisée afin de réduire la concentration de la MO soluble de 85 a 95%.

Lors des lavages, des mesures de la turbidité, de MES, du COT, du TC, du IC, de la
DCOt, de la DCOs et de la MO ont été effectuées sur le surnageant ainsi que la liqueur mixte,
pour évaluer le pourcentage de variation, en fonction du nombre de lavages. Ce lavage a été
effectué trois fois selon différents pas de temps de décantation, afin d’optimiser le temps et
le nombre de lavage a effectuer. Les résultats de la Figure 1V.04, montrent une diminution
de MES de la liqueur mixte mélangée avant décantation pour les trois lavages, soit la forme
volatile ou la forme minérale. Cependant pour la turbidité on peut constater une diminution
aprés le premier lavage suivi toutefois par une augmentation assez importante apres le
deuxiéme lavage et un changement presque nul apres le troisiéme lavage, cette augmentation
est probablement due a la possible défloculation ou désintégration du floc. 1l faut souligner
qu’apres le premier lavage la fraction de matiere volatile s’est vu augmenter en passant de
54.1% a 63.2%, en revanche la fraction minérale en suspension a diminué conséquemment
en passant de 45.9% a 36.8%. Par conséquent, il peut étre souligné que la fraction minérale
est beaucoup plus influencée par le lavage que la fraction volatile. En effet aprés le
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deuxiéme, lavage la turbidité de la liqueur mixte non décantée a augmenté de 30.3% par
rapport au premier lavage comme illustré dans la Figure 1V.04, et a légérement réduit apres

ce dernier et une coloration brunatre apparait et se concentre, indiquant une dé-plasmolyse.
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Figure 1V.04 : Evolution des paramétres de la liqueur apres chaque lavage effectué.

Les résultats de 1’évolution temporelle de la turbidité et de MES du surnageant pour
les différents lavages montrent que la grande majorité de la turbidité et de MES se sont
décantés dans les 30 premieres minutes, pour le premier lavage par exemple, 85.5% de MES
et 89.9% de turbidité se sont réduites, Figure IV.05. Pour I’évolution de ces deux paramétres
apres 30 min ; il peut étre remarqué que le surnageant résultant du premier lavage est le plus
clair avec moins de turbidité et de particules en suspension signifiant qu’elles décantent

mieux, méme par rapport a la liqueur mixte a 1’état brut.
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Figure 1V.05 : Evolution de la turbidité et les MES du surnageant en fonction du temps de

décantation et le nombre de lavage.
(0 : Etat initial sans aucun lavage, 1 : aprés le premier lavage, 2 : aprés le deuxiéme lavage, 3 : aprés le troisiéme lavage).

La Figure 1V.06, montre I’évolution de la concentration de DCOt, DCOs et DCOp de
la liqueur mixte a leur état brut et apres la decantation et les protocoles de lavage effectués.

Sachant que, Raw (0) et Raw (1) : représente les valeurs des concentrations mesurées pour
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la liqueur mixte brute et le surnageant de la liqueur mixte brute aprés 120 min de décantation
et avant tout processus de lavage respectivement ; 120 min (1), 120 min (2) et 120 min
(3) représentent les valeurs des concentrations mesurées du surnageant apres le premier, le
deuxiéme et le troisieme lavage et une décantation d’environ 120 min respectivement,
Endogenous (1) : les valeurs des concentrations de ces trois paramétres enregistrés dans le
surnageant apres une décantation de plus de 120 min de I’échantillon de la liqueur mixte
aprés un premier lavage et une aération-agitation sous une température constante de 20°C

pendant 35 min, les réductions relatives sont illustrées dans la Figure 1V.07.
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Figure 1V.06 : Evolution de DCOt, DCOs et la DCOp en fonction d ‘état de la ligueur mixte.
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Figure IV.07 : Evolution de la DCOt, DCOs et DCOp en fonction d’état de la liqueur
mixte, état brute (Raw-MLSS) et aprés un seul lavage (état endogene).

Selon les résultats obtenus et illustrés dans la Figure 1V.06 et 1V.07, la technique de
lavage, selon le protocole établi permet d’atteindre des réductions de 94.3% et 88.5% de
DCOs et DCOt respectivement, ce protocole permet de réduire le temps préconisé pour la
mise a I’endogene. Dans des tests separes, I’utilisation de 1’agitation mécanique au lieu de
I’agitation manuelle lors du lavage de la liqueur mixte a entrainé une difficulté de réduire les

concentrations exogenes, ceci est clair dans la Figure 1V.08, ou la DCOs ne s’est réduite
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qu’au quatriéme lavage, encourageant I’utilisation d’une homogénéisation manuelle avec un
faible nombre de lavage et un fort rendement de diminution de la MO dissoute.

Pour se fixer définitivement sur le protocole établi du lavage, d’autres paramétres ont
été pris en considération dans cette étude : la MO, le COT, le TC et I’'IC. La Figure V.09,
illustre 1’évolution de ces paramétres dans le cas étudié relatif au temps de décantation, le
nombre de lavage et la mise a I’endogéne. Solon Figure 1V.09, ces parameétres ont été réduits
de 34%, 84%, 88% et de 72% pour le COT, le TC, le IC et pour la MO successivement, de

I’état initial brute de la liqueur aprés un seul lavage et la mise a I’endogene.
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Figure 1V.08 : Evolution des concentrations de la DCOs de trois échantillons en fonction
de [’état de la ligueur mixte mélangé mécaniquement pour les différents lavages effectués.
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En conclusion, un seul lavage de la liqueur mixte, apres un temps de décantation entre
100 min a 120 min, suivi par une aération continue dans le respiromeétre durant 30 min a une
50 min maximum, est suffisant pour réduire les différentes concentrations exogeénes

initialement présentes sans nuire a la qualité des flocs microbiens constituants la liqueur.
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5. INTERPRETATION DES RESPIROGRAMMES :

a) Interprétation des respirogrammes (respirométrie type LSS)

La respirométrie LSS a été utilisée afin d’évaluer 1’activité potentielle des organismes
en condition endogéne ou exogene [194]. Dans ce type de respirométrie, la respiration est
évaluée par le taux de décroissance de la concentration d’oxygene dissous dans le milieu.
L’équation permettant 1’estimation de la respiration est présentée par I’Equation 1V.06.

Do _ _our (1V.06)
dt '

Aprés I’étape de la mise a I’endogéne, le taux de la respiration des microorganismes
(mg Oa. h't) est suivi pendant une durant de temps avec ou sans injection du substrat et aprés

stop de I’aération.

1000 2000 3000 4000 5000

Figure 1VV.10 : Respirogramme enregistré lors d 'une série de tests respirométriques
d’inhibition de type LSS.

Y =7,93646 - 0,00348 * X Y =7,87809 - 0,00276 * X
R D NP R ) NP
84 099656  0,02133 50 <0.0001 89 -0,99637 0,02658 77 <0.0001

~
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Figure IV.11 : Traitement du respirogramme,(a) sans injection de [’inhibiteur
détermination (b) avec injection de [’inhibiteur .
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La pente du graphique ainsi obtenu permet d’évaluer I’activité potenticlle de la
biomasse, la quantité de solides totaux (ST) lors du test respirométrique peut étre évaluée de
maniére a obtenir I’activité spécifique de la biomasse de boue sur une base commune (mg
02.g* h'). Une comparaison entre les pentes enregistrées permet d’estimer 1’introduction
instantanée de I’inhibiteur sur I’activité microbienne, Figure 1V.10, Figure IV.11. Plusieurs
scénarios de I’application de cette technique afin d’évaluer le degré de I’inhibition par la
molécule inhibitrice seront testés.

b) Interprétation des respirogrammes (respirométrie type LFS)

Les respirogrammes enregistrés dans les tests respirométriques de type LFS en
conditions endogene ou exogeéne doivent subir des traitements mathématiques bien précis
afin de retirer le maximum d’informations, la Figure V.12 illustre un exemple d’un
respirogramme, obtenu lors d’un test d’inhibition pour une durée d’enregistrement d’environ
18 heures consécutive (a faible rapport So/Xo).

La Figure V.13, montre la premiére partie endogéne de A a C, qui présente la phase
de stop-reprise d’aération ou le coefficient de transfert d’oxygene Kia et la respiration
endogene(OURend), seront évalués en utilisant différents développements mathématiques ,
et la deuxiéme partie concerne I’estimation de la respiration exogeéne et la détermination de
certains parametres caractérisant 1’activité , a savoir ’OURex, I’OUR; et la quantité
d’oxygeéne consommée Qoz, Figure 1V.14, apres les différentes injections effectuées soit du
substrat seul et/ou du substrat contenant la molécule inhibitrice AMX, Figure IV.12, (partie
deDaF, et de GaH).

‘ injection de I'effluent synthétique —e—DO= f(t)
9 ./ - @/E @ 0

‘ injection de I'effluent contenant 'AMX

I Oxygéne Dissous (mg/L) ‘

0 70000 20000 30000 40000 50000 60000

Temps (sec)

Figure 1V.12 : Respirogramme enregistré lors d 'un test d’inhibition de type LFS.
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La vitesse de consommation d’oxygéne dissous (OUR) peut étre répartie en deux
composantes chacune décomposeée en plusieurs parties :

o Vitesse de consommation d’O> exogéne (OURexo) correspondant a la dégradation du
substrat facilement (OURexo, ss) et lentement biodégradables (OURexo, xs).

o Une vitesse de consommation d’oxygéne endogene (OURend) correspondant a la
consommation en oxygéne utilisé pour la dégradation des substances de réserves
(OUReng, rserve) et pour la respiration endogéne des microorganismes (OURend, respiration)-

OUR; = OUR,y, + OURpng (1v.07)

On peut estimer la vitesse de consommation de 1’oxygéne (OUReng) lorsque les boues
sont seules dans le respirometre, Figure 1V.13, en absence de substrat, la variation de
1’OUReng étant due a I’épuisement des substances de réserve et au décés des microorganismes
(ce qui réduit la respiration microbienne totale). Il est assez délicat de différencier I’OURexo xs
et I’OUReng, reserve. EN effet le substrat rapidement biodégradable est partiellement transformé
en substrat de réserve qui est ensuite lentement consommeées. De son cété, le substrat
lentement biodégradable est lentement hydrolysé en substrat facilement biodégradable avant

d’étre partiellement transformé en substances de réserve.

—e—DO=f(1) e DO=f()
la régression linéaire de la premiére partie (A-A")
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Figure 1V.13 : Traitement de la premiére partie du respirogramme, détermination de la
respiration endogene et du Kia.
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Figure 1V.14 : La deuxiéme partie du respirogramme et estimation de la respiration
exogene et totale
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Les deux phénomeénes (hydrolyse et stockage puis consommation) ayant des temps
caractéristiques assez proches, il est difficile de les differencier. Un respirogramme permet
d’estimer la biodégradabilité d’un effluent. La masse d’O> consommeée, appelé Vo2 (volume
d’0O2 consommé = la quantité d’O, consommee par les microorganismes pendant une période
de temps donnée, jusqu’a ce que la concentration d’oxygeéne redevienne Stable,

correspondant a la DCO effectivement consommeée par les microorganismes.

tr
Vo, =V j (OURexo + OURend,réserve)dt (1v.08)
t

i

Avec : tj et ts sont les temps, respectivement, d’injection du substrat et de retour de la
concentration d’oxygéne a sa valeur initiale.

Le volume d’oxygene consommé n’est représentatif que de la fraction de substrat
biodégradable par les microorganismes présents dans le respirometre. Pour avoir une mesure
relativement fiable de la biodégradabilité par une méthode respirométrique, il est essentiel
d’adapter la biomasse au substrat. Cette étape peut étre longue et peut atteindre de 1 a 4
semaines [217].

6. DETERMINATION DU COEFFICIENT K.a :

Le coefficient de transfert d’oxygéne Kia (en temps™), est le coefficient de transfert
volumétrique entre deux phases. C’est le produit de (KL) le coefficient de transfert de matiere
coté liquide et (a) I’aire interfacial volumique. (KL) dépend, entre autre, du coefficient
moléculaire de diffusion du composé transféré et de I’intensité de 1’agitation. (a) dépend
surtout de la taille de I’interface : de la taille et de la forme des bulles d’oxygene.

La mesure du Kra dans un respirometre ou d’autres types de réacteur fermé peut
s’effectuer de plusieurs méthodes. Le Kia est influencé par de nombreux paramétres a citer,
la composition de la liqueur mixte, I’activité de la biomasse, la géometrie du reéacteur, le
volume de vide et de liquide dans le réacteur, le systéme d’aération et le débit d’air, le
systéme et la vitesse d’agitation [228-231], ce parametre doit étre déterminé, avec minutie, en
fonction des conditions opératoires imposées et a chaque test effectué car sa valeur influence
directement la détermination des autres parametres [229-231].

Le coefficient K.a sera déterminé uniquement dans le cas ou la respirométrie de type
LFS sera utilisée, et conditionne les réponses respirométriques en aération continue pour les
différentes injections. La méthode de stop-reprise d’aération a été utilisée en présence de la
biomasse active. Cette méthode consiste a établir un bilan de matiere en O sur une zone que

1’on suppose parfaitement agitée ou les concentrations sont constantes. On consideére que les
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débits molaires entrants et sortants d’oxygene sont égaux et que la variation temporelle de
la concentration d’oxygene est nulle.

La relation qui lie le K. a a la vitesse de consommation d’O, par la biomasse, a la
concentration d’O; a saturation (So, sat) est la suivante :

ds,
= KLa (SO,Sat - SO,end) — OUR + QSO,entrant - QSO,sortant (IV- 09)

dt

La réalisation d’une mesure de K a par cette méthode se fait en deux temps, avec une
sonde a oxygene étalonneée, raccordée a un oxymetre, ayant un temps de réponse inférieur a
05 secs et la concentration d’oxygene a saturation supposée connue :

o Initialement, une mise a I’endogéne de la liqueur mixte dans le respirometre jusqu’au
I’obtention d’un palier endogéne qui se traduit par une concentration constante en O
en fonction de temps, afin de déterminer So end.

o Secondement, apres avoir le palier constant, dans le respirometre parfaitement agitée
et etanche munie de la sonde a Oz sous température controlée, un arrét brutal d’aération
aura lieu, la consommation temporelle d’O: est suivie et permet I’estimation de OUReng
et d’en déduire le K_a.

Cette méthode présente certains inconveénients, car il est nécessaire de connaitre la
concentration d’oxygene a saturation de la liqueur mixte. Elle est souvent estimée par les
valeurs tabulées pour I’eau claire, mais peut étre mesurée par une sonde a oxygene par
aération a saturation de la liqueur mixte filtrée [228]. Ainsi la présence du vide dans la cellule
soit lors de ’aération ou durant le stop d’aération induit a des transferts d’oxygene avec ce
vide ce qui influence la détermination de Kia. Par conséquent, 1’homogénéisation,
I’oxygénation de la liqueur avant le stop d’aération, ainsi que 1’étanchéité de la cellule
respirométrique durant cette phase, permet de minimiser I’erreur dans I’estimation du K a et

de ’OUR eng. Sachant que les débits ont été considérés comme égaux :

QSO,entrant - QSO,sortant =0

L’Equation V.09 devient I’Equation V.10 :

dS,
— = Kia (So,sat — So,ena) — OUR (1V.10)

La détermination du coefficient de transfert d’oxygene peut étre effectuée en
exploitant les pentes de désaération et d’aération enregistrées dans la premieére phase du test
respirométrique, Figure 1V.13. Trois développements mathématiques ont été établis dans la
littérature pour I’estimation de ce coefficient, considéré, un parametre clés dans la

respirométrie de type LFS [261, 266].
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. 1¢" développement :
Lorsqu’il n’y a pas de substrat dans le respirométre, seul ’OUReng subsiste. La
concentration en O atteint une valeur constante (a cause de la consommation des substances
de réserve, du déces bactériens et broutage, prédation).

dS,
E = K,a (SO,Sat - SO,end) — OURgpq (IV- 11)

Connaissant la concentration d’oxygene a saturation So sat €t €n suivant la pente 01 de
décroissante (dSo/dt), il est donc possible d’estimer OURend et K a.

Alors I’Equation 1V.11 devient

Do _ _ OUR g (1V.12)
dt
Et a I’équilibre
Kpa (SO,Sat - SO,end) — OURgpg =0 (Iv.13)
Et donc
K a = —2URend (IV.14)

SO,sat_ SO,end
Ou bien de tracer la droite exprimée par 1’équation suivante :

das
d—to = a.Spena + B (IV.15)

Avec : o =-Kraet f=Kia* So,sat — OUReng.

= 2°medéveloppement :

Un deuxiéme développement mathématique consiste a exploiter les données de la
premiére et de la deuxieme phase (phase descendante et ascendante) du test en condition
endogéne lors de I’arrét et de la reprise de ’aération respectivement. Pour ce deuxiéme
développement mathématique le coefficient K a peut s’estimer par I’Equation 1V.16:

Pente 02 — Pente 01 = K a (Sosar — So.ena)

Pente 02 — Pente 01
KLa =

(1V.16)
SO,sat - SO,end

= 3*medéveloppement :

Un troisieme développement mathématique consiste a exploiter les donnees de la
deuxieme phase du test en condition endogene lors de la reprise d’aération seulement, selon
I’Equation IV.17 :

dSo
dt = Kpa (Sena — So) = OURex, (1v.17)

Et puisque on est en condition endogéne, la respiration exogene est nulle et donc on
peut écrire ’Equation 1V.18:
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ds,
W = KLa (Send - So) (IV 18)

L’intégration de I’Equation V.18, conduit a I’Equation 1V.19, En tragant la partie de :
Ln ((So.end — So)/(So.end — Sow=0))) en fonction de temps, en aura une droite de pente (- K.a).
’ L = f tK adt
So (So,end — o) 0 :

Ln[ SO,end_SO l

= —Kat (1v.19)
SO,end - SO (t=0) t

Ces trois approches de détermination de Kia ont été appliquées a une expérience
réalisée pour un rapport So/Xo égal a 0.04 gcop.gvss?, Figure 1V.15. Selon les résultats
obtenus et regroupés dans le Tableau 1V.02, la premiére approche semble sous-estimer Kia
(valeurs basses par rapport aux deux autres), car elle ne considérait que la phase de
désaération dans la détermination du transfert d'oxygene. Dans cette phase, la consommation
de DO était trés rapide et uniquement due a la respiration endogene des micro-organismes.
En revanche, la deuxieme approche prend en compte les deux phases de la réponse
respirométrique (désaération et aération), ou tout le transfert d'oxygéne consommeé est pris
en compte. Le transfert d'oxygene de la phase gazeuse a la phase liquide était conditionné
par le débit d'aération et la vitesse de brassage appliqués dans la respirométrie (conditions
opératoires), et de la phase liquide a la phase solide conditionne par I'activité microbienne.
Enfin, la troisieme approche ne considérait que la phase d'aération, masquant l'activité
microbienne endogene. Cette approche ne peut étre exacte que dans le cas de la
détermination de K.a dans de I'eau claire. Les résultats considérés dans la présente étude

seront ceux permettant la détermination de Kca en utilisant la deuxiéme approche.
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Figure 1V.15 : (a) Hlustration des parties de régressions pour la courbe de stop/reprise
d’aération pour l’estimation du KLa.(b) Evolution temporelle de la respiration exogene
et total pour les trois KLa.
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Tableau 1V.02 : Les caractéristiques du réponse respirométriques utilisant le Kia
déterminé avec les trois approches mathématiques (So/Xo = 0.04 gCOD.gVSS™).

Qexo QT
So/Xo: 0.04 (?n URLi”g_ Kia Ouzixom (mg.L'du  (mgLldu  Ts
Ocop/gvss g'l ' (h?) Lt volume volume (h)
) (mg.L~.h") réactionnel ) réactionnel)

Réponse linéaire 2.153 1.163 2.547 12.409
descendante
Réponse linéaire 50.197 27.106 59.376 69.237
descendante et 2.475 3.983
ascendante
Réponse linéaire 69.776 37.679 82.535 92.397
ascendante

Selon les études antérieures [228], la reproductibilité de la détermination de Kia n’est
pas trés bonne, raison pour laquelle ce coefficient doit étre déterminé pour chaque
expérience, ce dernier peut varier au cours d’une méme expérience. Ce paramétre comme
énoncé précedemment est trés influencé par les conditions opératoires imposées dans les
tests respirométrique, mais aussi par les régressions linéaires effectuées pour la
détermination des pentes dans la phase de désaération et d’aération en absence de substrat ,
dans le méme contexte, dans une étude antérieure [216], il a été souligné I’effet des
régressions linéaires sur la détermination des parametres caractérisant un respirogramme et
méme sur certaines constantes biocinétiques principalement le taux de dégradation des
hétérotrophes (Yw), le travail a souligné que la régression linéaire doit étre estimée dans la
premiére partie descendante de la courbe de désaération.

L’influence des autres paramétres a fixer dans les tests respirométriques sera étudiée,
en variant la vitesse d’agitation de 40 a 300 rpm, la température de 10 & 20 °C et le temps
d’arrét d’aération de 10 min a 150 min.

Les tests seront conduits en utilisant une boue qui a été adaptée au substrat, ainsi
qu’une boue non adaptée, les données expérimentales issues des respirogrammes ont été
analysées en fragmentant ces respirogrammes (courbe de désaération) en intervalles de
temps réguliers (environ toutes les 15 minutes) ou en segments spécifiques, de maniéres a
traiter les réponses linéaires de maniére appropriée.

6.1. Traitement de la réponse respirométrique en condition endogene :

En examinant les résultats des figures Figure 1V.16 et IV.17, qui illustrent deux
exemples de respirogrammes issus de boues non adaptées pour déterminer le coefficient K a
et la respiration endogene (OURend), la conclusion la plus significative qui se dégage est

que, dans ces boues, quelle que soit leur activité, la phase d'arrét de I'aération affiche une
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courbe non linéaire, en particulier apres une période d'arrét d'aération de plus de 40 minutes.

Cette phase nécessite un laps de temps considérable pour atteindre des concentrations

minimales d’oxygene dissous. Il est important de mentionner que le coefficient de transfert

d'oxygene et la respiration endogéene ont été calculés en utilisant la premiére approche

mathématique expliquée dans la section précédente.

@ B for the 4 first minutes)
—— DatatB
Y =9,55735-0,00395 * X
R sD P
8, 098753 005091 27 <0.0001

74

':'; 74 n
E £
8l s 9
60
S0 00007000 300040003000 G000 7000
(@) (b)

Figure 1V.16 : évolution temporelle de la concentration en oxygene dissous :
(a) de la partie stop-reprise d’aération et (b) la régression lineaire de la partie descendante linéaire.
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Figure 1V.17 : Evolution temporelle de la concentration en oxygene dissous :
(a) de la partie stop-reprise d’aération et (b) la régression linéaire de la premiére partie (A-B)
descendante la plus linéaire, (c) la régression linéaire de la deuxiéme partie (A-C) descendante la plus
linéaire et (c) la régression linéaire de la troisiéme partie (A-D) descendante la plus linéaire.
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Pour estimer le coefficient K_a et la respiration endogéne (OURend), il est impératif
d'effectuer une régression linéaire de la premiére partie descendante de la courbe, Figure
IV.16, qui est plus linéaire et représentative. Cependant, bien que la courbe montre une
certaine linéarité au cours des premiéres minutes, comme le montre la Figure V.17, la
meilleure estimation de ces parameétres se situe dans les 30 premiéres minutes. Au-dela de
cette période, la courbe se divise en trois sous-parties descendantes, devenant non linéaires,
ce qui entraine une estimation moins précise du Kia. Il est important de noter que le choix
de cette approche, basée sur la partie la plus linéaire de la courbe, est influencé par les
contraintes et les problémes rencontrés lors de I'acclimatation des boues, ainsi que par les
différences de qualité entre les courbes obtenues pour les boues adaptées et non adapteées.

La méme méthode de traitement des réponses respirométriques a été appliquée a deux
boues préalablement adaptées au substrat, et les respirogrammes enregistrés, ainsi que leur
traitement, sont présentés dans les Figures IV.18 et 1V.19. Dans ces cas, les courbes affichent
une plus grande linéarité, et I'oxygéne diminue plus rapidement pendant la phase de
désaération. Pour estimer le coefficient KLa et OURend de maniére représentative, on peut
considérer les données de la premiére partie de la courbe ou toutes les données enregistrées

pendant la phase de désaération.
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Figure 1V.18 : Evolution temporelle de la concentration en oxygene dissous
(a) de la partie stop-reprise d’aération (b) la régression linéaire de la partie descendante(A-B) (c) la
régression linéaire de la partie descendante (A-C) (d) la régression linéaire de la deuxieme partie (A-D).
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Figure 1V.19 : Evolution temporelle de de la concentration en oxygene dissous
(a) de la partie stop-reprise d’aération et (b) la régression linéaire de la partie descendante (A-B), (c) la
régression linéaire de la premiére partie descendante(A-C).

Sur la base de ces résultats expérimentaux, quelle que soit I'activité et la qualité des
boues activées utilisées, pour obtenir des estimations plus précises du coefficient K.a et de
1I’OUReng, il est recommandé de se concentrer sur la premiere partie descendante de la courbe
pendant une période d'arrét d'aération comprise entre 10 et 35 minutes. Idéalement, il est
préférable de maintenir la phase de désaération dans cette plage de temps, ce qui facilite
I'estimation de ces parametres en utilisant des valeurs plus représentatives, grace a une
courbe plus linéaire.

6.2. Effet de la durée d’adaptation sur les réponses respirométriques €en
condition endogéne, Annexe B, C :

Dans cette section de I'étude, I'objectif était d'évaluer comment la qualité et I'activité
des boues activees utilisées influence la détermination du coefficient K a et de 'OURend. Les
boues activées utilisées ont été prélevées a partir d'une STEP conventionnelle, puis incubées
dans un réacteur pendant une période de 20 jours. Les tests ont été réalisés sur des
échantillons prélevés a différents intervalles de temps a partir du réacteur d'adaptation (sl :

au jour 0 de l'adaptation, s2 : au 2¢™ jour d'adaptation, ..., s11 : au 20°™ jour d'adaptation).
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Les données recueillies et analysées conformément aux recommandations
précédemment mentionnées sont illustrées dans la Figure 1V.20. Les résultats indiquent que
les boues s'adaptent bien aprés 14 jours. Cela est démontré par I'évolution de la vitesse de
consommation d'oxygene, ou a ce stade, I'oxygene est rapidement consommé en seulement
environ 25 minutes en raison de l'activité vigoureuse des boues. La valeur de Kia est
maximale, avec une excellente linéarité de la partie descendante du respirogramme, ce qui
facilite la détermination précise de la respiration endogéne (OUReng). Le coefficient de
corrélation se rapproche de la valeur R? = 0.9.

En revanche, pour les boues a activité réduite, on observe une faible vitesse de
consommation d'oxygéne, des coefficients de corrélation éloignés de R? = 0.9, une linéarité
médiocre de la partie descendante du respirogramme, en particulier apres les 30 premiéres
minutes, comme précédemment mentionné. La chute dure plus longtemps, environ 2 heures,
et le Kia est trés faible et instable. Par conséquent, I'amélioration de I'activité microbienne
par son adaptation aux conditions expérimentales et aux conditions d'alimentation facilite la

détermination des parametres caractérisant les respirogrammes enregistrés.
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6.3. Interpreétation des réponses respirometriques de la biomasse autotrophe et
hétérotrophe en condition endogéne :

Les mémes tests ont été répétés pour évaluer I'impact de la durée de désaération sur la
détermination du coefficient K.a et de I'OURenq, & la fois pour la biomasse de boue activée
(autotrophes et hétérotrophes) et uniquement pour les hétérotrophes (en inhibant les
autotrophes avec I’inhibiteur de nitrification, ATU).

Il est essentiel de rappeler que la respiration endogéne, déterminée par la pente de la
courbe de désaération lors du test respirométrique en condition endogéne (en absence de
substrat exogene), englobe la respiration endogéne a la fois des hétérotrophes et des
autotrophes en I'absence de l'inhibiteur de nitrification, ainsi que celle des hétérotrophes

uniquement en sa présence, Equation 1V.20.
OURend = OURendHét + OURendaut (IV- 20)

Le Kra, OUReng, et le coefficient de corrélation ont été examinés en conditions de
présence et d'absence de l'inhibiteur de nitrification, a différents intervalles de désaération,
a savoir, S1, S2, S3, S4, S5 I’Annexe B et C.

Dans I'ensemble, il est essentiel de souligner que la durée de désaération a un impact
sur ces paramétres dans les deux situations. Le Kia, OUReng, ainsi que le coefficient R? ont
été évalués en présence et en lI'absence de l'inhibiteur de nitrification, a divers moments de
désaération. Dans I'ensemble, il est important de noter que la durée de désaération exerce

une influence sur ces paramétres dans les deux situations.
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Figure 1V.21 : Evolution en fonction de la durée de stop d’aération et la présence ou
non de I’ATU du : le coefficient Kva, le coefficient de corrélation (R?), OURend et la superposition des trois variables, dans

le cas biomasse totale : (a), (d), (g) et (j)), et pour les hétérotrophes ( (b), (e), (h) et (K)), et la superposition de ces variables en
présence et en absence d’ATU dans les cas : (c), (f), (i) et (I)
6.4. Influence de I’agitation sur la respirométrie endogéne :

L'objectif de cette partie est d'étudier I'impact de I'arrét d'agitation pendant I'étape de
désaération sur la determination du Kpa et sur I’OURenq a différents moments de désaération.
En régle génerale, pour que le Kia soit considéré comme représentatif, il est nécessaire
d'obtenir des coefficients de corrélation R? supérieurs ou égaux a environ 0.99. Cependant,
dans ce scenario, l'arrét de I'agitation simultanément avec l'arrét de I'aération entraine des
fluctuations dans les courbes respirométriques obtenues, qui présentent une linéarité
médiocre, Figure. 1V.22.

De plus, les vitesses de consommation d'oxygéne sont considérablement plus faibles
par rapport & la situation ou seule I'aération est interrompue. Par conséquent, l'arrét de
I'agitation pendant la désaération n'améliore pas la précision de la détermination de OURend
et du coefficient KLa. Au contraire, cette pratique a un impact sur la qualité des courbes et
des valeurs de Kia et de OUReng, e qui la rend non recommandée dans ce protocole.

Dans la seconde partie de cette étude, nous avons examiné l'impact de la vitesse
d'agitation sur la détermination de I'OURend et du Kia, tout en maintenant les conditions
opératoires précédemment optimisées. Il est clair que le coefficient de transfert d'oxygéne

est fortement influencé par la vitesse d'agitation définie dans le respirometre.
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Une augmentation de la vitesse d'agitation de plus de 120 tr/min ou une réduction a
moins de 70 tr/min conduit a des estimations peu fiables de I'OUReng et du K a. Cependant,
une plage de la vitesse d'agitation située entre 80 et 100 tr/min, avec une marge d'erreur de
+ 20 tr/min, présente une meilleure reproductibilité de ces parametres, Figure 1V.23. Il est
important de noter que des vitesses d'agitation trop faibles limitent le transfert d'oxygéne de
la phase gazeuse vers la phase liquide, tandis que des vitesses d'agitation trop élevées

peuvent perturber la lecture au niveau de la sonde d'oxygeéne.
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Figure 1V.23 : Variation des différents paramétres en fonction de /a vitesse d’agitation
(rpm) : (a) le coefficient K, a, (b) le coefficient R?, (c) OURend.

La derniére phase de cette partie d’étude vise a évaluer I'influence de la température
sur I'optimisation de la vitesse d'agitation. Pour ce faire, nous avons répété lI'expérience a une
température plus basse, soit 10°C, tout en variant la vitesse d'agitation dans la méme plage.
Les résultats expérimentaux obtenus montrent des améliorations significatives en termes de
coefficient de corrélation et de taux de consommation d'oxygéne a une vitesse d'agitation de
100 tr/min, avec une marge de + 20 tr/min. A cette valeur de vitesse, Figure V.24, le

coefficient K a offre la représentation la plus précise.
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Figure 1V.24 : Evolution en fonction de la vitesse d’agitation (rpm) , a la température 10
°C, du :(a) coefficient K.a, (b) coefficient R2, (¢} OURend.
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Nous avons également repris le processus d'optimisation pour I'ensemble de la
biomasse (auto et hétéro) ainsi que pour les hétérotrophes seuls. Cette étude a été menée en
utilisant trois vitesses d'agitation différentes, soit 80, 100 et 160 tr/min, a une température
de 20°C. Les résultats, présentés dans Figure V.25, ont montré que la meilleure corrélation,
lors d'analyse des données de désaération en condition endogéne, a été obtenue avec vitesse

d'agitation 100 tr/min, a laquelle les parameétres estimés ont atteint leurs valeurs maximales.
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Figure 1V.25 : Superposition de [’évolution en fonction de la vitesse d’agitation en
présence et en absence de I’ATU du : (a) le coefficient K a, (b) le coefficient R? et (c)OURend

7. LA REPRODUCTIBILITE DES TESTS RESPIROMETRIQUE
7.1. Effet des longues durées des tests respirométriques

Dans ce test, I'objectif était d'observer I'impact de la durée de I'aération continue sur la
qualité des respirogrammes obtenus. Pour ce faire, un volume de liqueur mixte, préparé selon
le protocole de mise en condition endogéne, a eté introduit dans le respiromeétre. Aprés avoir
réglé le débit d'aération et la vitesse d'agitation, le systeme a été maintenu en aération et
agitation a une température constante de 20 °C pendant environ 62 heures (équivalent a 2
jours et 14 heures). Cette durée a été choisie en fonction des recommandations pour des tests
respirométriques successifs, en tenant compte du rapport So/Xo le plus élevé (comme
expliqué plus en détail dans la section suivante).

Conformément a ce qui est illustré dans la Figure 1V.26, I'aération continue des boues
activées en vue de les homogénéiser montre un respirogramme presque stable sur une
période de test prolongée. La diminution des valeurs de I'OD est d'environ 0.07 mg/L, ce qui
s'avere pratiquement négligeable par rapport a la valeur de Send, établie a 8.46 mg/L.
L'objectif de ce test est de demontrer que, pendant cette periode d'aération continue, aucune
lyse microbienne n'a été observée, caractérisée par une augmentation de Send, et que des
tests successifs d'inhibition peuvent étre réalisés sur cette durée prolongée sans que la lyse

microbienne puisse influencer les résultats enregistrés.
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Figure 1V.26 : Evolution de la concentration en oxygeéne dissous en fonction du temps.

7.2. Effet du rapport So/Xo sur les réponses respirométriques

Dans cette section, une étude a été menée pour évaluer I'impact de la variation du
rapport So/Xo sur la consommation d'oxygéne et sur certains parametres biocinétiques de la
biomasse épuratrice, a la fois pour les autotrophes et les hétérotrophes, ainsi que
specifiquement pour les hétérotrophes (en tenant compte de l'inhibition des autotrophes).
Pour ce faire, une méthode a été mise en place pour calculer les volumes a injecter dans le
respiromeétre, a savoir le volume d'effluent (Ver) et le volume de boues (Vi), en les variant
selon le rapport So/Xo souhaité, en fonction des valeurs mesurées de la MVS dans la liqueur
mixte. Ces tests ont été réalisés a une charge carbonée constante de 300 mgoco/L. Pour
évaluer I'impact de la variation de ce rapport sur l'activite des hétérotrophes, une
concentration de 20 mg/L d'un inhibiteur de nitrification, I'Allylthiourée (ATU) [260-261], a

été introduite. Les résultats de ces expériences sont présentés dans les figures suivantes.
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Figure 1V.27 : Evolution en fonction du temps de: (a) la concentration en oxygéne dissous
pour les hétérotrophes), (c) de la totalité de la biomasse épuratrice; et du taux de consommation
d’oxygene (b) pour les hétérotrophes, (d) pour la totalité de la biomasse épuratrice.
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La variation de la concentration d'oxygéne dissous a été enregistrée au cours des tests
respirométriques, tant en Il'absence qu'en présence de l'inhibiteur de nitrification (ATU).
Comme illustré dans la Figure 1V.27, les différents respirogrammes obtenus lors des tests
pour les différents rapports So/Xo ont été superposeés. Cette figure met en évidence la variation
de I'OD pendant I'élimination de la charge carbonée et la nitrification, impliquant la biomasse
autotrophe et hétérotrophe, ainsi que la dégradation exclusive de la charge carbonée
impliquant la biomasse hétérotrophe. Il est important de noter que, conformément a la
classification de [261] les rapports So/Xo testés dans ces expérimentations sont considérés
comme faibles (< 0.2 goco/gmvs). Pour de tels rapports, la cinétique de dégradation est rapide,
ce qui permet de définir les constantes cinétiques représentatives de la biomasse initialement
présente et d'évaluer I'inhibition sur cette fraction. En revanche, pour des rapports plus élevés
(> 2 goco/gmvs), la multiplication microbienne est plus significative, ce qui limite la
possibilité d'évaluer précisément l'inhibition en raison de la production de nouvelles cellules
microbiennes saines non inhibées. Dans un premier temps, l'impact de l'augmentation du
So/Xo sur la quantité d'O> utilisée, notée Qozex (Mg/L), ainsi que sur les temps de dégradation
nécessaires pour que le substrat soit entierement consommé, marquant le retour a I'état

endogene, a éteé clairement mis en évidence. Ces résultats sont synthétisés dans Figure 1V.28.
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Figure 1V.28 : Effet du rapport So/Xo fixé sur (a) la quantité d’oxygéne dissous exogéne
utilisée (b) le temps de dégradation, pour les hétérotrophes et pour la totalité de la biomasse.

Il est a noter que la respiration exogene maximale des hétérotrophes est notablement
plus élevée que celle observée pour I'ensemble de la biomasse, y compris les autotrophes.
En revanche, la quantité d'oxygéne nécessaire pour cette respiration est moindre. Cela
indique que la cinétique de dégradation de la charge carbonée est nettement plus rapide, se
déroulant en une seule phase, comme illustré dans la deuxieme partie de la Figure 1V.27(b).
En contraste, la nitrification est un processus plus lent, caractérisé par une dégradation en

plusieurs phases, comme illustré dans la deuxieme partie de la Figure 1V.27(d). Les résultats
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mettent en évidence de maniere tres claire que les quantités d'oxygéne utilisées ainsi que les
temps de dégradation augmentent de maniére proportionnelle a l'augmentation du rapport
So/Xo, que ce soit pour les hétérotrophes ou pour I'ensemble de la biomasse, incluant les
autotrophes. Cette augmentation est plus prononcée dans le cas des hétérotrophes.
Cependant, pour un rapport So/Xo de 0.23 goco/gmvs, une multiplication microbienne a été
clairement observée, principalement pour I'ensemble de la biomasse. Cela se traduit par
I'absence de retour a I'état endogéne et une réduction de la quantité d'oxygene utilisée ainsi
que du temps de dégradation. Cette réduction est due a l'utilisation de I'oxygene pour la
synthese de nouveaux matériaux cellulaires, en plus de la production d'énergie.

Les temps de dégradation les plus courts ont été observés pour les rapports So/Xo
faibles, allant de 0.03 a 0.06, avec un rapport de 0.03 pour les hétérotrophes et de 0.04 pour
I'ensemble de la biomasse. Ces durées plus courtes permettent non seulement d'éviter les
changements morphologiques de la biomasse et la multiplication cellulaire, mais également
de réaliser des injections successives au sein d'un seul test, ce qui est essentiel pour des
études de comparaison, que ce soit en présence ou en l'absence de la molécule
pharmaceutique. En augmentant la concentration de substrat injectée dans le respirométre
de 300 a 450 mg/L, on observe une augmentation proportionnelle de la consommation
d'oxygene pour les différents rapports So/Xo, comme illustré dans la Figure [1V.29.
Cependant, une exception se produit pour le rapport de 0.23 goco/gmvs, 0U une réduction de

la quantité d'oxygene consommeée et du temps de dégradation est enregistrée.
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Figure 1V.29 : Effet du rapport So/Xo fixeé sur (a) la quantité d’oxygéne dissous exogéne
utilisée (b) le temps de dégradation, pour la totalité de la biomasse (DCO égale a 450mg/L.

Sur la base de ces constatations, et en prévision des prochains tests visant a évaluer
I'activité des hétéro et autotrophes en présence ou en I'absence du rejet pharmaceutique, il
est recommandé d'utiliser un rapport So/Xo = 0.04 goco/gmvs, avec une DCO de 300 mg/L.

Cette configuration permettra d'obtenir des tests d'inhibition les plus informatifs possibles.
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7.3. Les injections successives

Afin d'observer I'impact des injections successives sur les reponses respirométriques

et d'évaluer la reproductibilité d'un méme test a un rapport So/Xo donné, des expériences ont

été menées dans le respiromeétre, en suivant les protocoles et modes opératoires établis, avec
rapports So/Xo fixés & 0.04, 0.09 et 0.19 goco/gmvs. Les resultats présentés dans Figure 1V.30

montrent I'évolution temporelle de la concentration en oxygéne dissous (OD) lors de la phase

de stop-reprise d'aération pour trois injections successives d'un méme substrat ayant une

concentration de 300 mg/L en DCO et un rapport So/Xo égal & 0.04 goco/gmvs.
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Figure 1VV.30 : Evolution de la concentration en oxygeéne dissous en fonction du temps

obtenu pour le rapport So/Xo = 0.04, (a) le respirogramme complet, (b) la partie de détermination
de Kya, et de la respiration endogéne(c) la superposition des courbes de consommation d’O, en fonction
de temps et (d & €) la superposition des courbes de taux d’utilisation d’O, exogene et total.
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Selon les premiéres constations, il semble que la forme des respirogrammes enregistrés
ne soit pas affectée par la répétition des injections. Cependant, une diminution de la
respiration maximale et une prolongation du temps ont été constatées lors de la troisieme
injection, nécessitant plus de temps pour revenir a I'état endogene. La Figures V.31 et
Figures 1V.32 présentent les respirogrammes de deux injections successives enregistrées
pour deux rapports So/Xo plus élevés, soit 0.09 et 0.19 goco/gmvs. Le nombre d'injections a
été réduit en raison de la durée nécessaire pour atteindre I'état endogene, qui s'est avérée
nettement plus longue que celle observée pour le rapport de 0.04 goco/gmvs. Pour ces deux
rapports, la forme générale des respirogrammes a subi des changements significatifs lors de
la deuxiéme injection, Figure V.31, Figure 1V.32. La respiration maximale, exprimée en
OURexo, a connu une nette augmentation lors de la deuxiéme injection par rapport a la
premiere. Cela s'est accompagné d'un allongement de la durée nécessaire pour dégrader la
méme quantité de substrat injectée, ce qui se traduit par un temps plus long pour atteindre
I'état endogeéne. Ces observations ont été notées pour les deux rapports So/Xo considérés

comme faibles, a savoir 0.09 et 0.19 goco/gmvs.
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Figure 1VV.31 : Evolution de la concentration en oxygeéne dissous en fonction du temps

obtenu pour un rapport So/Xo = 0.09, (a) le respirogramme complet, (b) la partie de détermination
de Kya, et de la respiration endogéne (C) la superposition des courbes de consommation d’O, en fonction
de temps et (d & e) la superposition des courbes du faux d utilisation d’O, exogéne et total.
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Figure 1V.32 : Evolution de la concentration en oxygéne dissous en fonction du temps

obtenu pour un rapport So/Xo = 0.19, (a) le respirogramme complet, (b) la partie de détermination
de Kya, et de la respiration () la superposition des courbes de consommation d’O; en fonction de temps et
(d & €) la superposition des courbes de taux d’utilisation d’O; exogéne et total.

Pour plus d’exactitude dans les conclusions, une comparaison a été effectuee entre
les coefficients de transfert d'oxygéne, Kia, les respirations endogenes, les temps de
dégradation, les respirations totales, les respirations exogeénes, ainsi que la différence entre

ces derniéres, comme indiqué dans les Figures 1V.33 et Figures 1V.24.
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Figure 1V.33 : Evolution en fonction du rapport So/Xo du : (a) le coefficient de transfert KLa,
(b) OUR end (c) le temps de dégradation lors des différentes injections du substrat.
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Figure 1VV.34 : Evolution en fonction du rapport So/Xo étudié du :(a) OURex, (b) OUR et (c)
la différence de OUR o, : €ntre la premiére et la deuxiéme injection.

Il convient de noter que les variations entre les paramétres estimés lors des injections

successives sont plus marquées pour les rapports de 0.09 et 0.19 que pour le rapport de 0.04.
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Par exemple, pour So/Xo = 0.04 goco/gmvs, la variation dans I'OURexo est tres faible,
de l'ordre de 1.7 %. Il est important de souligner que l'augmentation du rapport So/Xo peut
entrainer l'activation d'autres métabolismes, en particulier I'accumulation ou la mise en
réserve, ce qui est susceptible d'avoir un impact sur les réponses respiromeétriques
successives.

A la lumiére de ces résultats, il est observé que les injections successives de substrats
pour un faible rapport So/Xo compris entre 0.03 et 0.07 n'induisent aucun changement
significatif dans les taux d'utilisation d'oxygéne. Ces rapports sont donc les plus adaptés pour
I'évaluation de I'inhibition dans un méme test. En revanche, pour des rapports plus élevés, il

est recommandé d'éviter les tests successifs et de privilégier des tests sépares.

CONCLUSION :

Les résultats expérimentaux présentés dans ce chapitre nous ont permis de définir les
conditions essentielles pour mener a bien les tests de respirométrie afin d'évaluer I'inhibition

induite par les rejets pharmaceutiques. Ces conditions incluent :

» L'interprétation des respirogrammes de type LSS et LFS.

» Laprocédure de mise a I'endogene et la préparation de la liqueur mixte pour les deux
types de respirométries, LFS et LSS.

» Les rapports So/Xo & fixer dans les différents tests.

» Les méthodes de determination du coefficient de transfert d'oxygéne dans la
respirométrie de type LFS.

» Le nombre de tests successifs de respirométrie a realiser au sein d'un méme test.

» L’¢évaluation de ’activité de la biomasse autotrophe et hétérotrophe

L'application de la respirométrie pour évaluer I'impact des rejets pharmaceutiques sera

réalisée en respectant les conditions opératoires optimisées antérieurement.
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La présence d'antibiotiques, en particulier 'AMX, connu pour sa résistance biologique,
dans les eaux usées, constitue une complication significative. En effet, ces substances ont
tendance a agir comme des inhibiteurs, perturbant le bon fonctionnement des systemes de
traitement biologique. Cela se traduit par une diminution de la consommation des diverses
charges organiques dans les eaux usées, entrainant ainsi une réduction de I'efficacité du
processus de dépollution des eaux et de la séparation solide-liquide par la suite. Apres avoir
mise en place un respirometre batch selon un mode opératoire uniforme et bien défini, notre
but est de conduire une série d'expériences pour évaluer I'effet inhibiteur de la présence de
la molécule d'AMX dans les effluents sur I'activité de la biomasse microbienne. Cela a été
réalisé en utilisant deux techniques de respirométrie, a savoir LSS et LFS, avec comme
objectif principal la détermination des seuils d’inhibition. Les seuils d'inhibition évalués ont
été sélectionnés en fonction d'une analyse préliminaire des données recueillies sur le terrain.
1. ESTIMATION DU SEUIL D’INHIBITION

La quantification de I’effet de la présence de I’inhibiteur sur 1’activité microbienne
sera réalisée par 1’estimation du pourcentage d’inhibition (% 1), qui définisse la
concentration de I’inhibiteur induisant la réduction de I’activité a différents seuils. Ce
pourcentage sera évalué en utilisant I’Equation V.01, dans le cas une augmentation a été
noteé.

%1:<1— M)uoo (V.01)
QOz—exo(S)

D’ou:

% | : pourcentage d’inhibition

Qoz-exo (s1) : quantité d’oxygene exogene utilisée apres I’injection du substrat contenant
I’inhibiteur.

Qoz-exo (5) : quantité d’oxygene exogene utilisée apres ’injection du substrat.

La mesure de la consommation d'oxygene lors de la dégradation du substrat, en
présence ou en absence de l'inhibiteur, sera substituée par la respiration endogene, exogene
ou totale dans le cas de la respirométrie de type LSS.

2. LA CINETIQUE DE CONSOMMATION DU SUBSTRAT ET D’AMX

Le substrat synthétique utilisé dans cette étude consiste en un mélange binaire
comprenant une source de carbone, une source d'azote, ainsi que d'autres nutriments,
présentant une demande chimique en oxygéene (DCO) théorique de 300 mg/L. Pour préparer
ce substrat, une solution mére de 2000 mg/L a été diluée. Les mesures de la DCO pendant
les tests ont été réalisées au moyen d'un spectrophotometre UV-visible, avec une longueur

d'onde de 620 nm. L'Equation V.02 a été employée pour la faible gamme [1 — 150 mg/L] en
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vue de calculer la DCOs, tandis que L'Equation V.03 a été appliquée pour la grande gamme
[10 — 1000 mg/L] afin de calculer la DCOt.
Abs (nm) — 0.01494

[DCOLs = 575503102 (V.02)
(DCO], = Abs (nm) + 0.00445 V03
£ 2.3256. 104 (V.03)

En ce qui concerne I'établissement de la courbe d'étalonnage de I'AMX,; les tests réalisés
dans le surnageant de la liqueur mixte ont démontré une faible fiabilité en raison de la
complexité de la matrice de surnageant avec I'AMX. Par conséquent, des courbes
d'étalonnage pour I'AMX a la longueur d'onde de 273 nm ont été élaborees pour différentes
matrices, a savoir I'eau du robinet, Equation V.04, pour la plage basse [1 — 150 mg/L], une
autre équation, Equation V.05, pour la plage élevée [10 — 1000 mg/L], et enfin une troisieme
équation, Equation V.06, pour les effluents avec une DCO de 300 mg/L, pour la plage basse
[1 — 150 mg/L]. Ces courbes ont éte élaborées dans le but d'étre utilisées dans le suivi de la
biodégradation (biosorption) de la molécule apres son injection dans les respirometres.

Abs (nm) — 7.53333 « 10™*

[AMX] = 0.00303 (V.04)
(AMX] = Abs (nm) — 0.09307 (V. 05)
) Abs ( 0'())0260701049 |
s(nm)+ 0.
[AMX] = 0.00271 (V.06)

Au cours de ces préparations, des mesures de certains paramétres sur les solutions
meres de la faible et grande gamme d’AMX ont été effectuées, le Tableau V.01.

Tab. V.01 : Caractérisation des solutions meres d’AMX.

Eau distillée Eau de robinet
100 pg/mL 1000 pg/mL 100 pg/mL 1000 pg/mL

pH 6.722 6.342 6.687 6.234

Temp. °C 18.3 18.7 18.9 18.8

DCOs (mg/L) 112.3 705.1 110.6 742.7

DCOt (mg/L) 203 1456.1 201.6 1655.6

TOC (mg/L) 34.87 322.33 36.2 324.67

TC (mg/L) 36.07 323.67 62.57 349.33

IC (mg/L) 1.16 1.15 26.37 25.07

En se basant sur ces donneées, 'AMX présente des concentrations significatives en
termes de DCO, indépendamment de son mode de préparation, que ce soit dans de l'eau
distillée ou dans de I'eau du robinet. Selon I'Equation V.07, I'oxydation de I'AMX révéle une
valeur de 1.793 mgo2/mgamx, correspondant a une concentration théorique en terme DCOt

de 179.3 mg/L pour la plage basse, qui est presque similaire a la valeur calculée de DCO de

103



LES TESTS D'INHIBITION Chapitre V

201.6 mg/L, et de 1792.9 mg/L pour la plage élevée, alors que la valeur calculée est de 1655.6
mg/L, présentant une différence d'environ 11.1% pour la plage basse et d'environ 7.7% pour

la plage élevée.

1
C16HioN305S,3H;0 + 4750, > 3HNO; + SO + 16 CO, 11H,0 (V.07)

3. LES PREMIERS ESSAIS DES TESTS RESPIROMETRIQUES

Un essai de la cinétique de dégradation de I'effluent synthétique a été réalisé pour
observer I'évolution de la consommation du substrat binaire (contenant la source de carbone
et d'azote) au fil du temps. Cela a été effectue dans un respiromeétre de type LFS, en

maintenant les conditions opératoires prés définies (DCO = 300mg/L, So/Xo= 0.04, ...).
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Figure V.01 : (a) Respirogramme obtenu aprés injection de |’effluent synthétique
binaire, et I’évolution temporelle (b) de la charge de la DCOs dans le respirometre, (c)
la concentration en DCOs et (d) DCOt.

La Figure V.01 présente un respirogramme obtenu lors du suivi de 1’évolution
temporelle de la charge carbonée, mesurée en termes de DCO soluble et totale. Lors

d'injection d'effluent synthétique, on observe une diminution de la concentration en oxygene
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dissous dans le respirogramme, Figure V.01-a, suivie d'une augmentation de la DCO, Figure
V.01-c et V.01-d, mesurée dans le milieu. La concentration en DCO continue de diminuer
jusqu'au point (D) dans le respirogramme et les courbes DCO, atteignant des concentrations
minimales (DCOs = 12.4 mg/L, DCOt = 33.2 mg/L et O dissous = 6.02 mg/L), puis des
fluctuations des concentrations de la DCO commencent.

Cette phase de dégradation de la charge carbonée est celle mentionnée dans le
respirogramme entre les points (C et D). Aprés le point (D), une fois la source de carbone
épuisee, la nitrification commence dans le cas ou la charge azotée dépasse les besoins des
hétérotrophes. Les variations constatées dans la courbe de DCO résultent potentiellement de
la lyse microbienne ainsi que des erreurs de mesure attribuables a la diminution du volume
réactionnel dans le respirometre. Cependant, la Figure V.01-b, obtenue a partir de I'Equation
V.08, montre que les résidus de la DCO sont nuls aprés le déroulement de la nitrification et
apres un certain temps (point E), car la courbe de DCO enregistre a ce moment une

concentration de DCO nulle.

( [DCO]injecté * Vinjecté) + ( [DCO]mesurée * Vboues)

Vtotal

DCOs_respi = (V.08)

Ainsi, en se basant sur les résultats de cette cinétique, on peut conclure que la charge
carbonée a été initialement biodégradée, simultanément au métabolite de nitrification
présentant une cinétique plus lente.

L'utilisation d'inhibiteur de nitrification, ATU, permet de distinguer entre le métabolite
de dégradation du substrat carboné et la nitrification. Par conséquent, I'analyse des
respirogrammes offre I'avantage de deétailler plus précisément les différents métabolites
impligués.

Le respirogramme peut présenter plusieurs phases lorsqu'un substrat injecté présente
différents niveaux de biodégradabilité, allant de facilement a difficilement biodégradable.
Toutefois, dans notre cas, les produits reconstituant le substrat synthétique sont considérés
comme facilement biodégradables.

Il est important de souligner que cette selection a été faite dans le but de visualiser
spécifiquement I'effet inhibiteur de la molécule d'’AMX principalement sur la perméation du
substrat et sur la métabolisation regroupant 1’anabolisme et le catabolisme, sans prendre en
considération les autres métabolites tels que la prédigestion ou I'hydrolyse, le stockage, la

lyse, ... etc.
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4, ESTIMATION DES SEUILS D’INHIBITION EN UTILISANT LES
TECHNIQUES RESPIROMETRIQUES LSS

L’estimation des seuils d’inhibition en utilisant la respirométrie LSS, a été effectuee

en suivant le plan d’expérimentation démontré dans la Figure V.02, ce mode d’évaluation a

été réalisée en considérant plusieurs scénarios résumés dans le Tableau V.02 et en utilisant

I’inoculum MAS, les détails d’exécution de chaque scénario sont regroupés dans Annexe F.

Tableau V.02 : Les différents scénarios des tests d inhibition utilisant la respirométrie LSS.

Les s R Injection  Injection Concentrati  Temps de
Type de LSS scenarios Type d’effet ciblé dusubstrat  d’AMX  on d’AMX Contact
Scénario Effet sur I’activité 10-30 _
endogéne des - + 5 min
01 ; . mg/L
microorganismes
L Effet sur I’activité
LSS Scénario endogéne des - + 30-70 5min
. 02 ; . mg/L
Cumulative microorganismes
Scénario Activité totale des .
. . + - - 0-65 min
03 microorganismes
Scénario Effet sur I’activité totale
04 des microorganismes + + 25¢g/L 0-65 min
(injection combinée)
A Effet sur I’activité totale
Scegsrlo des microorganismes + + 25¢g/L 0-65 min
(injection séparée )
LSS Scénario Effet sur I’activité totale
Non des microorganismes + + 0-35mg/L 15 min
. 06 S =
Cumulative (injection combinée )
Scénario Effet sur I’activité totale
07 des microorganismes + + 40-80 mg/L 15 min

(‘injection combinée )

Aeration of
—_—
- N the sludge
- : e |
o until endogenous
X phase is reached

Bioreactor / respirometric cell

|

Calibrant + toxicant

{

Mesure Respira |

!

Next
New sludge | s cycle

Figure V.02 : Plan d’expérimentation utilisé dans la respirométrie de type LSS pour
[’estimation de [’inhibition d’AMX.
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Les différents résultats obtenus sont regroupés dans les Tableaux et les Figures suivantes :

o Scenario 01

Dans cette expérience, nous avons observe I'effet cumulatif de [I'injection de
concentrations graduelles d'’AMX sur la respiration endogéne. Les concentrations testées
variaient de 0 a4 30 mg/L. A une dose de 10 mg/L, aucun effet n'a été observé sur la respiration
endogéne. Cependant, nous avons constaté une augmentation de I'activité endogéne. A partir
de cette dose, un effet inhibiteur sur les métabolites impliqués dans la respiration endogene
a été observé, notamment l'utilisation des réserves et de certains constituants cellulaires pour
la production d'énergie nécessaire au maintien et a la resynthese des composants cellulaires.
Cet effet n'était pas régulier, Tableau V.03, Figure V.03.

Tableau V.03 : Résultats des tests d’inhibition sur [’activité endogene par la respirométrie
LSS (Scénario 01)

[AMX] (mg/L) 0 10 15 20 25 30
OURend (mg/L.H) 12528 13.032 12.312 9.936 12.348 11.556
1 % / -4 +1.7 +20.7 +14 +7.7
.
.
A /\ \/\
6, 0 1000 Zﬂt;-l?ibme (sezl))oo 4000 5000

Figure V.03 : Respirogrammes obtenus selon le scénario 01.

. Scénario 2

Une augmentation progressive des concentrations cumulatives d'AMX a été effectuée,
allant de 30 a 70 mg/L. L'effet inhibiteur s'est avéré plus régulier et a augmenté presque de
maniere proportionnelle a l'augmentation de la dose cumulative d'’AMX. Cependant,
lorsqu'on compare les effets observés a la dose de 30 mg/L, mesuree a deux reprises, I'effet
est nettement distinct. A ce stade, il est important de noter que I'effet n'a pas été clairement
défini sur la respiration endogéne, puisque cet état ou les microorganismes sont privés de
substrat est généralement considéré comme un état de stress. Il convient également de
souligner que les doses administrées n'ont pas entrainé de lyse complete, ce qui aurait été

indiqué par I'arrét complet de la respiration endogene, Tableau V.04 et Figure V.04.
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Tableau V.04 : Résultats des tests d’inhibition sur [’activité endogene par la respirométrie
LSS (Scénario 02)

[AMX] (mg/L) 0 30 40 50 60 70

OURend (mg/L.H) 12564 10.116 9.972 10.008 8.676 9.18

1 % / +19.48 +20.63 +20.34 +30.95 +26.93
10

©

VAN AN

00

Figure V.04 : Respirogrammes obtenus selon le scénario 02.

o Scénario 3,4 et5

Dans les scénarios 3, 4 et 5, une analyse comparative a été effectuée en injectant soit
du substrat seul, puis du substrat en combinaison avec I'AMX, soit du substrat et de I'AMX
séparément. 1l est important de rappeler que les injections sont effectuées dans le réacteur
qui alimente le respirométre, et non directement dans le respirométre lui-méme. De plus, il
est essentiel de souligner que la biomasse microbienne utilisée pour ces tests est utilisée telle
quelle, sans aucun processus d'adaptation ou d'amélioration de son activité. La seule étape
réalisée est la mise a ’endogeéne avant les tests.

D'aprés les résultats présentés dans le Tableau V.05 et illustrés dans les Figures V.05
et V.06, aucune variation significative n'a été observée. La biomasse a réagi de maniére
similaire, que ce soit a l'injection du substrat seul, en présence d’AMX injecté conjointement
avec le substrat, ou lorsque I'AMX a été injecté séparément. Il est important de rappeler que
les injections combinées et séparées ont éteé réalisées dans le but de visualiser les effets sur
différents métabolites. L'injection conjointe du substrat avec I'AMX permet d'observer
I'impact sur les métabolites de dégradation, tandis que I'injection séparée du substrat puis de
I'AMX vise a étudier l'effet sur la fonction des exo-enzymes hydrolytiques, et 1’inverse
permettre de suivre I’effet de I’AMX sur la perméation du substrat aprés la prédigestion par
laquelle peut suivre plusieurs voies. Quel que soit le mode d'introduction de I'AMX, son effet

inhibiteur reste minimal et méme négligeable.
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Tableau V.05 : Comparaison entre [’activité totale des microorganismes en injectant S et
S+AMKX (injection combinée et separee) évaluée par LSS (scénario 3, 4 et 5)
Temps (min) 0 5 20 35 50 65
OURT(S) (mg/L.H) 8.172 58.392 11.268 8.424 8.928 8.892

OURT(S*AMX) injection g 516 55937 11736 972 8676 8352
combinée (mg/L.H)

OURT(S*AMX) Injection 5 »o0 4g 744 11088 8676 8.568 8.244
séparée (mg/L.H)

UN AN NA

/

DO (mgll)
- N W Yy o -} N o0 ©

00
Time (sec)

Figure V.05 : Exemples des Respirogrammes obtenus selon le scénario 03
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Figure V.06 : Activité totale des microorganismes évaluée selon les Scénarios 3,4,5

. Scénario 06 et 07

Etant donné que les scénarios précédemment appliqués n'ont pas conduit & des
conclusions significatives, cela peut étre attribué au protocole de test utilisé. Dans les
scénarios antérieurs, les doses cumulatives d'’AMX ont été injectées dans le réacteur de mise
a I’endogene et non directement dans le respirometre. Dans les scénarios 6 et 7, l'effet de
I'injection instantanée d'’AMX, avec des concentrations variant de 0 a 35 mg/L et 40 a 80 mg/L
respectivement, a été évalué. Pour la plupart des doses injectées, aucune inhibition n'a été
observée, mais plut6t une augmentation de la respiration totale. Cela suggére que I'AMX n'a
pas un effet immédiat sur l'activité microbienne. Il est possible que la durée relativement
courte de I'enregistrement dans ce type de respirométrie n'a pas permis de visualiser

pleinement I'effet inhibiteur.
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Figure V.07 : Exemples des Respirogrammes obtenus selon le scénario 06

Tableau V.06 Résultats des tests d’inhibition sur [’activité totale par LSS (Scénario 06)

[AMX] (mg/L) 0 10 15 20 25 35
OURT (mg/LH) 47376 46548 50.688 50.004 48.204 48.276
1 % / 1748  -7.481 -5547 -1.748 -1.899

10 [on]  [o2]  [o3

Figure V.08 : Exemples des Respirogrammes obtenus selon le scénario 07

Tableau V.07 : Résultats des tests d’inhibition sur [’activité exogéne par LSS (Scénario 07)

[AMX] (mg/L) 0 40 50 60 70 80
OURt (mg/LH)  48.492 51.372 49.356  47.268  73.224  71.388
| % / 594  -1.78 +2.52 51 -47.22

Il est essentiel de noter que I'effet inhibiteur de I'AMX n'a pas pu étre clairement
identifié par le biais de cette méthode de respirométrie (LSS). Explorer une autre technique
respirométrique, telle que la LFS, semble étre nécessaire. De plus, la caractérisation
morphologique de la biomasse épuratrice n'a pas €té réalisée. Cette derniére peut fortement
influencer la réponse de la biomasse aux inhibiteurs, comme cela a été souligné dans des
travaux antérieurs [228]. Par exemple, un floc microbien bien compact et fermé peut mieux
résister a ce type de stress, préservant ainsi l'activité microbienne. En revanche, un floc
microbien ouvert facilitera l'infiltration totale de I'inhibiteur, entrainant une réduction
significative de [l'activité microbienne. La morphologie de la boue épuratrice sera

soigneusement prise en compte dans les prochaines parties de I'étude.
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5. ESTIMATION DES SEUILS D’INHIBITION EN UTILISANT LES
TECHNIQUES RESPIROMETRIQUES LFS :

Les seuils d'inhibition ont également été évalués en utilisant la respirométrie de type

LFS, conformément au plan d'expérimentation illustré dans la Figure V.09. L'évaluation de

I'inhibition a été effectuée en injectant de I'AMX sous forme de poudre ou aprés sa

dissolution, et en examinant I'effet inhibiteur sur I'ensemble de la biomasse épuratrice ou sur

une fraction spécifique, a savoir les hétérotrophes. Ces expérimentations ont été menées en

utilisant I'inoculum CAS, la caractérisation morphologique et 1’état de compaction de cette

INHIBITION }3

Identification de la
réponse de la biomasse

RESPIROMETRIE

biomasse épuratrice a été effectuée.

SUB
SUBSTRAT

v

AT

u BRUTES ACCLIMATEES

(Poudre + Dissous)

[Snns Correction de Snlinit(']

SUB+
AMX SUB
|

HETEROTROPHES

Avec
Correction de
Salinité

HETERO ET
AUTOTROPHES

Figure V.09 : Plan d’expérimentation utilisé dans la respiromeétrie de type LFS pour
[’estimation de [’inhibition d’AMX.

5.1. Effet inhibiteur d’AMX injecté apreés dissolution sur I’activité microbienne

L'évaluation de I'effet inhibiteur de I'AMX a été réalisee sur les boues CAS non
acclimatées en utilisant le respirometre construit selon les protocoles préalablement établis
(lavage, aération, DCO = 300 mg/L, So/Xo = 0.04, durée d'environ 30 minutes d'interruption
de I'aération, et autres). Cette évaluation s'appuie sur la technique d'injection d'un effluent
synthétique contenant I'AMX dans le respirometre, a différentes gammes de concentrations.
Apres l'injection initiale de cet effluent sans inhibiteur pour établir I'état endogéne, des
injections successives ont été réalisées. Avant la deuxiéme injection, une élimination d'un

volume déterminé de surnageant (équivalent au volume d'effluent a injecter) a été effectuée
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apres une pause d'aération et d'agitation du respirometre pendant 30 a 45 minutes. Ensuite,
I'aération et I'agitation ont repris jusqu'au retour a I'état endogéne, moment ou la deuxiéme
injection a été effectuée. Tout au long de ces essais, des observations microscopiques des
flocs bactériens ainsi que des analyses chimiques du surnageant de la liqueur mixte (DCO
totale et soluble, COT, TC, IC et MO) ont été réalisées a différents états endogenes de I'essai
respirométrique. De plus, pour chaque essai, le coefficient K a a été déterminé séparément.

La Figure V.10 illustre un exemple de respirogramme obtenu lors des tests d'inhibition
par I'AMX injecté avec l'effluent synthétique. Les points (A - B) représentent la phase
d'interruption/reprise de I'aération, I'effluent synthétique contenant uniquement le substrat a
été injecté au point (C), et enfin, au point (D), lI'effluent synthétique contenant 'AMX a une

concentration donnée a été injecté.

—+— DO = f(t)
(4]
8,5
8,0
7.5
=) o
o 7,
£ [o]
o 6,5
o
6,0
5,5
59
R 0 T0000 20000 30000 20000

Figure V.10 : Exemple d’un respirogramme obtenue lors des tests d’inhibition en
injectant I’AMX avec le substrat (30 pug/mL).

Les essais d'inhibition, suivis par le taux de consommation d'oxygene, révélent une
diminution de la quantité d'oxygene consommée apres l'injection d'effluent synthétique
contenant I'AMX, comme le montre la Figure V.10. Ceci est attribuable au mode d'action de
cette molécule, qui, lorsqu'elle est introduite avec un autre substrat, se solubilise
efficacement, inhibant ainsi la synthese du peptidoglycane, composant essentiel de la paroi
cellulaire. Cela a un impact direct sur les bactéries en fragilisant leur paroi, entravant ainsi
le transfert d'oxygene et compromettant la dépollution de la charge carbonée et azotée. Ceci
est conditionné par le contact possible entre la paroi et I’AMX qui est conditionnée par 1’état
morphologique des agrégats microbiens.

Cependant, les phénomenes d'inhibition, comme indiqué dans la Figure V.11-a,
varient considérablement en fonction des concentrations d'AMX allant de 0 & 100 pg/mL. La

molécule présente un comportement irrégulier, provoquant des effets trés variables en termes
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de pourcentage d'inhibition. Elle induit immédiatement un effet d'inhibition de 16.6% pour
une dose de 5 pg/mL, mais seulement 1.7% pour une dose de 15 pg/mL. Par contre, des effets
d'inhibition trés prononcés de 83.2% et 74.6% sont observés pour les doses de 25 pg/mL et
30 pg/mL respectivement. En revanche, I'effet d'inhibition n'est que de 37.4% pour la dose
la plus €élevée, soit 100 pg/mL. Ces variations s'expliquent par le comportement et l'activité
de la biomasse utilisée d'une part, et d'autre part, par la réaction des boues activées au mode

d'action spécifique de la molécule AMX.

s
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' Temps de Dégradation (h) ‘
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Figure V.11 : Evolution en fonction de la concentration d’AMX injecté du : (a) Pourcentage
d’inhibition et (b) Temps de dégradation apres injection de [’effluent synthétique seul et
[’effluent synthétique contentent I’AMX.

La Figure V.11b, illustre les variations du temps de dégradation du substrat, exprimé
par la consommation d'oxygéne dans le milieu, tant pour I'effluent synthétique seul que pour
I'effluent synthétique contenant de I'AMX. L'écart observé pour les temps de dégradation du
substrat seul est de l'ordre de 37.8%, mais cela est considéré comme négligeable en
comparaison de la variation constatée dans le temps de dégradation du substrat contenant de
I'AMX, qui est de 85%. On note une diminution significative, notamment pour les doses de
25 pg/mL et 30 pg/mL. Ainsi, I'inhibition de 1’activité microbienne par un effluent contenant
de I'AMX entraine une réduction des taux de consommation d'oxygéne avec des impacts
directs sur les temps de dégradation.

Soulignant que la boue CAS utilisée dans les tests en cours est une boue partiellement
foisonnée caractérisée par la présence de flocs microbiens ouverts et un indice de filament
atteignant 4, Figure 111.10, présentant ainsi une morphologie favorisant l'infiltration de
I'inhibiteur dans le floc, entrainant une inhibition plus marquée. De plus, la présence de
filaments offre une surface d'échange accrue, ce qui renforce I'inhibition. Cela explique les

niveaux d'inhibition atteints méme si la relation entre la dose et I'inhibition n'est pas claire.
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D’autres paramétres, Figure V.12, ont été analysés afin de suivre la consommation de
la charge carbonée et azotée, durant les différents états d’endogéne observé dans les

respirogrammes et pour les différentes doses d’AMX.
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Figure V.12 : Evolution de la DCOs, DCOt, COT, TC et IC de différentes concentrations
d’Amoxicilline injecté en fonction des différents états endogenes.

Les pourcentages de 1’évolution de ces parametres en fonction des concentrations en
AMX injecte, ont eté présentes dans le Tableau V.08.

Le Tableau V.08, présente les pourcentages d'augmentation, indiqués par le signe
positif (+), et les pourcentages de réduction, indiqués par le signe (-), des différents
parametres tels que DCOs, DCOt, COT, TC et IC. Ces pourcentages sont calculés entre I'état
endogene initial avant I'injection d'un effluent contenant de I'AMX et I'état endogéne final
apres le retour a I'état endogene, suivi de l'injection de I'effluent contenant de I'AMX.

Selon ces résultats, aucune corrélation n'est observée entre I'inhibition par 'AMX et la
consommation du substrat carboné résiduel. Par exemple, les doses de 25 pg/mL et 30

pg/mL, présentant des pourcentages d'inhibition élevés de 83.2% et 74.6% respectivement,
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montrent une augmentation de 52% en DCOs et de 75.3% en DCOt pour la dose de 25
pg/mL. En revanche, la dose de 30 pg/mL montre une diminution de 29% en DCOs et de
18.6% en DCOt, représentant des réductions plus modestes.

Tableau V.08 : Les pourcentages de réduction (signe -) ou d’augmentation (signe +) de la
DCOs, DCOt, COT, TC et IC, par rapport au pourcentage d’inhibition 1% pour les
différentes concentrations en AMX injectées.

Slgmy . copsee g o 0 o 09
1 12.31 -7.37 41.93 23.34 -4.91 -8.6
3 49.34 20.25 4.57 -4.47 -9.31 -15.6
5 57.33 72.45 24.69 -3.6 -12.6 16.6
10 62.07 71.16 45.27 3.16 -16.02 7.9
15 -61.89 -18.16 -22.95 -14.07 -9,04 1.7
20 -54.21 -14.32 -17.36 -16.89 -27.52 8.6
25 52 75.28 -33.17 -9.13 0.36 83.2
30 -29.05 -18.57 -44.26 -19.8 -8,6 74.6
35 -70.68 -23.89 52.98 18.3 -1.91 29.1
40 42.19 35.39 34.99 18.27 11.32 14.7
45 12.48 14.07 40.34 -10.81 -33.23 20.6
50 3.13 47.56 55.05 33.14 18.05 12.2

100 4459 23.7 1.03 25.7 35.26 37.6

Cela est di a l'effet de I'inhibition sur la cellule microbienne, ou une inhibition peut
entrainer une réduction de toutes les activités microbiennes, qu'elles soient endogénes ou
exogenes, sans toutefois atteindre la lyse. D'autre part, une inhibition plus prononcée peut
conduire a la lyse cellulaire, entrainant ainsi le relargage des constituants cellulaires et une
augmentation des concentrations apres le retour a I'état endogéne, ou encore, ce dernier peut
afficher d'autres seuils en raison de ces effets locaux.

Les pourcentages d'évolution de ces paramétres en fonction des concentrations d'’AMX

injectées sont présentés dans la Figure V.13.
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Figure V.13 : Pourcentages de réduction ou d’augmentation de : DCOs, DCOt, COT,

TC et IC, par rapport au pourcentage d’inhibition en fonction des différentes
concentrations en AMX injectées.
5.2. Effet inhibiteur d’AMX injecté en forme poudre sur P’activité microbienne
Dans cette section, I'AMX est utilisée sous forme de poudre afin d'évaluer son effet
inhibiteur sur l'activité des microorganismes non adaptés, tout en maintenant les mémes
conditions opératoires précedemment établies. Cette poudre a éteé injectée entre les deux
phases d'injection du substrat synthétique sans AMX, apres avoir atteint I'état endogene, avec
un temps de contact variant de 40 a 90 min avant la seconde injection. La masse de poudre
d'AMX a été ajustée de 1 a 30 mg dans un volume réactionnel total de 0.4 L. L'AMX, comme
d'autres p-lactamines, agit en tant gu'inhibiteur de la synthése du peptidoglycane, un
composant essentiel de la paroi bactérienne. Ces antibiotiques se fixent sur les protéines de
liaison des pénicillines (PLP) présentes a la surface de la membrane cytoplasmique des
microorganismes, inhibant ainsi I'activité enzymatique des PLP nécessaires a I'assemblage
du peptidoglycane. La fixation d'/AMX aux PLP entraine l'arrét de la synthese pariétale,
inhibant ainsi la croissance bactérienne. La fragilisation de la paroi et I'action d'auto-lysines
conduisent ensuite & une lyse, expliquant I'activité bactéricide de cet antibiotique [01]. Ces
processus peuvent prendre du temps, et la demi-vie d'AMX est variable, avec une faible
métabolisation (acide pénicilloique) et une moyenne d'une heure [02-05]. Les tests de
solubilité d'AMX montrent sa solubilité dans I'eau aprés un temps de contact plus de 35 min.
La Figure V.14, illustre un exemple de respirogramme obtenu lors des tests d'inhibition
par I'AMX injecté sous forme de poudre, intervenant entre les deux injections d'un effluent
synthétique non altéré, présentant la méme concentration. Un temps de contact entre la
poudre d'AMX et les boues activées a été appliqué, variant de 90 a 120 minutes avant la
deuxieme injection. Les points (A-B) marquent la phase d'arrét/reprise d'aération, I'effluent
synthétique a été injecté aux points (C) et (E), et le point (D) correspond a l'injection de
I'’AMX sous forme de poudre.
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0D (mgl/L)

Figure V.14 : Exemple d’un respirogramme obtenue lors des tests d’inhibition en
injectant I’AMX poudre (13 mg d’AMX équivalent de 48ug/mL).

L'utilisation de I'AMX sous forme de poudre entraine une augmentation significative
des taux de consommation d'oxygéne et des temps de dégradation pour la deuxiéme
injection. Contrairement au cas de l'injection d'’AMX avec I'effluent synthétique, ou la
molécule a été bien solubilisée avant l'injection, dans ce scénario, 'AMX s'est fixé sur
certaines protéines de liaison des pénicillines (PLP) lors de sa solubilisation dans la liqueur
mixte, avant la deuxieme injection de I'effluent.

Pendant ce temps de contact, I'AMX agit en tant qu'inhibiteur de I'activité enzymatique
des PLP, inhibant ainsi l'activité microbienne. Ces phénomeénes se manifestent par une
augmentation du temps de dégradation et, par conséquent, de la quantité d'oxygéne
consommee. Cette situation differe du cas d'acclimatation des boues, ou une activité

microbienne accrue est observée, indiquant ici une décélération microbienne.
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Figure V.15: Evolution en fonction de la concentration d’AMX injecté du: (a)
pourcentage d’inhibition et (b) le temps de dégradation.
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La Figure V.15, présente I'évolution du pourcentage d'inhibition (a) et (b) les temps de
dégradation de I'effluent synthétique lors des deux injections en fonction de la concentration
en AMX appliquée. Selon les Figures V.15-a et V.15-b, I'évolution du pourcentage
d'inhibition et du temps de dégradation est proportionnelle aux doses d'AMX injecté jusqu'a
la dose de 48 pg/mL, ou Il'inhibition atteint environ 68.6%. Ensuite, le pourcentage et le
temps de dégradation diminuent avec une simple augmentation de la concentration a la
valeur de 74 pg/mL, suivie de fluctuations entre augmentation et diminution pour le temps
de dégradation. On peut conclure que, pour les fortes concentrations d’AMX sous forme de
poudre, la solubilisation dans la liqueur mixte est limitée. Ainsi, dans ces cas, I'AMX est
probablement biosorbé dans les flocs bactériens avant d'étre complétement solubilisé, ce qui

entraine son effet inhibiteur sur la biomasse microbienne.
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Figure V.16: Evolution de DCOs, DCOt, COT, TC, IC et la MO de différentes

concentrations d’Amoxicilline injecté sous forme de poudre en fonction des deux états
endogenes.

La Figure V.16, présente I'évolution de certains parametres mesurés a I'état endogene
avant l'injection de I'AMX sous forme de poudre et du substrat synthétique (noté end.02),
ainsi qu'apres l'injection d'AMX et de I'effluent, atteignant de nouveau I'état endogéne (note
end.03). Peu importe la dose appliquée, les concentrations en DCO soluble (DCOs) et en
Carbone Organique Total (COT) ont toujours augmenté a I'état endogéne final par rapport a
I'état endogeéne initial, de méme que les concentrations en Carbone Total (TC) et en Matiéres
Organiques (MO), a I'exception des doses de 48 pg/mL pour TC et des doses de 74 pg/mL et
94 pg/mL pour les MO, ou de légeres diminutions ont été observées. Cette augmentation de
la charge carbonée est attribuable a I'accumulation potentielle des apports en carbone
provenant du substrat binaire contenant la source de carbone et d'azote, ainsi qu'a I'effet de
I'’AMX qui entrave leur dégradation. Malgré la dégradation ou la consommation de certaines
concentrations de charges polluantes, cela se produit avec une activité bactérienne réduite,
se manifestant par une augmentation du temps de dégradation et une forte quantité d'oxygene
consommeée. Ainsi, dans les deux cas d'inhibition par I'AMX, cette molécule entraine des
variations dans les taux de consommation d'oxygéne, principalement limitant la dépollution
de la charge polluante avec des pourcentages différents selon le comportement de la boue

activée et/ou le mode d'action de I'AMX sur la biomasse microbienne.
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Tableau V.09 : Les pourcentages de réduction (signe -) ou d’augmentation (signe +) de la
DCOs, DCOt, COT, TC, IC et MO, par rapport au pourcentage d’inhibition [% des
différentes concentrations en AMX injectées sous forme de poudre.

Concentratio

»(gimL)  CODs() CODH(%) COT(%)  TC(%) IC(%)  OM(%) I (%)
3 -41.46 66.17 22.07 -10.94 -24.47 47.83 1.4
10 21.25 52.9 26.71 1.59 -17.22 39.47 8.8
19 93.34 23.86 57.19 8.23 -23.92 73.75 11.6
26 4.02 -39.67 21.62 6.87 -8.57 13.98 324
37 81.36 49.71 50.99 22.64 21.4 83.49 55.4
48 24.37 43.26 21.33 -59.6 -8.81 6.36 68.6
56 66.38 27.85 67.27 26.36 -20.63 83.33 54.9
74 26.04 17.11 46.58 31.93 4.4 -80.56 64.9
94 80.72 84.63 83 50.57 -17.05 -8 495

113 80.13 418 41.03 33.65 9.13 5.48 35.2

La Figure V.17, illustre graphiquement, sous forme d'histogramme, les pourcentages
d'augmentation et/ou de diminution des DCO soluble (DCOs), du Carbone Organique Total
(DCOt), du Carbone Organique Total (COT), du Carbone Total (TC), de I'Indice de Carbone
(IC) et de la Matiére Organique (MO), par rapport aux pourcentages d'inhibition obtenus en

fonction des différentes doses d'’AMX injectées sous forme de poudre.
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Figure V.17 : Evolution des pourcentages de réduction (signe -) ou d’augmentation
(signe +) de DCOs, DCOt, COT, TC, IC et MO, par rapport au pourcentage d’inhibition
1% en fonction des différentes concentrations en AMX injectées sous forme de poudre.
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6. EFFET DE L’ACCLIMATATION SUR L’ACTIVITE DE LA BIOMASSE
TOTALE ET DES HETEROTROPHES

L'objectif de cette partie de I'étude est de déterminer I'impact de I'acclimatation a une
molécule inhibitrice sur la réponse respirométrique de la biomasse totale et des
hétérotrophes, afin d'évaluer si I'acclimatation peut étre considérée comme une méthode
efficace pour éliminer ce type de micropolluants.

Peu d'informations sont disponibles sur I'effet de I'AMX sur la biomasse hétérotrophe
des STEP des eaux usées, qui ne sont pas spécifiguement congues pour dégrader ces
substances. Dans cette section, des tests d'inhibition ont été réalisés en utilisant la technique
respirométrique LFS sur la biomasse totale et sur la biomasse hétérotrophe en présence d'un
inhibiteur de nitrification, afin d'évaluer l'influence de différentes concentrations d'’AMX
ajoutées au substrat sur la réponse microbienne. Des tests respirométriques, menés dans des
conditions opératoires similaires, ont été effectués pendant les tests d'adaptation. Au cours
de ces tests d'adaptation, la salinité de la liqueur mixte a augmenté en raison des substrats
utilisés sous forme de sels. L'utilisation d'un effluent synthétique préparé dans de I'eau
distillée, sans salinité, a entrainé une absence de variation dans les taux de consommation

d'oxygéne dans les respirogrammes, Figure V.18-a et V.18-b.

[_—+— B heterotrophic biomass (With ATU) | [ —+—B gross total biomass (Without ATU)
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Fig. V.18 : Respirogrammes obtenus durant les tests d’inhibition avec les boues
acclimatées (a) la biomasse totale (b) les hétérotrophes.

La Figure V.18, présente deux respirogrammes obtenus apres l'utilisation de boues
acclimatées sans ajustement de leur salinité et I'utilisation d'effluents synthétiques préparés
dans de I'eau distillée. La phase de stop-reprise d'aeration est indiquée entre les points (A et
B) dans les deux respirogrammes. Le point (C) correspond a l'injection du substrat seul, le
point (D) a l'injection du substrat contenant I'AMX a une concentration de 20 mg/L sans
I'inhibiteur de nitrification, et enfin, le point (E) correspond a l'injection d'effluent
synthétique contenant I'inhibiteur de nitrification et 'AMX & une dose de 20 mg/L. Les boues

activées ne montrent aucune réponse ni pour l'effluent seul ni pour les effluents contenant
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les inhibiteurs. Cela est d{ au fait que ces boues ont été adaptées pour étre actives dans des
milieux salins, et I'utilisation d'un effluent non salin provoque une dilution du milieu et donc
stressent la biomasse, ce qui se traduit par I'absence de consommation. Pour surmonter cette
problématique, deux techniques peuvent étre mises en ceuvre.

6.1. Premiere mise en ceuvre

Deux types de boues activées sont utilisés dans cette partie d’étude : (AS1) boues
prélevées du bioréacteur d'acclimatation au substrat binaire synthétique et (AS2) boues
prélevées du bioréacteur d'acclimatation au substrat synthétique contenant de I'AMX.

La Figure V.19 présente I'évolution temporelle de la salinité et de certains autres
parametres lors des processus d'adaptation des boues aux substrats binaires seuls et aux
substrats contenant de I'AMX. Cette augmentation de la salinité observée est due a I'apport
significatif de sel avec le substrat utilisé, malgré les corrections effectuées. Les
concentrations €élevées de substrat, parfois utilisé sous forme de poudre, ont un impact direct
sur la salinité de la liqueur. Ainsi, la liqueur a été utilisée apres ajustement de sa salinité sans
altérer son activité. De méme, l'effluent synthétique a été préparé dans des solutions
présentant des salinités corrigées conformément a celles de la liqueur mixte. Les corrections
de la salinité de la liqueur mixte pour les deux réacteurs d'adaptation ont été réalisées par
des processus de lavage, suivis d'aération. Le surnageant obtenu apres environ 02 hs de
décantation a été remplacé par de I'eau distillée et a également été récupéré pour étre utilise,

apres quelques dilutions, dans la préparation d'effluents synthétiques, Tableau V.10.
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Figure V.19 : Evolution de la salinité, pH, conductivité et TDS en fonction de temps
pour le réacteur (a) d’adaptation au substrat (b) d’adaptation au substrat et [’AMX.

Lors des essais, il est probable qu'il y ait une influence sur la réponse en raison du
niveau de salinité de la boue ainsi que celui du substrat préparé dans le surnageant dilué afin
d'atteindre le méme niveau de salinité. Cela vise a éviter toute inhibition potentielle causée
par ces fluctuations. Il convient de noter que le niveau de salinité de I'effluent synthétique

n'a pas éte strictement controlé et a fluctue entre 0.2 % et 5 %.
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Tableau V.10: Résultats des tests de correction de la salinité de la ligueur mixte et [ effluent.

AS1 AS2 Surnageant
Parametres Etat ,?ep{;ers Apz';ﬁi le Etat '?epiff ApzZEf; le Etat  Aprés5 fois
initial initial initial de dilution
lavage lavage lavage lavage
Tem?fé;’““re 20 21.2 20.6 20.6 21.6 21 19.4 21.9
Salinité (%) 24.8 8.4 4.9 19.65 4.5 1.2 19 0.2-4.38
TDS (ppm) 39.1 14.56 8.81 31.65 8.17 2.49 31.75 9.03
pH 7.47 7.99 8.53 8.84 8.9 8.5 7.73 7.355
Conductivite 5 145 8.8 318 811 2.48 317 9.03
(uS/cm)
P-Redox (V) -17.2 -43.6 -75 -94.4 -95.7 -74.1 -54.15 -47.2

»  Effet d’inhibition sur la boue AS1

Au départ, I'impact de I'introduction de diverses doses d'’AMX sur des boues adaptées
au substrat a été étudié. Cette analyse a été menée en examinant les effets sur la biomasse
totale et sur les hétérotrophes. Les résultats de ces études sont respectivement présentés dans
les Figures V.20 et V.21, qui prennent en compte deux niveaux de salinité du substrat
synthétique introduit (0.3 et 5 %). La Figure V.20 présente I'évolution des pourcentages
d'inhibition en fonction des doses d'AMX appliquées sur la biomasse totale et sur les
hétérotrophes acclimatées au substrat, avec un niveau de salinité de 0.3 %. Pour la biomasse
totale, le pourcentage d'inhibition a dépassé les 60 %, tandis que pour les hétérotrophes,
I'inhibition était trés limitée, ne dépassant pas les 20 % méme pour une concentration de 300
mg/l d'’AMX. A certaines concentrations, aucune inhibition n'a été observée pour les
hétérotrophes, se manifestant par des pourcentages négatifs. A ce stade, il est important de
noter que les autotrophes ont montré des effets d'inhibition assez significatifs et
proportionnels aux doses appliquées. Ainsi, I'adaptation des boues les rend plus actives,
favorisant une élimination tres efficace de I'AMX, méme en l'absence d'une adaptation
specifique a ce micropolluant. Cette observation suggére également que les autotrophes sont

plus sensibles aux effets de stress et d'inhibition par rapport aux hétérotrophes.

® WithOUTATU ® WithATU
DatalWith
Y = 13,0275 - 0,42633*X + 0,00147*X"2
R-Square(COD) sD N
092319 540071 5 007681

90 Y = 17,58168 +0,34465*X - 6,13537E-4*X"2
R-Square(COD) s N P
0,96031 506695 5 003969

8q

50

S
c
S
2
z
£

aq LJ

2
<
S
2
5
£

3q

Concentration (mg/L) Concentration (mg/L)

() (b)

124



LES TESTS D'INHIBITION | Chapitre V

90,
80|

—m— WithOUTATU
—o— WithATU
70
=
60 /
50 -

S 40 —
sl = /
= o
= 20 L]
= { J
£ 10| 0\

10 *—e

\.

-20)
-30)

0

Concentration (mg/L) I

()
Figure V.20: Evolution des pourcentages d’inhibition des boues AS1 et une salinité
de 0.3% de substrat introduit en fonction de la concentration d’AMX appliquée
pour : (a) la biomasse totale (b) les hétérotrophes (c)les deux effets.

Dans cet essai, la salinité du substrat introduit est de 5 %. Les mémes tests ont été
répétés en tenant compte des concentrations d'’AMX et de leur impact sur la biomasse totale
ainsi que sur les hétérotrophes. Les résultats présentes dans la Figure V.21 confirment les
observations précédentes, mettant en évidence la sensibilité accrue des autotrophes a I'AMX
par rapport aux hétérotrophes. Cependant, on note une augmentation significative du niveau

d'inhibition, principalement pour les hétérotrophes, avec une salinité de 5 %.
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Figure V.21: Evolution des pourcentages d’inhibition des boues AS1 et salinité 5% en
fonction de concentration d’AMX appliquée pour . (a) biomasse totale (b) hétérotrophes.

»  Effet d’inhibition sur la boue AS2

La Figure V.22, illustre la variation des pourcentages d'inhibition par I'AMX sur les
boues AS2, a la fois pour les hétérotrophes seuls et pour la biomasse totale. Une observation
importante est que I'AMX semble avoir un impact plus marqué sur les autotrophes que sur
les hétérotrophes, comme en témoignent les pourcentages d'inhibition relativement faibles
observés pour les hétérotrophes. En effet, I'effet le plus notable n'est que de 10%, constaté

pour une dose de 75 mg/L, ce qui demeure insignifiant compte tenu de la concentration
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élevée utilisée et des fluctuations potentielles observées lors des injections successives du
méme effluent, pouvant atteindre jusqu'a 12%. L’inhibition constatée en I'absence d'ATU est
attribuée a l'inhibition des autotrophes. On peut conclure que I'absence d'inhibition est due a
I'adaptation rapide des hétérotrophes, tandis que les autotrophes ne présentent aucune
résistance et ne s'adaptent pas. L'adaptation peut étre préliminairement considérée comme

une méthode d'élimination potentielle de ce micropolluant avec I'aide des hétérotrophes.
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Figure V.22 : Evolution des pourcentages d’inhibition des boues AS2 en fonction de la
concentration d’AMX appliquée pour . (2) biomasse totale (b) hétérotrophes (c) les deux.

6.2. Deuxiéme mise en ceuvre

Pour atténuer l'effet de I'augmentation de la salinité, des expériences ont été menées
en effectuant un lavage poussé des boues récupérées des différents réacteurs, et en
introduisant le substrat préparé dans 1’eau distillé et non dans le surnageant. Trois types de
boues activées : (AS1) boues activées brutes du bassin biologique d'une STEP classique
(CAS), (AS2) boues prélevées du bioréacteur d'acclimatation au substrat binaire synthétique
et (AS3) boues prélevées du bioréacteur d'acclimatation au substrat synthétique contenant de
I'’AMX ont été utilisés. Les caractéristiques des boues activées utilisées dans cette partie sont

présentées dans le Tableau V.11.Les expériences menees dans cette section seront menées
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en prenant en compte I'état morphologique de la biomasse et en évaluant son impact sur les
taux de dégradation des microorganismes héetérotrophes.

Tableau V.11 : Les principales caractéristiques des inocula utilisés dans |’inhibition des

hétérotrophes.
pH Salinité ~ Conductivité DO Tem Taux de Adaptatio  Adaptation
(%) (uS.cm™) (mg.LH) (°C)  Mineralisation nau arPAMX
(%) substrate
741+ 065+ 1408.5 + 4.22 +
ASL 010 005 5.5 0.09 ] 41-45 ) )
6.89- 0.7- 13.1-
AS? 884 o7  1560-43200 3.04-820 o 30-39 *) )
7.13- 0.7-  1567-35900 0.11-8.07 13.6-
AS3 880 226 237 36-40 (*) (+)

Il est important de remarquer que I'état d'agrégation des flocs varie considérablement
entre les trois types de boues. La tendance a la compaction de la boue varie en fonction de
son adaptation au substrat et a I'AMX. Cette différence d'état aura probablement un impact

direct sur la réaction des boues face a I'inhibiteur, Figure V.23.

AS1 AS2 AS3
Fig. V.23: Visualisations microscopiques des boues activées utilisées

Une augmentation de la salinité a été observée dans les deux bioréacteurs d’adaptation
causée surtout par la nature du substrat carboné synthétique utilisé. L’adaptation a été
réalisée progressivement avec un pas de temps variant entre 5 et 8 jours et des concentrations

croissantes de substrat et d’AMX atteignant respectivement 11 et 1.5 g/L, Figure V.24.
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Figure V.24 : Evolution de la salinité et le programme d'acclimatation dans les
bioréacteurs d’adaptation.
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L'effet de I'AMX sur l'activité des hétérotrophes en conditions aérobies a été
principalement évalué en estimant le taux de conversion des hétérotrophes notée (Yw). Il
convient de rappeler que, dans les cultures discontinues, de maniére similaire aux cultures
continues, une partie du substrat (S) était convertie en nouvelles cellules (X) caractérisées
par la fraction Yu, tandis qu'une partie était oxydée pour fournir I'énergie caractérisée par la
fraction (1-Yn) notée Yoss[228]. YH a été détermine a lI'aide de I'équation suivante :

YH:1—Y0/S=1—3—§: (V.09)

Qrh: La quantité de d’oxygeéne consommeée par les hétérotrophes (calculée par l'intégration
du profil de taux de respiration)
ASs: La quantité de substrat carboné éliminée, exprimée en DCO

La respiration endogéne pour AS1 variait entre 3.166 et 11.741 mg L h'1, dépendant
principalement de I'état d'activité de I'inoculum AS1, qui était principalement conditionné
par le fonctionnement de la STEP locale, mais était en moyenne égale a 4.659 et 16.80 mg
Lt h't pour les inocula AS2 et AS3 respectivement. Cela influencait le transfert d'oxygene
dans la phase liquide, qui était contrdlé comme mentionné précédemment par les conditions
opératoires fixées dans les tests respirométriques et I'activité microbienne des inocula.

L'introduction de I'effet de 'AMX sur l'activité microbienne pouvait se manifester sous
différents aspects, soit en ralentissant I'activité microbienne et augmentant ainsi le temps
recommandé pour la dégradation du substrat exogene injecté dans le réacteur de
respirométrie (Ts), soit par un arrét de I'activité de certains microorganismes, réduisant la
respiration maximale des hétérotrophes exogénes, ou par des effets simultanés et par
conséquent, une réduction significative synchronisée du temps et de la respiration maximale
serait enregistrée. Une multitude d'expériences a été réalisée, en ajoutant différentes
quantités d'’AMX et la méme concentration de substrat préparé dans ’eau distillée.

Néanmoins, les inocula AS2 et AS3 ont été soigneusement lavés avant de réaliser les
tests respirométriques, non seulement pour atteindre I'état endogene, mais aussi afin de
réduire la salinité du milieu réactionnel causée par I'utilisation du substrat sous forme de sel.
Les effets inhibiteurs d'’AMX sur I'activité des trois boues activées sont résumés dans Tableau
V.12. Les parametres, définis a l'aide d'un respiromeétre, ont été utilisés pour obtenir des
informations sur les effets sur deux des processus biochimiques les plus importants qui se
produisent dans une station d'épuration des eaux usées, la croissance de la biomasse
hétérotrophe (Yw) et la consommation du substrat énergétique par les hétérotrophes (Yors).

Comme on peut le constater, la fraction du substrat utilisée pour la consommation

d'énergie était trés disparate pour les différents types d'inocula, elle était moins faible pour
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I'inoculum AS1 et AS2 et plus significative pour I'inoculum AS3. L'effet de l'introduction
d'’AMX sur ces différents types de biomasse n'était pas tres régulier, Tableau V.13.

Tableau V.12 : Les pourcentages d’inhibition par rapport a I’OD consommée par les
hétérotrophes pour le substrat injecté.

1%

Dose (mgawmx.L™) 5 15 30 50 60 75 100 120 150
AS1 2.167 11.039  19.067 17.467 - 30.646  0.775 - -
AS2 - -8.339 -0.764 - 12.380 - - 21.746 -
AS3 18503 16.017 9.229  -5.093 - -1.362 15.244 - 19.934

Tableau V.13 : YO/S estimés avant et aprés différentes doses d’AMX injectées.

Dose (mg.L?) 5 15 30 50 60 75 100 120 150
AS1 Yois 0.181 0.190 0.167 1.164 - 1.126  0.996 - -
Yos 0177 0211 0.199 0.960 - 0.781 0.988 - -
AS? Yois - 0.272  0.295 - 0.267 - - 0.234 -
Y ors - 0.295 0.297 - 0.233 - - 0.183 -
AS3 Yors 1225 0861 0975 1.223 - 1.077 0.842 - 1.044
Yos 1004 0.723 0.885 1.286 - 1.091 0.714 - 0.836

Les réductions maximales du taux Yoss exprimant la fraction du substrat utilisée pour
la consommation d’énergie étaient de 30.639, 21.794 et 19.923% pour les doses de 75, 120
et 150 mg/L d’AMX et les boues AS1, AS2 et AS3 respectivement. L'effet de I'introduction
de I'AMX semblait parfois ralentir les activités microbiennes, car le temps pour la
dégradation du substrat injecté augmentait sans atténuation de la respiration maximale dans
certaines expériences, et parfois réduire l'activité, car la respiration maximale exogene et le
temps de dégradation diminuaient significativement, atteignant 29.883, 36.844 et 25.243%
pour les doses : 75, 120 et 100 mg.L* d'’AMX et les inocula AS1, AS2 et AS3, respectivement.

D’apres la Figure V.25, qui montre les pourcentages d’inhibitions de (a) les
hétérotrophes pour les trois boues activées et (b) pour la totalité de la biomasse épuratrice ;
les hétérotrophes adaptées au substrat et au substrat contenant I’AMX présentent une
résistance remarquable méme a une concentration allant jusqu’a 150 mgamx/L et qui ne
dépasse pas 20% d’inhibition, les hétérotrophes non acclimatées ont été inhibés a 35% pour
les 75 mgamx/L, ce qui montre que les hétérotrophes sont moins sensible a 1’inhibition et ont
une capacité d’adaptation rapide, puisque la liqueur mixte, qui contient les hétérotrophes et
les autotrophes est plus sensibles et moins adaptable.

Les autotrophes présents dans la liqueur mixte n'ont montré aucune inhibition a 40
mgamx.L™%, tandis qu'une inhibition de 35 % a 25 mgamx.L™ a été observée, et ce pourcentage
a été trouvé pour les hétérotrophes non adaptés a 75 mgamx.L*. En général, I'effet de 'AMX

était vraiment inattendu, sans fonction logarithmique exprimant la cinétique d'inhibition. Les
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hétérotrophes étaient plus résistants a I'inhibition et s'adaptent rapidement a leur élimination.
Selon la littérature, il existe encore un vide sur I'effet de toxicité de I'AMX dans la biomasse
nitrifiante. L'AMX peut présenter une toxicité chez les bactéries nitrifiantes a des
concentrations allant de 0.75 pg/L et leur élimination par des processus biologiques est de
I'ordre de 80 % a partir d'une concentration de 100 ng/L dans le processus de boues activées.
Une inhibition compléte de la nitrification s'est produite a une concentration de 200 mg/L,
montrant que les bactéries nitrifiantes étaient plus sensibles a I'AMX ou a de nombreux autres
micropolluants (comme les meétaux lourds) que les micro-organismes responsables de
I'oxydation de la matiére carbonée (hétérotrophes) [136].

Cela a montré une grande capacité d'acclimatation et une sensibilit¢ moindre a
différentes inhibitions [137-139] et est connu pour régir I'élimination de la DCO et est
également suggéré pour I'élimination des produits pharmaceutiques et de I'AMX en présence
d'un grand nombre de biomasse hétérotrophe active [140]. Cependant, d'autres recherches
[141] ont montré que l'ajout d’AMX n'affectait pas I'efficacité d'élimination de la DCO et du
DOC (carbone organique dissous) et n'inhibait pas le métabolisme des hétérotrophes a

certaines doses.
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Figure V.25 : Pourcentages d’inhibitions en fonction de concentration en inhibiteur pour
(a) les différentes biomasses hétérotrophes (AS1, AS2, AS3) et (b) la totalité de biomasse.

Généralement D’effet de ’AMX est vraiment inattendu et n’a aucune fonction
logarithmique avec la cinétique d’inhibition, les hétérotrophes sont plus résistants a
I’inhibition et s’adaptent rapidement a leur élimination. La respirométrie, qui fournit des
informations immediates et directes, montre des taux d’inhibition des hétérotrophes assez
différents et faibles, la réduction maximale du taux de Yoss était de 30.6 % pour la
concentration en AMX de 75 mg/L et de 22 % pour 120 mg/L et de 20 % pour 150 mg/L, ce
qui explique que les hétérotrophes adaptés au substrat et a I’AMX présente une résistance a
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I’inhibition assez importante par rapport aux non adapté. Ce qui montre que la biomasse
hétérotrophe est moins sensible a 1’inhibition et possédent un pouvoir d’adaptation rapide.
Il convient également de souligner I'importance de I'état morphologique des agrégats
biologiques dans la réponse aux molécules inhibitrices. Comme mentionné précédemment,
les trois boues activées ont présenté des états morphologiques distincts. La compaction des
flocs au sein de ces agrégats biologiques empéche la pénétration des molécules inhibitrices,
préservant ainsi l'activité microbienne a l'intérieur des agrégats. D'une part, cela explique la
variation de I'effet inhibiteur observé entre les trois boues activées, et d'autre part, la disparité

dans I'impact des inhibiteurs sur les activités microbiennes.

CONCLUSION :

Les évaluations de l'inhibition des boues activées révelent des résultats significatifs et
tres distincts entre une inhibition avec I'AMX liquide et sous forme de poudre, ainsi qu'entre
la sensibilité des autotrophes par rapport aux hétérotrophes. A la lumiére de ces résultats, on
peut conclure que la molécule d'amoxicilline peut étre considérée comme une molécule tres
singuliere, son mode d'action dépendant de son état dans le milieu et surtout du
comportement des boues activées et sa présentation morphologique. Les autotrophes et leur
concentration dans les boues prélevées de la Station d’épuration par rapport aux
hétérotrophes sont les principaux facteurs provoquant des fluctuations dans les pourcentages
d'inhibition. Leur réaction a la présence de I'AMX dans le milieu est imprévisible.

En revanche, les hétérotrophes présentent des effets plus clairs, que les boues aient été
adaptées ou non. Méme s'il y a des fluctuations dans les pourcentages, elles sont
géneralement liées a I'activité des autotrophes, ainsi qu'a I'inhibiteur de ces derniers, I'ATU,
qui parfois ne remplit pas son réle ou est présenté a des concentrations inefficaces pour
entrainer une inhibition totale des autotrophes [228]. De plus, il est possible que ces
microorganismes s'adaptent a ce type d'inhibiteur [228]. D'un point de vue global, I'AMX peut
étre considéré comme un inhibiteur de I'activité microbienne, provoquant un blocage de la
consommation de la pollution apportée et réduisant I'activité respiratoire de transfert
d'oxygene. Sa présence avec I'effluent domestique a un impact sérieux sur le fonctionnement
et le comportement de la station d'épuration. Il est crucial de se poser une derniére question
a ce stade de l'investigation : existe-t-il une possibilité de biodégradation de I'AMX par la
biomasse épuratrice, ce qui pourrait expliquer la fluctuation des résultats d'inhibition ? Afin
de répondre a cette interrogation, des tests de biodégradation de I'AMX seront effectués avant

de procéder a la mise en ceuvre du bioréacteur MBRI.
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Aprés avoir compris le comportement de la biomasse épuratrice dans les réacteurs
biologiques vis-a-vis de la molécule inhibitrice AMX, a l'aide de la respirométrie comme
technique d'investigation, il a été nécessaire d'aborder le traitement des eaux usées contenant
cette molécule. Ce chapitre présente la synthese des résultats de I'étude expérimentale sur le
traitement des eaux usées synthétiques contenant I'antibiotigue AMX dans un bioréacteur a
membrane d'ultrafiltration immergée, MBRI.

Ce dernier est constitué d'une membrane immergée dans un bassin biologique aérobie.
Le chapitre examine les différentes réponses et le comportement de la biomasse pendant la
durée de contact avec I'effluent contenant I'AMX, en fonction des conditions opeératoires et
des performances épuratoires du MBRI. Il explore également le potentiel du MBRI en tant
que post-traitement, en utilisant la technologie d'ultrafiltration pour la rétention des
molécules d'AMX et leur élimination, afin de permettre une réutilisation efficace de I'eau.
Dans cette configuration, I'adaptation possible et/ou la biosorption de la molécule d'AMX par
les flocs bactériens ont également été évaluées.

L'adaptation a une résistance a cette molécule peut entrainer le développement de
souches bactériennes résistantes, avec des émissions potentielles dans I'environnement via
les déchets solides des boues activées. Par conséquent, l'utilisation d'une barriére
d'ultrafiltration (UF) ou de nano-filtration (NF) s'est avérée nécessaire pour retenir les flocs
bactériens et les souches résistantes dans un méme bassin. Ces éléments peuvent ensuite étre
traités dans d'autres conditions et moyens, notamment I'incinération.

Avant de commencer cette section d'étude, il était nécessaire d'explorer la
biodégradation de I'AMX. A cette fin, une série d'expériences a été menée en suivant la
biodégradation de I'AMX comme charge principale et en la comparant avec un substrat

binaire de méme charge.

1. MISE EN MARCHE DES TESTS EN BATCH

Dans cette section de I'étude, trois ensembles de réacteurs ont été installés, chacun
comprenant deux réacteurs batch identiques aérés/mélangés d'un volume total de deux litres,
avec un volume utile d'un litre.

Ces réacteurs ont été mis en place, Figure VI.01 et VI.02, pour des tests évaluant la
capacité des différents types de boues activées a degrader les effluents synthétiques
contenant de I'acétate de sodium ou de I'AMX. Les détails de ces réacteurs sont resumés dans
le Tableau VI.01.
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Figure VI1.01 : Schéma descriptif des tests de biodégradation effectués.
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Figure V1.02 : Photographie des montages utilisés durant tests de biodégradation en batch.

Tableau VI1.01 : Séries d'expériences pour évaluer la biodegradation d’AMX en mode batch

Séries Source de la Réacteur Substrat Charge Le pas
d’expériences biomasse batch injectée  de suivie
S01 Les boues activées S1R1 Substrat binaire 100 15min
d’une STEP (acétate de sodium et mg/L de
conventionnelle chlorure d’ammonium) DCO
S1R2 Amoxicilline tri-hydraté 15min
S02 Les boues activées S2R1 Substrat binaire ( acétate 15min
d’une STEP de sodium et chlorure
conventionnelle d’ammonium
acclimatées au S2R2 Amoxicilline tri-hydraté 15min
substrat et a I’AMX
S03 Les boues activées S3R1 Substrat binaire (acétate 15min
d’une STEP a de sodium et chlorure
membrane (MBR) d’ammonium
S3R2 Amoxicilline tri-hydraté 15min

Les diverses variétés de boues activées, utilisées dans ces essais de biodégradation
avec un volume de 80 mL, ont été aérées pendant plus de 18 heures pour atteindre un état
endogene avant leur utilisation. La fraction liquide récupérée a différentes étapes a été
caractérisée aprés une filtration a 0,45 pm, en mesurant la DCO et en réalisant une analyse
par HPLC. La fraction solide a été caractérisée par une analyse par IR.
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1.1. Observation de la biodegradation dans la phase liquide

Les cinétiques de biodégradation du substrat et de I’AMX dans les différents réacteurs
sont représentés dans les Figures VI.03, V1.04 et VI.05. En observant I'évolution temporelle
de la dégradation du substrat et de I'AMX; il est constaté que I'AMX présente une cinétique
de biodégradation spécifique lorsqu'elle est utilisée avec différentes biomasses. La vitesse
de dégradation de I'AMX est inférieure a celle du substrat, comme observé lors de la
comparaison entre les boues activées de la STEP conventionnelle et celles de la station
d'épuration MBR. Cependant, il n'a pas été possible de comparer la biodégradation de 'AMX
avec les boues activées de la STEP conventionnelle acclimatées au substrat et a 'AMX en
raison de certaines contraintes expérimentales, Figures VI.03, VI.04 et VI.05. Deés
I'introduction d'AMX dans les réacteurs, les différentes biomasses ont commencé a dégrader

cet effluent a différentes vitesses, ces vitesses changent en fonction de la biomasse utilisée.
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Figure VI1.03 : La variation temporelle de la dégradation de la DCO de SUB et d’AMX
dans les réacteurs S1R1 et S1IR2.
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Figure VV1.04 : La variation temporelle de /a dégradation de la DCO d’AMX dans le
réacteur S2R2 et la vitesse de dégradation d’AMX correspondante.
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Figure VI1.05 : La variation temporelle de la dégradation de la DCO de SUB et d’AMX
dans les réacteurs S3R1 et S3R2.

Les résultats de ces expériences mettent en évidence deux conclusions principales :
premierement, la molécule d'/AMX peut étre biodégradée et entre en compétition avec la
biodégradation du substrat lorsqu'ils seront introduits simultanément dans les réacteurs;
deuxiéemement, la vitesse de dégradation augmente et se rapproche de celle du substrat lors
de I'acclimatation de la biomasse ou lors de I'utilisation de biomasses provenant de réacteurs

fonctionnant a des ages de boues élevés, Figure VI.06.
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Figure VI1.06 : La variation temporelle de la dégradation de la DCO de I’AMX pour les
différents types de biomasses.

Pour valider ces conclusions, en particulier la biodégradation de I'AMX, une analyse
par HPLC a été réalisée sur des échantillons prélevés dans les différents réacteurs. Un
échantillon a été prélevé aprés 2 minutes d'injection d'’AMX dans le réacteur (P1), tandis

qu'un autre a été prélevé a la fin de chaque test (P2).
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Les chromatogrammes HPLC obtenus pour les différentes biomasses utilisées sont
présentés dans les Figures VI1.07, VI.08 et VI.09.

En analysant les chromatogrammes HPLC enregistrés entre les prélévements P1 et P2,
et en calculant l'aire sous les courbes, une diminution de I'AMX de 16.16% a été observée
dans le réacteur S1R2, tandis qu'une réduction compléte a été constatée dans les réacteurs
S2R2 et S3R2.

A ce stade, se pose la question de savoir si la molécule d'’AMX pourrait étre adsorbée
dans la biomasse. Pour répondre a cette interrogation, il a été nécessaire de confirmer ou non

cette hypothese en analysant la matrice solide avant et apres le test.
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Figure V1.07 : Chromatogramme d’HPLC (a) du prélévement P1 (b) du prélévement P2

dans le réacteur S1R2
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Figure V1.08 : Chromatogramme d’HPLC (a) du prélevement P1 (b) du préléevement P2
dans le réacteur S2R2.
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Figure VI1.09 : Chromatogramme d’HPLC (a) du prélevement P1 (b) du prélevement P2
dans le réacteur S3R2

1.2. Observation de I’accumulation de ’AMX dans la fraction solide

Les boues récupérées des différents réacteurs ont été aussi séchées a 1’étuve a une
température de 105 °C * 15°C, avant et apres les tests, pour une analyse par spectroscopie
(IR), les spectres de comparaison enregistrés sont regroupés dans, Figures VI.10, VI.11 et
VI.12. Apres avoir superposé les différents spectres, il apparait qu'il n'y a pas eu

d'accumulation notable de I'AMX dans la fraction solide. On observe une quasi-similitude
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entre les spectres de la biomasse a la fin de I'expérience, quel que soit le type de biomasse

utilisé dans les différents bioréacteurs.
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Figure VI1.10 : Superposition des spectres IR de I’AMX dans la biomasse récupérée du
reacteur S1IR2
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Figure VI.11 : Superposition des spectres IR de I’AMX dans la biomasse récupérée du
réacteur S2R2

0,8

0.7
0.6
0.5
0.4
0.3
0.2

0,1

Absorbance (nm)

0,0

-0,1

-0,2

-0,3

T T T T T T T T
o 500 1000 1500 2000 2500 3000 3500 4000 4500

=y BA
l Wavenumbre (cm™) l AMX

Figure VI.12 : Superposition des spectres IR de ’AMX dans la biomasse récupérée du
réacteur S3R2
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Les expériences menées ont clairement indiqué que la molécule d'’AMX peut étre
efficacement biodégradée. La variation du degré d'inhibition enregistré par les tests
respirométriques est attribuable non seulement au blocage de la consommation de la
pollution introduite, ce qui réduit I'activité respiratoire de transfert d'oxygene, mais aussi a
la possibilité d'inhibition lorsqu'elle entre en compétition avec le substrat, ce qui ralentit sa
biodégradation, mais pourquoi les autotrophes étaient-ils plus sensibles que les
hétérotrophes ? Cette question pourrait étre mieux élucidée en évaluant la biodégradation
d'une pollution azotée en présence et en absence de la molécule d'AMX, et plus
spéecifiquement en examinant I'utilisation du carbone minéral par les autotrophes dans ces
deux contextes. Pour surmonter cette contrainte, travailler avec des ages de boues élevés
semble étre la solution la plus adéquate pour atteindre une biodégradation compléte du
substrat, méme en présence de différentes concentrations de la molécule d'’AMX.

2. MISE EN MARCHE D’UN PILOTE MBRI

Le dispositif pilote, situé au laboratoire IEM de l'université Montpellier, est un
bioréacteur a flux continu ou un bassin biologique aérobie en PVC transparent. Cette
transparence facilite l'observation visuelle du milieu réactionnel. Le pilote, de forme
rectangulaire, est équipé d'une membrane de configuration immergée spécifiqguement utilisée
dans le cadre de cette étude. Son objectif principal est d'évaluer la capacité du systeme a
traiter de maniére continue, dans des conditions aérobies un effluent synthétique contenant
I'antibiotique AMX. La Figure VI1.13 illustre le fonctionnement simple de ce systeme,
composé d'un bassin aéré d'une capacité totale de 8.5 litres, dont le volume réactionnel est
de 6 litres (£ 0.5 L). Le module membranaire est une combinaison de 08 membranes planes

d'UF a plusieurs plaques en polyvinylidéne difluoride (PVDF), de type tangentiel.
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Figure VI1.13 : Photographie et représentation schématique du MBRI.
01. Colonne d’alimentation en effluent synthétique, 02. Pompe d’alimentation de substrat, 03. Bioréacteur
biologique aéré, 04. Module membranaire, 05. Systéme d’aération, 06. Perméat, 07. Pompe de perméation,
08. Vidange, 09. Alimentation en eau de robinet, 10. Sache d’eau, 11. Systéme de prélévement manuel, 12.
Pompe d’alimentation en eau de robinet, 13. Seringues.

La géométrie plane & plusieurs plaques a éte sélectionnée pour atteindre un seuil de
coupure trés bas (400-500 Da). Cela permet d'augmenter la surface de filtration et d'éviter le
colmatage d0 au contact avec les boues. Le module agit comme une barriere physique,
positionnée au-dessus du systeme d'injection d'air, et retient les bactéries et virus a I'intérieur
du bioréacteur. Les caractéristiques détaillées sont répertoriées dans le Tableau VI1.02.

Tableau V1.02 : Les caractéristiques du module membranaire utilisé.

Seuil de coupure (um) 0.14
Géométrie (type) Plane
Nature (Matériel) PVDF
Perméabilité (m™) 6.12 * 10%°
Surface totale filtrante (m?) 0.2
Nombre de feuille membranaire 8
Longueur de chaque feuille (m) 0.21
Flux théorique (L.ht.m2) 23-75
Résistance a la température °C 40 -50
Intervalle de pH 2-12
Compacité de module (m2.m?) 84

Le bioréacteur, ensemencé avec les boues provenant de la station de Grande Monte
(MAS), est continuellement alimenté par un effluent synthétique concentré, principalement
composé d'acétate facilement biodégradable. Ce mélange est enrichi en AMX. En paralléle,
I'alimentation du bioréacteur comprend de I'eau du robinet, jouant un réle crucial dans la
dilution de la solution synthétique concentrée. Le débit d'eau du robinet est régulé par un
dispositif de contrdle de niveau situé dans la partie supérieure du pilote, complétant ainsi
I'alimentation globale du systeme. La solution concentrée est acheminée par une pompe
péristaltique de type Pr@Minent, réglée a un débit constant de 0.5 L/jour pour fixer la charge

volumique Cv souhaitée.
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Les expériences ont été conduites dans des conditions d'oxygene non limitant. Le
systéeme d'aération, positionné au fond du bioréacteur et a travers un diffuseur d‘air, injecte
un débit d'aération de 300 L/heure. Cela assure a la fois un apport adéquat en oxygene
nécessaire a la culture biologique, avec une concentration minimale moyenne d'oxygene
dissous dans le reéacteur de 6 mgo2/L, et crée une turbulence favorisant le brassage et une
homogénéisation efficace des boues dans le milieu.

Cela permet de maintenir le mélange réactionnel en suspension, évitant ainsi toute
décantation des flocs au fond du réacteur. L'injection d'air sous le module, a travers des
bulles d'air de taille comprise entre 0.3 et 1.5 cm, empéche également le colmatage de la
membrane en induisant un effet de cisaillement pariétal. Ces bulles d'air contribuent a limiter
le risque de macro-colmatage sur la surface membranaire.

Le permeéat, qui est I'effluent traité et est séparé de la biomasse épuratrice apres la
filtration membranaire, est aspiré en continu a l'aide d'une pompe péristaltique de type
WATSON-MARLOW 505S positionnée en aval du module membranaire. Le débit de
filtration est maintenu pour garantir le temps de séjour hydraulique, tandis que le temps de
séjour des boues est régulé par une extraction quotidienne d'un volume prédéterminé de
boues. Un capteur de pression, situé avant la pompe d'extraction du perméat, permet un suivi
en temps réel de la pression transmembranaire.

Des analyses de suivi sont réalisées sur différents échantillons prélevés du MBRI,
portant sur des parameétres tels que le potentiel redox, la température, I'oxygene dissous, la
concentration de la fraction azotée (N-NH4* et N-NOs"), le pH (ajusté quotidiennement pour
le maintenir entre 7.5 et 9 a l'aide d'une solution tampon en cas de besoin). Afin de surveiller
les performances du réacteur et son contrdle par rapport au colmatage, la pression
transmembranaire est mesurée en continu a flux constant. Une augmentation du colmatage
est associée a une augmentation de la pression transmembranaire. Le nettoyage du module
membranaire est effectué en utilisant des solutions d'hydroxyde de sodium (NaOH), d'acide
nitriqgue (HNO:s), et de chlore actif. Une phase de ringage prolongé avec de I'eau distillée est
réalisée pour assurer une purification compléte de la membrane.

2.1. Conditions opératoires initiales :

Apreés fixation des flux de substrat et de perméat, le Tableau VI1.03 synthétise toutes
les conditions opératoires nécessaires pour assurer le bon fonctionnement du systeme.
Certains parameétres ont été imposés, tandis que d'autres ont été calculés. Dans le MBRI,

aucune extraction n'a été réalisée au cours des premiers jours, permettant ainsi une adaptation
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optimale et une accélération de la croissance de la biomasse. Ensuite, I'age des boues SRT
(jours) a été fixé par une extraction quotidienne d'un volume de boues calculé, et le temps
de rétention hydrauliqgue HRT (heures) a été déterminé en ajustant le flux de la membrane.
Le MBRI a fonctionné a température ambiante (18 & 26 °C) tout au long de I'étude.

Afin de confirmer les conditions de fonctionnement dans le contexte climatique, le
pilote a opéré a température ambiante. Le manque de régulation de la température et du pH
a des répercussions négatives sur le développement des microorganismes. A des
températures élevées, le réacteur tend a se comporter comme un milieu anaérobie en raison
d'une insuffisance d'oxygene dissous, entrainant une production réduite de boues et une
diminution de l'activité de la biomasse [219-220]. En effet, un pH inférieur a 6.5 favorise la
prédominance de I'acide nitreux (HNOz) du couple (HNO2/NO3), inhibant la nitrification.

En revanche, un pH supeérieur a 9 crée un milieu fortement alcalin avec un effet
bactéricide sur les microorganismes [220, 262], ou prédomine lI'ammoniac NHs du couple
acide-base NH4*/NHs, un toxique inhibant I'aération.

Tableau VI1.03 : Les conditions opératoires de fonctionnements de MBRI.

Parameétres Valeurs
Cv : charge volumique (kgpco.m?3.j1) 0.8
Cm : charge massique azoté (kgn.m=.j1)  0.08
VT : volume fonctionnel (L) 6
b Débit d’entré d’eau (L.hL) 0.23
& HRT(h) 24
71 SRT (j) 40
< Qw (L.jh 0.15
Ss influent (goco.L™) 0.800
Snw influent (gn.L?) 0.080
Sp influent (mge.L™2) 0.3
z Jw net : flux de perméat (LMH) 0.83333
CBD Nombre membrane 8
g 5 Surface (m?) 0.3
2 Qp net (L.h™) 0.25
@ Débit (L.j 1) 6
o Débit substrat (L.j?) 0.5
S DCOs (g.L%) 9.60
2 CH3COONa;H;0 (g.L ) 20.40
2b  N(@LY 0.96
8 P (g.LY) 0.096
% DCO/N/P 100/10/1
- C.H3NaO: (g) 102.0
3 - NH.CI (g) 16.686
e (NH4):HPO, (g) 2.044
C16H19N30sS (9) 0.75 chaque 9 jours
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Une solution synthétique entierement biodégradable a été utilisée pour alimenter le
MBRI et augmenter la teneur en MES. Cette solution concentrée est stockée dans une cuve
d'alimentation distincte et alimente en continu le MBRI afin de limiter les réactions et de se
diluer dans le réacteur biologique par I'eau du robinet, conformément a la charge volumique
imposée. L'activité et la croissance des microorganismes sont influencées par les variations
des conditions opérationnelles [263-264].

Il est a noter que l'activité de la biomasse augmente de maniere linéaire avec la charge
organique appliquée, malgré l'augmentation de la teneur en sel de sodium. De plus, la
densité, la structure et la morphologie des boues dans le réacteur biologique subissent des
modifications au cours de leur croissance et en fonction des conditions opératoires [264], ce

qui a un impact sur la filtrabilité de la suspension.

2.2. Détermination des parametres opératoires :
Afin de réguler les paramétres opératoires du MBRI, il a été nécessaire d'imposer les

parameétres ci-joints, les autres parametres étant calculés en fonction de ces derniers :

. Le flux du perméat a été fixé a Jw = 0.83333 L.h"t.m™2,

. La charge volumique du réacteur biologique est fixée a Cv = 0.8 kgpco.m3.j 2.
o Le débit de la solution synthétique est fixé a : Qs = 0.5 L/j.

o Un age de boue fixé a SRT =40 j.

. Un volume de boue : Vb =5L.

o Un volume de la solution synthétique concentré : Vs =5 L.

2.2.1. Débit d’alimentation et de perméat :
Afin d’atteindre le flux (Jw) souhaité, il a fallu régler la pompe d’alimentation a un

débit Qp calculé selon I’Equation VI.01 :
Q= Jw*S (V1.01)

La surface filtrante du module membranaire, notée S, est de 0.3 m? par membrane,

entrainant ainsi une surface filtrante totale de 2.4 m2.

En considérant la surface de la membrane comme étant de 2.4 m?, le débit de perméat
(Qp) est égal a 0.048 m¥jjour. En conséquence, la pompe péristaltique du perméat
fonctionnera avec un débit de 6 L/jour. Pour atteindre ce débit, et en se référant a la Figure

VI.14-(a) qui représente le débit de perméation en fonction de la vitesse de rotation de la
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pompe, la pompe doit étre réglée a une vitesse de 4 rpm/min. La vérification du débit
effectuée pendant 24 heures avec cette fréquence montre un volume final de 6 litres et 239
millilitres, qui est presque équivalent a notre volume réactionnel initial.

Le flux d'alimentation avec la solution synthétique (Qs) a été fixé a 0.5 L/jour pour des
raisons de simplicité. Cela permet une autonomie de 9 jours, compte tenu du réservoir de
substrat de 6 litres. La pompe a été étalonnée pour cette valeur avec des variations de la
fréquence de la pompe en fonction des volumes et/ou des débits donnés (Figure VI.14-(b)).
On obtient une fréquence de 0.5 Hz nécessaire pour obtenir un débit de 0.5 L/jour, et les tests
de Vvérification a cette fréquence pendant 24 heures donnent un volume d'environ 527

millilitres, correspondant au volume souhaité par jour.

Y =-0,30141 + 1,67639 * X Y =-0,41398 +0,18846 * X
R SD N P R SD N P
0,99997 0,23519 4 <0.0001 0,99982 0,06717 4 1,76698E-4

@) (b)

Figure VI1.14 : (a) Débit de perméation en fonction de la vitesse de rotation de la pompe
(b) Le flux de la solution synthétique en fonction de la fréquence de la pompe.

2.2.2. Temps de séjour hydraulique (HRT) :

Le temps de rétention hydraulique (HRT - Hydraulic Retention Time) est défini
comme le rapport du volume réactionnel utile du réacteur sur le débit de perméat
(généralement le flux volumique d'alimentation ou celui d'extraction, sachant que le flux
volumique d'extraction est la somme des débits volumiques de perméat et d'extraction de
boues). Le HRT était déterminé par les conditions de travail imposées et estimés selon

1I’équation ci-jointe :
HRT =V VI.02
/o, (V1.02)
2.2.3. L’age de boues ou le temps de rétention de la phase solide (SRT) :

Le SRT (Solid Retention Time) correspond au rapport de la masse biologique présente
dans le volume réactionnel par la masse biologique extraite journellement du réacteur. La

valeur de ce paramétre était imposée par une extraction journaliere d’un volume donné de
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suspension biologique du systeme. Les MVS sont supposées atteindre une valeur constante
lorsque la production de boues est égale a son extraction, le taux de conversion observe

(Yons) est calculé selon la relation suivante :

SRT
MVS = YObS m Ssi = YObS CFSSi (VI 03)
Yope = Mvs VI.04
Yobs : taux de conversion observé (gmvs/gpco)
Ssi : concentration de substrat organique (mg DCO /L)
Ck : facteur de concentration = SRT/HRT.
2.2.4. Concentration initiale du substrat dans le réacteur Csp :

Connaissant Qp et ayant fixé la charge volumique a 0.8 kgoco.m™.j %, on calcule la

concentration du substrat qui alimente le MBRI comme suit :

* ()
Cso = Or x by (V1.05)
' vV
2.2.5. Concentration du substrat concentré dans le réservoir d’alimentation Cs :

Une solution concentrée est préparée dans un volume de 5 litres, destinée a alimenter
le MBRI pendant 9 jours. La détermination de la concentration du substrat dans cette solution

concentrée sera selon 1’équation suivante :

(Qp+0Qs)+C
(Qp + Qs) x C50 = Qs * C > Cs = % (V1.06)

Cette concentration est introduite dans le réacteur qui contient un volume de boue de
4 L et est diluée avec 6 L d'eau du robinet. L’alimentation en 1’effluent synthétique est
effectué avec un intervalle de temps de 9 jours, une quantité progressive d'AMX a été
injectée, ayant une concentration theorique en DCO de 112.05 mgoco/L pour 1 g d’AMX,

ceci est calculé en considérant I‘équation suivante :

C16H19N305 S, 3H20 + 23.5 O, =16 CO2 + 11H,0 + SOz + 3HNO3 (V1.07)

Pour I'AMX, nous avons commencé avec des concentrations allant de 0 a 180 mg/L,
avec un intervalle de 25 mg/L tous les 9 jours. La sélection des concentrations d'AMX a été
basée sur les résultats des études d'inhibition réalisées par respirométrie. Les concentrations
choisies ont été doublées par rapport a celles évaluées en batch, en raison des niveaux

d'inhibition variables observés lors de ces derniéres.
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Tableau V1.04 : Concentrations d’AMX en termes DCO, DCOngorique €t DCOrotal appliqué.
Le Pas DCOamx DCOact DCOxot

Pasl=0mg/L 0 800 800

Pas 2 = 25 mg/L 2.80125 800 802.80125
Pas 3 = 50 mg/L 5.6025 800 805.6025
Pas 4 = 75 mg/L 8.40375 800 808.40375
Pas5=100 mg/L  11.205 800 811.205
Pas6=125mg/L 125 800 812.5
Pas7=150mg/L  16.8075 800 816.8075
Pas8=175mg/L  19.60875 800 819.60875
Pas9=200mg/L 22.41 800 822.41

Le Tableau VI.04 regroupe les concentrations en AMX, DCOtneorique, @insi qu'en
DCOxotale théorique (DCO théorique fournie par 'AMX et 1’acétate) dans le bioréacteur. La
variation de la DCO due a I'ajout de I'AMX se situait entre 3 et 22 mg/L, soit environ 2.72 %,
ce que l'on peut considérer comme négligeable par rapport a la concentration d'acétate
utilisée, de 800 mg/L. L'AMX présente un pourcentage 10.02 % azote et 45.8 % en carbone.
2.2.6. Débit des boues extraites :

Le débit des boues extraites ne dépend que du volume et de 1’age des boues impose,

il est calculé selon I’équation suivante :

14

Les boues, extraites manuellement chaque jour, seront caractérisees.
2.2.7. Concentration en AMX dopés dans I’effluent synthétique :

L'AMX présente une grande solubilité dans I'eau distillée et également dans I'eau du
robinet. Ainsi, la préparation des solutions concentrées d'/AMX est réalisée dans la solution
de I'effluent synthétique concentré. Pour obtenir des concentrations variant de 0 a 180 mg/L
tous les 9 jours, avec un incrément de 25 mg/L dans le bioréacteur, la dilution est effectuée
a l'aide de I'eau du robinet, de la méme maniére que pour l'effluent synthétique concentré.
Le suivi de I'AMX est assuré par la technique de chromatographie HPLC dans différentes
matrices (liqueur mixte, perméat et eau distillée) afin de détecter leur présence et/ou absence

apres les procédés de traitement effectués Figure VI.15.

Y =2019,87174 + 362,27663 * X
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Y =-2209,06256 + 3589,089 * X
R N P

14000¢ 0,99798 2972,01545 8 <0.0001
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Figure VI1.15 : Evolution de ['aire des pics (a) dans la matrice perméat (b) dans la
matrice boues (c) dans la matrice eau ultra-pure (d) les trois matrices précédentes, en
fonction de la concentration en AMX pour [’étalonnage de I’HPLC.

2.3. Caractérisation de la membrane :

La membrane d'ultrafiltration actuellement utilisée n'est pas neuve, ce qui rend
nécessaire un traitement de régénération, c'est-a-dire un nettoyage de la membrane, ainsi
qu'un suivi de la perméabilité. Les opérations de régénération de la membrane sont réalisées
a l'extérieur du réacteur. Le Tableau VI.05 détaille le protocole de lavage. Dés que I'on
n'observe plus de plateau, cela signifie que le flux critique a été atteint. Cependant, les
conditions n'ont pas été poussées jusqu'a atteindre ce flux critique. La méthode utilisée pour
évaluer le taux de régénération consiste a appliquer des flux croissants sur la membrane
nettoyée en ajustant le débit de la pompe du perméat et en filtrant de I'eau distillée. A chaque
flux imposé, on déetecte une pression transmembranaire qui sera égale a :

PTM = Pym — Pegp (V1.09)

Avec :
Patm : pression atmosphérique.
Pcap : pression détecté par le capteur.

Tableau VI1.05 : Etapes de nettoyage de la membrane.

Etape de lavage Concentration des Durée de
solutions I’étape
Ringage a I’eau de robinet / /
Rétro-lavage avec de 1’eau distillée / 2h
Rétro-lavage avec de la soude 4 g/L 3h
Retro-lavage avec 1’acide citrique 22 g/L 3h
2.4. Parametres de suivi du MBRI :

L’objectif de cette partie de I'étude est de mettre en évidence le potentiel du MBRI pour
I'épuration efficace des eaux usées contenant des micropolluants. Les performances du
bioréacteur biologique, MBRI, sont étroitement liées a I'activité de la biomasse épuratrice,

en particulier a sa capacité a oxyder les matiéres organiques (MO) et minérales [265], en
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présence de la molécule d'AMX en tant que micropolluant a diverses concentrations.
Plusieurs parametres influencent I'activité des microorganismes et donc leur capacité a
dégrader cette molécule inhibitrice. Le rapport MVS/MES peut varier dans le processus
biologique en raison de I'absence de MO particulaire dans I'influent synthétique [265]. C'est
pourquoi le suivi de certains paramétres tout au long de la mise en ceuvre du MBRI permet
de maintenir et de bien contrdler I'activité de la biomasse épuratrice utilisée dans le MBR
d'UF immergée. Le suivi des capacités épuratoires est réalisé par plusieurs parametres en
utilisant plusieurs méthodes analytiques et instrumentation, résumées dans le Tableau V1.06.

Tableau VI1.06 : Parametres de suivi du MBRI
Parameétres mesurés Méthodes analytique/instrumentation Bioréacteur
Boues  Perméat

Parametres physico-chimique et Paramétres Biologiques

Oxygene dissous Potentiométre oxygene probe Oxi-340 WTW X
(mg/L)
pH Potentiométre pH-metre instrument X
U (mV) Potentiométre pH-metre instrument X
Cond (mS/cm) Potentiometer conductivity meter LF-323 de X
WTW
Sal (%) Potentiometer conductivity meter LF-323 de X
WTW
TDS (mg/L) Potentiometer conductivity meter LF-323 de X
WTW
MES (mg/L) Standard method 2540 D (ALPHA, 1992) X
MVS (mg/L) Standard method 2540 E (ALPHA, 1992) X
NH4(mg/L) X X
NOs(mg/L) X X
NO2(mg/L) X X
COT(mg/L) TOC-VSCN analyzer SHIMADZU X X
DCO (mg/L) Method de digestion, colorimetrique HACH- X X
DR3900
Respirométrie Mesure manuelle on utilisant d’une cellule X
batch équipé d’une sonde a oxygene
d’oxymétrie Oxi 340 de WTW
Amoxicilline HPLC-MS + LCMS-MS X X

3. PERFORMANCES EPURATOIRES DU MBRI :

Les résultats du suivi de I'élimination de la molécule inhibitrice d'AMX au fil du temps
par un MBRI ont été évalués apres une étude de I'effet de cette molécule sur la biomasse
épuratrice a l'aide de la technique respirométrique. Cette méthode révele un effet inhibiteur
SRT = 40 jours potentiel mais pas régulier de 'AMX sur l'activité microbienne impliquée
dans la dégradation de la pollution. La performance du systeme continu MBRI en condition
aérobie a été évaluée grace a un contrdle quotidien efficace des différents parametres sur la

liqgueur mixte, le substrat d'alimentation et le perméat.
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3.1. Caractérisation de la liqueur mixte :

La liqueur mixte (MAS) utilisée pour l'inoculation du pilote MBRI provient d'une
station MBR traitant I'équivalent d'environ 65000 équivalents habitants (EH), se caractérisant
par une forte concentration en MES et en MVS de la liqueur mixte. La biomasse a été suivie
chaque jour en quantifiant les MES et MVS, comme illustré dans la Figure VI.16, dans la
ligueur mixte en fonction du temps pendant la période d'étude en MBRI.

Au cours des dix premiers jours, on observe des concentrations initialement élevées
au debut du fonctionnement du pilote, qui diminuent progressivement. Cela s'explique par
I'absence d'extraction des boues apres leur ensemencement, permettant ainsi I'augmentation
des MES et accélérant I'acclimatation de la biomasse aux nouvelles conditions opératoires.
Ensuite, I'age des boues a été fixé par une extraction quotidienne d'un volume de 150 mL par

jour en liqueur mixte (ce volume étant destiné aux différentes analyses effectuées).
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Figure V1.16 : Evolution des (a) MES et des MVS de la liqueur mixte dans le MBRI et
(b) le rapport MVS/MES en fonction de la période de fonctionnement du pilote.

Apreés les dix premiers jours de fonctionnement, les quantités de MES et de MVS,
comme illustré dans la Figure VI.16-a, ont connu des variations comprises entre 5.89 et 9.08
g/L pour les MES et entre 4.3 et 4.61 g/L pour les MVS. Le rapport MVS/MES, présenté dans
la Figure VI.16-b, a maintenu une constance remarquable, oscillant entre 0.72 et 0.82 tout
au long de la période d'étude. Cette stabilité reflete un état d'équilibre, indiquant d'une part
que les conditions opératoires du MBRI ont favorisé une production microbienne équilibrée,
notamment grace au temps HRT, au temps SRT imposé, ainsi qu'aux conditions d'agitation
et d'aération, et d'autre part que I'effet inhibiteur n'a pas eu une influence significative sur la
multiplication microbienne.

Il est important de noter qu'apres 20 jours de fonctionnement, et suite a I'augmentation
de la concentration en AMX dans le milieu & 50 mg/L, les variations observées dans les MES

et les MVS restent presque constantes, avec de légéres fluctuations au fil des jours de
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prélévement, similaires aux autres parametres étudiés. Les variations des MVS sont reliées a
la charge volumique et massique, comme exprimeé par I'Equation VI.10. Cette évolution se
caractérise par un taux de conversion de biomasse Y (en gmes produite/goco consommeé),
calculé par I'Equation VI.11.

Ces parametres évoluent en accord avec les conditions opératoires fixées, maintenant
ainsi un comportement constant des microorganismes en fonction de la concentration

constante du substrat d'alimentation malgré les variations de la concentration en AMX.

T
Ssi (VI1.10)

MVS == Yobs m

Yobs : taux de conversion observé (gMVS/gDCO)
Ssi : concentration du substrat organique (DCO)

VMES

Y =
Cy

(VI.11)

Vwmes : vitesse d’évolution des MES = la pente de la droite d’augmentation en MES.
Cv : la charge volumique.

La diminution constatée dans la tendance générale de MES et des MVS pourrait étre
attribuée au piégeage de MES entre les plaques de la membrane et les parois du pilote ainsi
que du module membranaire, créant des zones mortes. Malheureusement, cette hypothése
n'a pas pu étre confirmée par la mesure quotidienne de la pression transmembranaire, en
particulier pour les derniers jours de I'étude.

Etant donné I'importance de surveiller les paramétres tels que le pH, I'oxygéne dissous
et la température dans le milieu réactionnel de la liqueur mixte, comme précédemment
expliqué en détail, afin d'assurer le bon fonctionnement du pilote et d'optimiser le processus
de dépollution, la Figure VI.17 illustre I'évolution de ces paramétres au fil du temps au cours
de la période de fonctionnement

Dans I'ensemble, en respectant les conditions opératoires préalablement définies, telles
qu'un pH maintenu entre 8 et 9 et un apport dair de 300 mg/L correspondant a une
concentration moyenne minimale de 6 mgo./L dans la liqueur mixte, le pH et la
concentration en OD du milieu sont restés constants sans régulation ou régulation partielle.
Les valeurs enregistrées pour le pH se situent entre 8.3 et 8.5, légérement alcalines avec une
moyenne de 8.4, présentant des fluctuations mineures au début, comme observé pour d'autres

parametres, Figure VI.17-a.
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L'OD a été maintenu a des niveaux non limitants, variant entre 7.4 et 8.7 mgo2/L, sans

aucun changement significatif tout au long de la période de marche. Quelques légéres

variations de température ont été notées apres le 40°™ jour de marche, car le systéme opére

a une température ambiante non controlée, Figure VI.17-b.
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Figure VI1.17 : Evolution des valeurs en (a) pH et (b) de la température ainsi ['oxygene
dissous en fonction de temps durant la période de fonctionnement du pilote.

Les valeurs enregistrées du pH et de I'oxygéne dissous sont, dans I'ensemble, propices

a une efficacité épuratoire optimale de la biomasse, en particulier en ce qui concerne la

production microbienne. Il est important de noter qu'aucune formation de mousse ni de

présence de bactéries filamenteuses n'a été observée dans le pilote, comme confirmé par des

visualisations microscopiques de la biomasse microbienne tout au long de la période d'étude.
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Figure V1.18 : Evolution de la (a) salinité et la conductivité et (b) le taux des sels TDS en
fonction de temps dans la liqueur mixte durant la période de fonctionnement du pilote.

Le suivi du taux de consommation d'oxygene dissous permet de Vvérifier la vitalité de

la biomasse a travers des tests respirométriques et de confirmer I'activité bactérienne. Il est

également essentiel de controler la température, car une augmentation au-dela de 28°C

pourrait entrainer un comportement anaérobie du pilote, entrainant une insuffisance en

oxygene dissous dans le milieu et des effets bactéricides sur les microorganismes.
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Parmi les parametres surveillés pour la liqueur mixte pendant la période de
fonctionnement, on inclut la conductivité, la salinité et le taux de sels totaux (TDS). La
Figure VI1.18 illustre la variation de ces paramétres au fil du temps. La conductivité a fluctué
entre 1.73 et 2.64 puS/cm, atteignant des valeurs maximales au cours des 10 premiers jours
de fonctionnement. Par la suite, la conductivité est demeurée relativement stable, oscillant
entre 1.7 et 1.9 uS/cm, a I'exception des jours 53 a 60 ou une augmentation notable a été
enregistrée. La salinité du milieu est restée constante, sauf pour les jours 53 et 60, ou une
légére hausse a été observée, atteignant 1.1 %, comme représenté dans la Figure VI.18-a. A
noter que lors de ces jours, la dose d'AMX a été augmentée a plus de 150 mg/L, tout en
maintenant la méme concentration en substrat d'alimentation. Cependant, apres le 60° jour,
bien que la concentration d'’AMX ait été portée a 170 mg/L, la salinité est demeurée constante,
initialement & 0.8%.

Le TDS a été surveillé au cours des 30 derniers jours pour évaluer I'impact des mesures
de salinité sur lI'accumulation des sels par I'effluent synthétique dans le réacteur, comme
illustré dans la Figure VI.18-b. Le graphique révéle des valeurs maximales pour les mémes
jours ou la conductivité et la salinité ont connu une augmentation, suivie d'une diminution
progressive au fil du temps. La stabilité des mesures de ces parametres est attribuable a la
nature du substrat utilisé qui n’a induit aucun enrichissement significatif de la suspension en
sels dans le milieu. Dans l'ensemble, les résultats des mesures de différents parametres
indiquent que les conditions opératoires étaient favorables & un fonctionnement optimal et a
une élimination efficace de la pollution tout au long de la période d'étude.

3.2. Caractérisation du perméat :

Les performances de dépollution des eaux dans le MBRI ont été évaluées en surveillant
les caractéristiques du perméat et en comparant la réduction des concentrations de certains
parametres de pollution au fil du temps. La Figure VI1.19 illustre la variation de la DCO et
du COT du perméat au cours de la période d'étude. Il est a noter que la mesure de la DCO a
été réalisée sur trois types d'échantillons :

e La solution du substrat concentré ainsi que celle diluée sont analysées a chaque
nouvelle préparation de la solution, tous les 5 jours, dans le but de comparer les
valeurs obtenues avec celles initialement imposées. Les résultats des contrbles
effectués a chagque mesure sont trés proches, voire parfois identiques, a la

concentration initialement imposée.
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e La fraction soluble et filtrée de la boue est prélevée avant chaque alimentation et

dilution, correspondant a la durée d'extraction de la liqueur. Cependant, en raison de
I'augmentation des colloides dans les suspensions, certaines valeurs obtenues ne sont
pas significatives. Les valeurs de DCO dans cette fraction sont proches de celles du
perméat, principalement attribuables a la production de composés microbiens
solubles liés a l'activité microbienne, ce qui peut étre associé a I'équation globale
Equation VI.12 :
SUBSTRAT + Accepteur d’électron = BIOMASSE + sous-produit + CO, + H,0 (VI.12)
Les produits résultant du processus d'épuration biologique peuvent étre catégorisés
sous le terme de PMS, abréviation pour Produits Microbiens Solubles,
principalement évalués a travers les polysaccharides et les protéines solubles.

e Le perméat, les résultats de la DCO du perméat seront les plus représentatives.
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Figure VI.19 : Evolution temporelle de (a) la DCO et (b) le COT dans le perméat durant
la période de fonctionnement du pilote.

Pour évaluer la réduction de la pollution dans les eaux synthétiques utilisées dans cette
étude, I’évolution de la pollution organique au fil du temps a fait I'objet d'un suivi minutieux,
comme illustré dans la Figure V1.19. Les concentrations de DCO et de COT dans le perméat
ont présenté des fluctuations au cours des 20 premiers jours de fonctionnement, avec des
concentrations variant de 15 a 50 mg/L, indiquant un taux d'élimination de plus de 94 a 98%.
Quant au COT, il était compris entre 3 et 9 mg/L, démontrant que le MBRI s'adaptait pour
éliminer ce type de pollution carbonée. Aprés les 20 premiers jours jusqu'a la fin du
fonctionnement du pilote, les concentrations en DCO et COT ont atteint des valeurs
minimales d'environ 13 mg/L en DCO, avec un taux d'élimination dépassant les 98.5%, et
4.5 mg/L en COT, avec un rapport moyen de DCO/COT de 3. Ces résultats soulignent

I'efficacité exceptionnelle du MBRI dans I'élimination de la pollution carbonée.
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Ces taux d'élimination élevés ont été atteints des le démarrage du pilote, témoignant
de bonnes conditions opératoires. Les microorganismes ont rapidement évolué en raison
d'une acclimatation rapide. Les fluctuations observées dans le processus d'épuration pendant
la phase de démarrage du MBRI ont également été notées dans d'autres études [265].

Bien que la charge organique de l'influent soit substantielle, atteignant 800 mg/L, les
concentrations observées dans le perméat demeurent assez faibles, soulignant que I'activité
de la biomasse et plus particulierement des hétérotrophes est demeurée constante. Cela
atteste des performances exceptionnelles du pilote dans I'élimination de la charge organique
appliquée, méme en présence d'une concentration élevée en AMX.

Les formes azotées ont également éteé suivis dans le perméat. La Figure VI.20 illustre
I'évolution temporelle du NHa4, du NO- et du NOs dans le perméat. Les résultats démontrent
clairement I'efficacité du systéme dans la dégradation de la pollution azotée. Les formes
azotées détectées dans le perméat se limitent aux nitrates NOs, qui représentent la forme
finale de la dégradation de I'azote. Les concentrations de nitrites et d'ammonium ont été
quasiment nulles, sauf de légeres concentrations observées lors de la phase d'acclimatation

au démarrage du pilote, comme cela a été le cas pour les autres parametres.
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Figure VI1.20 : Evolution temporelle de la (a) NOs, (b) NO> et (c) NH4 dans le perméat
durant la période de fonctionnement du pilote.
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L'activité des hétérotrophes a été clairement observée a travers la dégradation du
substrat carboné, de méme que pour les autotrophes, ou aucun effet inhibiteur n'a éte détecte.
En effet, une conversion quasiment compléte de la forme ammoniacale a la forme oxydée a
été enregistree, avec des concentrations relativement élevées de nitrates dans le perméat.

Cela s'explique par la diversité des formes et sources d'azote présentes dans le milieu
réactionnel, méme avec I'apport d'’AMX. Aucune accumulation de nitrites n'a été enregistrée
dans le perméat, toutes les concentrations quantifiées étant inférieures a 1 mg/L, comme
illustré dans la Figure VI.20-b.

Cela confirme que la présence d'AMX, méme a des concentrations relativement
élevées, n'a en aucun cas inhibé les autotrophes, et les étapes de nitratation et de nitratation
ont eu lieu sans aucune perturbation.

La présence d'’AMX dans les rejets synthétiques a différents seuils semble ne pas avoir
d'effet inhibiteur sur les activités des hétérotrophes et des autotrophes responsables de la

dégradation du substrat carboné et de la nitrification dans le MBRI.
3.3. Evolution d’AMX dans le MBRI :

Le MBRI préesente un potentiel prometteur pour I'élimination de I'AMX, contribuant
ainsi a une épuration efficace des eaux usées contenant des micropolluants. Les
performances de ce procédé biologique aérobie sont intimement liées a l'activité de la
biomasse épuratrice, en particulier sa capacité a oxyder les matiéres organiques et minérales
en présence des micropolluants concernés.

Cependant, il est important de noter que le transfert des microorganismes d'un milieu
a un autre peut influencer leur activité, et la présence de micropolluants peut également
perturber leur fonction épuratrice, inhibant ainsi leur capacité a dégrader la pollution.

La Figure VI.21 illustre la trajectoire de I'AMX dans le perméat, mesurée par
chromatographie en phase liquide via HPLC couplé a la spectrométrie de masse en tendances
MS/MS, sur la période d'étude.

La Figure VI.21-a met en lumiere I'évolution des concentrations d'AMX, introduit
progressivement avec I'effluent synthétique toutes les neuf jours a des concentrations variées
par incréments de 25 mg/L. Quant a la Figure V1.21-b, elle présente les concentrations de
I'AMX mesurées dans le permeéat, oscillant en moyenne entre 0.9 et 1.7 mgamx/L, avec un
taux de réduction compris entre 97 % et 100 %.
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Figure VI1.21 : Evolution temporelle de la (a) Concentration initiale en AMX théorique,
(b) la concentration en AMX mesuré dans le perméat et (c) la superposition des
concentrations en AMX initiales et dans le perméat durant la période de fonctionnement
du pilote.

L'absence quasi totale d’AMX dans le perméat, en comparaison avec les concentrations
appliquées dans I'influent, ne suit généralement pas les prévisions théoriques.

Plusieurs possibilités et hypothéses peuvent expliquer ce phénomeéne : la biosorption
d'AMX dans les flocs bactériens et les biofilms formés, la rapide acclimatation des boues
activées a la dégradation de cette molécule en se référant a la forte production en MVS dans
le pilote et les rendements de dépollution enregistrés, ou encore la considération de I'AMX
comme source de DCO et sa biodégradation avec la pollution ce qui a été initialement
confirmé dans les tests en batch.

Afin de valider I'hypothése d'une possible biosorption du micropolluant AMX dans la
boue activée, une analyse de la fraction solide des boues s'avére nécessaire. Plusieurs tests

par infrarouge (IR) ont été réalisés, et un exemple est présenté dans la Figure VI.22.
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Figure VI. 22 : Spectre IR des Boues sans AMX et d’autres apres |'injection d’AMX.

BA : Spectre des boues sans présence d’Amoxicilline (avant les tests) / BAAMX : Spectre obtenue
apres les injections d’Amoxicilline / AMX120 : Spectre d’amoxicilline (I’amoxicilline séché a 120
°C) / AMXSEC : Spectre d’amoxicilline (I'amoxicilline séché a l’air sec)

Apreés la superposition des spectres d'IR des différentes boues récupérées a divers
seuils d'inhibition avec I'AMX et leur comparaison avec le spectre de I'AMX séché a
température ambiante ou a 120 °C, les résultats indiquent gqu'aucune biosorption de la
molécule d'/AMX n'a eu lieu. Plusieurs comparaisons ont été effectuées et elles aboutissent
aux mémes conclusions, Annexe F.

Le MBRI démontre des performances exceptionnelles dans I'élimination de la pollution
et des micropolluants. Cela confére a ce systeme l'avantage d'étre considéré comme un
moyen efficace et robuste pour éliminer les micropolluants ayant des effets néfastes sur la
biomasse épuratrice, grace a la rapide acclimatation des boues et a la flexibilité de contréle

des parametres de fonctionnement.

CONCLUSION :

L'étude s'est étendue sur une période totale de 75 jours, au cours de laquelle le suivi
du réacteur a eté effectué. Des les premiers jours de démarrage du pilote, des fluctuations
simples ont été observées dans certains parametres mesurés, s'intensifiant au fil du temps, ce
qui a éeté interprété comme l'acclimatation des boues aux nouvelles conditions opératoires.
Les valeurs initiales de MES et de MVS étaient déja relativement élevées, attribuables au fait
que les boues d'inoculation provenaient d'une station a membrane présentant des
concentrations élevées de ces deux parametres. En raison de ces conditions opératoires, une
période de latence peut se manifester dans I'évolution de la charge jusqu'a la stabilisation du
systeme [310]. Le MBRI montre une adaptation rapide aux conditions de fonctionnement

appliquées. Il semble donc que les conditions analytiques imposées au reacteur aient été
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favorables & une dépollution efficace sans accumulation notable d'AMX dans le réacteur et
les flocs bactériens. Le maintien d'une charge organique constante tout au long de la période
d'étude permet un contrdle précis de la production de boues, qui est soutirée quotidiennement
selon un volume préalablement calculé.

L'activité de la biomasse a été observée comme étant tres performante et stable au fil
du temps, méme en présence de variations de la concentration d’AMX injectée, tout en
maintenant une charge organique constante avec l'influent. Notamment, la salinité n’a
montré aucune augmentation, ni dans le réacteur ni dans le perméat. Cela pourrait justifier
les pourcentages élevés d'élimination de la DCO et de I'AMX enregistrés au fil du temps,
particulierement le dernier jour de I'étude. Il est a noter que les taux d'abattement ont
progresse au cours de I'étude malgré le maintien constant des conditions opératoires initiales
et de la charge organique d'alimentation. En maintenant les parametres pH, OD, et
température de la liqueur mixte a des niveaux optimaux, le taux d'élimination a atteint plus
de 98% pour la DCO et I'AMX. Ces résultats démontrent le fort potentiel du MBRI pour le
traitement des eaux usées synthétiques contenant des micropolluants.

Le réle crucial de la membrane en tant qu'étape finale de séparation est clairement mis
en évidence. La membrane démontre une efficacité totale, indépendamment de I'état de
floculation de la biomasse, assurant ainsi une haute qualité d'eau traitée, surtout pendant des
périodes de concentration accrue en micropolluants. En plus de la robustesse offerte par la
rétention membranaire, les concentrations élevées en MES et en MVS contribuent également
a la robustesse des procédés de bioréacteurs a membrane, permettant d'atténuer les variations
significatives de la concentration en AMX tout en assurant une élimination efficace avec la
charge organique. Ceci souligne que les eaux usées traitées par le MBRI peuvent étre utilisées
a diverses fins. Bien que les résultats obtenus aient été trés encourageants, le mécanisme
d'élimination du micropolluant AMX n'a pas été entierement confirmé en raison d'une
convergence observée entre les études menées en mode batch (tests respirométriques/ tests
de biodégradation) et en continu. Cela nécessite peut-étre des investigations supplémentaires

sur le mode d'élimination specifique du micropolluant en question.
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Depuis de nombreuses décennies, la problématique associée a la présence et aux
risques potentiels des antibiotiques tels que I’amoxicilline (AMX) dans I'environnement est
devenue une préoccupation majeure. Cette question fait I'objet de nombreuses études
scientifiques, car la présence de ces substances, méme a de faibles concentrations, engendre
plusieurs problemes [123]. Cette recherche se distingue en se focalisant sur la détection des
résidus d'antibiotiques dans les eaux usées et leur impact sur la biomasse épuratrice.

L'objectif principal de cette these était d'approfondir la compréhension de I'impact des
résidus d'antibiotiques présents dans les rejets d'eaux usées sur le fonctionnement des
stations d'épuration. Pour ce faire, il s'agissait d'identifier I'effet de ces molécules sur la
biomasse microbienne a l'aide d'un moyen robuste et rapidement accessible, pouvant étre
mis en ceuvre in situ ou au laboratoire, afin d'envisager un contrdle précoce des
dysfonctionnements ou des inhibitions de l'activité de la biomasse épuratrice des stations
d'épuration. La mise en place d'un respirométre répondant aux exigences d'identification des
effets des antibiotiques sur la biomasse, I'analyse de la biodégradation de ces antibiotiques
dans des réacteurs fonctionnant en mode discontinu (batch), ainsi que l'utilisation d'un
procedé efficace de traitement des micropolluants, a savoir le bioréacteur a membrane, ont
démontré une excellente performance dans le traitement des eaux contenant des produits
pharmaceutiques. L'étude a été conduite en utilisant des effluents synthétiques ainsi que des
boues activées provenant de stations d'épuration conventionnelles et a membrane.

La complexité de cette étude réside dans la variabilité de la composition et de la
structure des flocs microbiens, qui peuvent différer d'une station a l'autre et évoluer au fil du
temps au sein d'une méme station d'épuration et plus précisément d’un méme réacteur
biologique influengant par la suite I’inhibition, il a été donc impératif de déterminer une
méthode d'extraction et d'exploitation des résultats acquis, en ce qui concerne l'identification
de l'effet inhibiteur de ’amoxicilline [94].

Actuellement, l'impact positif ou négatif des stations d'épuration sur ces
micropolluants est en cours d'investigation [37]. Cependant, les résultats d'élimination sont
modestes [252] par rapport a d'autres polluants [253], car les antibiotiques peuvent induire des
perturbations dans le fonctionnement des stations d'épuration [91] et favoriser le maintien des

bactéries résistantes [94]. Les progres dans les techniques hybrides, notamment les MBR, ont
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largement contribué a résoudre plusieurs problemes liés aux performances en termes de
qualité et d'efficacité de I'épuration.

L'évaluation de I'inhibition par I'AMX de la biomasse a été effectuée en considérant
divers scénarios de mise en ceuvre. L'inhibition se manifeste de maniére distincte dans les
pourcentages de la réponse dose/inhibition, que ce soit a I'état liquide ou en poudre, sans
distinction claire entre la réponse des hétérotrophes et des autotrophes. L'AMX entraine un
blocage de la consommation de la pollution apportée et réduit I'activité respiratoire, induisant
ainsi un effet significatif sur I'activité microbienne. Malgré tous les efforts déployés dans les
expérimentations, il n'était pas possible d'identifier un effet inhibiteur basé uniquement sur
la valeur de la dose appliquée, ni d'extraire des données quantitatives et logiques. En effet,
I'activité microbienne, I'état morphologique initial et la composition de la biomasse
épuratrice étudiée semblent influencer le pourcentage d'inhibition et le mode d'action de la
molécule d'AMX. Néanmoins, a ce stade, il n'est pas possible de tirer des conclusions
définitives sur I'effet inhibiteur et la relation dose/inhibition dans tous les cas étudiés.

L'outil d'investigation utilisé dans cette étude présente un intérét particulier pour la
surveillance et le contrdle de la présence d'antibiotiques ou d'autres substances toxiques dans
les eaux usées. Toutefois, pour établir un lien clair entre la dose et l'inhibition, des
investigations supplémentaires doivent étre menées dans le cadre des tests respirométriques.
Ces investigations pourraient inclure l'augmentation du rapport substrat/biomasse noté So/Xo,
imposé dans les tests respirométriques, ainsi que l'utilisation de substrats synthétiques plus
complexes. Cela permettrait de révéler I'effet inhibiteur sur divers métabolismes des
décomposeurs microbiens, tels que I'hydrolyse, la prédigestion par des exoenzymes ou des
enzymes de surfaces pour réduire les dimensions de la molécule de substrat, le stockage
microbien, la perméation ou franchissement de la membrane cellulaire, la lyse microbienne,
etc. Ces modes d'action au sein de la cellule microbienne devraient étre suivis de maniere
quantitative en utilisant la méme technique respirométrique. Il est important de noter que,
dans cette étude, les rapports imposés sont considérés comme faibles, et le substrat utilisé
est consideré comme facilement biodégradable, I'étude se concentre principalement sur
I'effet inhibiteur, en particulier sur la combustion immeédiate ou différée des substrats
introduits, sans atteindre le développement de nouvelles cellules (multiplication
microbienne), ce qui pourrait brouiller I'effet d'inhibition.

Les recherches menées dans des réacteurs discontinus, en utilisant différentes
biomasses et en surveillant la présence de la molécule inhibitrice dans les phases liquide et

solide, ont mis en évidence une compétition potentielle entre I'utilisation du substrat et de
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I'’AMX. Cette compétition a montré que la vitesse de dégradation de I'AMX était moins intense
que celle d'un substrat binaire facilement biodégradable. Cette rivalité peut ralentir la
biodégradation du substrat, ce qui réduit les performances des bioréacteurs.

Au sein de cette problématique, bien que I'acclimatation de la boue activée soit une
étape cruciale pour la dégradation des micropolluants, nous avons entrepris d'évaluer ce qui
semble étre un avantage intrinseque des MBR dans la promotion de la biodégradation des
composés pharmaceutiques présents a de faibles concentrations : le fonctionnement a des
ages de boues élevés et a des concentrations élevees en biomasse. Pour objectif de mieux
appréhender le processus d'élimination et la réponse du pilote MBRI a la présence de la
molécule d'AMX dans les eaux usees, tout en améliorant la qualité des effluents traités. Une
fois de plus, la capacité du MBRI a éliminer I'AMX sans générer de boues ou de bactéries
résistantes dans le milieu récepteur a été soulignée. En effet, cette technique permet de retenir
les boues dans leur bioréacteur, pouvant ensuite étre soumises a d'autres traitements tels que
I'incinération. L'étude sur le MBRI a duré 75 jours au total, au cours desquels des activités
de suivi du réacteur ont éte effectuées. Dés les premiers jours de fonctionnement du pilote,
des fluctuations simples de certains parametres mesurés ont été observées, démontrant une
adaptation rapide aux conditions de travail imposées. Les taux d'abattement ont été améliorés
au fil du temps, dépassant les 98% pour la DCO et I'AMX, méme si les conditions initiales
sont restées constantes et les concentrations d'inhibiteur sont progressivement augmentees.

La membrane affiche une efficacité totale, indépendamment de I'état de floculation de
la biomasse, assurant ainsi une qualité élevée des eaux traitées, surtout pendant les périodes
d'augmentation de la dose d'’AMX. La robustesse résultant de la rétention membranaire et la
concentration élevée en MES et MVS ajoutent un élément supplémentaire a la performance
du pilote, permettant d'atténuer les variations importantes d'’AMX et garantissant une
élimination tres efficace. Enfin, les analyses par HPLC, LC-MS-MS, UV-visible et IR ont
révélé une diminution significative grace au MBRI, contribuant a la durabilité et a la
valorisation de I'eau obtenue. Des eaux de meilleure qualité favoriseraient la réutilisation
agricole et/ou industrielle des effluents traités sans risque pour I'environnement. Bien que
I'absence presque totale d'AMX dans le perméat ne puisse étre confirmée, faute de temps
pour suivre les analyses sur la fraction solide et/ou liquide, le MBR en condition aérée a
permis de recueillir des données supplémentaires sur I'élimination de I'AMX. Le couplage
potentiel de cette technologie avec les énergies renouvelables ouvre la voie a une réduction

significative des codts d'exploitation et de I'empreinte écologique.
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Les résultats obtenus dans cette étude démontrent d'une part que la technique
respirométrique peut étre considérée comme un moyen efficace, rapide et robuste pour
détecter la toxicité, principalement responsable des dysfonctionnements des STEP. Son
utilisation dans diverses conditions opératoires permet de mettre en évidence de maniere
plus précise les effets inhibiteurs. D'autre part, le procédé de MBR répond aux exigences
d'adaptation de la biomasse a la présence de composes pharmaceutiques, notamment I'AMX.
L'évaluation a long terme de cette technologie, en conditions réelles, sur des effluents
hospitaliers, de préférence en sortie des différents services hospitaliers a citer le service
d'oncologie, ou sur des effluents de I'industrie pharmaceutique, permettra d'évaluer le
potentiel a I'échelle industrielle des bioréacteurs a membrane dans I'élimination biologique
des composés pharmaceutiques et de leur toxicité associée.

Cette étude ouvre la voie a plusieurs perspectives, notamment I'utilisation de substrats
synthétiques plus complexes, ainsi que I'évaluation ultérieure des effets inhibiteurs sur
différents métabolites microbiens tels que I'nydrolyse, le stockage intracellulaire, la lyse
microbienne, etc. De plus, il serait intéressant de mener des expérimentations avec des
rapports So/Xo plus importants. En outre, il convient d'envisager des expérimentations sur
des biomasses présentant des morphologies distinctes afin de mieux comprendre les réponses
aux tests d'inhibition en fonction de ces caractéristiques, permettant ainsi de tirer des
conclusions définitives et concluantes.

Approfondir I'étude de I'impact de cette molécule sur les bactéries autotrophes en
tenant compte de son effet sur la respiration exogene et endogéne. En parallele, envisager
des études sur I'effet inhibiteur d'autres molécules pharmaceutiques. Une modélisation de
tous les phénomeénes observés et soulignés, incluant le blocage, la compétition, etc., pourrait
permettre de prédire le comportement du traitement des effluents contaminés par ces rejets

spécifiques dans différents réacteurs biologiques.
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ANNEXES

ANNEXE A

Explication du calcul des concentrations a introduire a chaque pas d’injection dans le
MBRI.

1- La quantité du phosphore :
La concentration du phosphore dans le MBRI est assurée par un apport de
I’Hydrogénophosphate de di-ammonium (N2HgPO4) qui donne un pourcentage de P de 23.5
% et I’AMX ne contient pas de P :
(P) : 132 =» 100% et 31 =» X; donc : X1 =23.5%

g

Cpr =0.192—=

P L

mp=4.08g

2- La quantité d’A4zote :
La concentration de ’azote dans le MBRI est :

g

Cy =192 =

N L

L’apport d’azote sera assuré non seulement par le chlorure d’ammonium (NH4CI) de
pourcentage en N de :
(N) : 53 = 100% et 14 =» X, donc : X2 = 26.4 %

Mais aussi par I’Hydrogénophosphate de di-ammonium (N2H9PO4) qui a été déja utilisé
comme apport de phosphore et qui donne un pourcentage en N de :
(N) : 132 =» 100% et 28 =>» Xz donc : X3 = 21.21 %.

Et la quantité en masse de m, égale & 4.08 g.
Et dans la présente étude, I’AMX (C1sH19N30sS) comme micropolluant, contient un apport
d’azote important dans 1’effluent, sachant que le pourcentage en N dans I’AMX est de :

(N) : 419 =>» 100% et 42 =» X4 donc : X4 = 10.02 %.

Donc la quantité de chlorure d’ammonium a ajouter est donnée par 1’équation :

Camx *5
Camx,i = 10
— ((Cy *Vs) — (mp % 0.21) — (Mypmx @ *0.10))
N 0.26

Etant donné que la quantité d'’AMX dans I'effluent varie tous les 9 jours avec un incrément
de 25 mg/L, les concentrations en DCO et en azote (N) évoluent en fonction des

concentrations d'AMX présentes dans I'effluent synthétique. Par conséquent, la quantité de
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ANNEXES

chlorure d'ammonium a ajouter varie tous les 9 jours (de méme que la quantité d'acétate de
sodium), cependant, dans cette étude, une quantité constante de chlorure d'ammonium a été
fixée dans la solution d'effluent synthétique, comme indiqué dans le Tableau AN.01.

En tenant compte de ces résultats et en considérant le pas et la quantité d'AMX ajoutée avec
le substrat synthétique, la variation dans la quantité d'azote ajoutée est de l'ordre de 0,01,

représentant 0,09 %. Ainsi, cette variation peut étre considérée comme négligeable.

Tab. AN.O1 : Calcule de la concentration en chlorure d’ammonium par pas :

Le Pas mMamx (g) mn (g)
(N)
Pas1=0mg/L 0 33.63
Pas 2 =25 mg/L 0.0125 33.62
Pas 3 =50 mg/L 0.025 33.62
Pas 4 =75 mg/L 0.037 33.61
Pas5=100mg/L  0.05 33.61
Pas6=125mg/L  0.06 33.60
Pas7=150mg/L  0.075 33.60
Pas8=175mg/L  0.087 33.60
Pas9=200mg/L 0.1 33.60

3- Laquantité de carbone :

La source unique de carbone utilisée dans cette étude est ’acétate de sodium trihydraté
(C2H3NaO2, 3H20), et pour déterminer la quantité en acétate ajouté, il faut connaitre son
équivalent en gramme de DCO, par un bilan chimique, le nombre de moles d’O2 nécessaire
pour décomposer I’acétate en eau et en gaz carbonique.

C2H302 (Na, 3H20) + 2 O, = 2 CO2 + 4 H,0 + NaOH
136 64
Car il n’y a pas de I’acétate pure on utilise, un sel, I’acétate de sodium trihydraté de masse

molaire de 136 g/mol. D’aprés cette équation 2 moles de dioxygéne se décomposent en 1
mole d’acétate, donc :

= 19 d’Acétate de sodium =» 470 mgpco/L
Comme en est tenu par une concentration en substrat concentré Cs = 19.2 goco/L, on peut

donc conclure que la concentration de I’acétate dans la solution concentrée, est de :

Cacer = 9.024%

Etant donné le réservoir d'alimentation en substrat concentré, dont le volume est de 5
litres, la quantité d'acétate de sodium trihydraté a ajouter est :my.¢; = 45.12 g
On note aussi ici, que I’apport de carbone sera aussi assuré non seulement par 1’acétate de

sodium qui représente un pourcentage de :
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(C) : 136 =>» 100% et 24 =>» Xs donc : X5 = 17.65 %.
(C) : 419 =>» 100% et 192 =» Xe donc : Xe = 45.82 %.

L’AMX est entré en considération aussi dans le calcul de la masse et du pourcentage
d’apport en carbone, il représente un pourcentage de 45.82 % de carbone, comme on a déja

détaillé ce dans les parties précédentes on conclure :

= 1gd’AMX =» 102.6 mgpco/L

_ ((Cc *+Vs) = (mayx (i) * 0.46))
Macet = 0.176

Tab AN.02 : La concentration en source de carbone, acétate et AMX, par pas

Le Pas mamx (@) mMc(Q)
©)
Pas 1=0mg/L 0 256.36
Pas 2 = 25 mg/L 0.0125 256.33
Pas 3 =50 mg/L 0.025 256.30
Pas 4 =75 mg/L 0.037 256.27
Pas5=100mg/L  0.05 256.23
Pas6=125mg/L  0.06 256.21
Pas7=150mg/L  0.075 256.17
Pas8=175mg/L  0.087 256.14
Pas9=200mg/L 0.1 256.10

Il n'y a pas de variation significative dans I'apport en carbone entre l'utilisation de
I'acétate seul et la source de carbone avec I'AMX. L'AMX présente une excellente solubilité
dans l'eau distillée ainsi que dans l'eau du robinet. Par conséquent, la préparation des
solutions meres concentrées en AMX a été réalisée en utilisant I'effluent synthétique
concentré. Afin d'obtenir des concentrations variant de 0 mg/L a 200 mg/L tous les 9 jours,
avec un pas de 25 mg/L dans le bioréacteur, la dilution est effectuée en utilisant de I'eau du

robinet, de la méme maniere que pour l'effluent synthétique concentré.
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ANNEXES B
Les Résultats de la Détermination de K_a dans différentes situations :

a- Variation de la Vitesse d’Agitation (Sans Partition de la courbe descendante) :

Durée
Situation -Efgp (?n AI‘S ?Aﬁﬂ ATU | Lavage (tr\//rﬁn) \r;;zij /tﬁ nr:]l;rf/lr Cend | OURend Y R? I(<h"_ii)
01| 20 15 | W6 " 40 4,891 707 | 826 | 00016 | 829918-0.001905*X | -0.99988 | 6.858
02 | 20 15 | B4 - ¥ 60 5.142 694 | 826 | 000147 | 8.40252-0.001750*X | -0.99976 | 6.300
03 | 20 15 | B3 ¥ 80 4.938 694 | 820 | 000144 | 830631-0.001600%X | -0.99973 | 5.760
“Toal 15 | BT * 100 4.968 680 | 819 | 000141 | 833172-0.001549*X | -0.99981 | 5.576
05 | 20 15 | B8 - ¥ 160 4.860 695 | 823 | 000134 | 8.2681-0.001540X | -0.99784 | 5544
06 | 20 15 | B2 - * 300 2880 745 | 818 | 000114 | 8.43857-0.001239*X | -0.99367 | 4.460

pH (01) min = 8.408 - pH (01) max = 8.553
pH (02) min = 8.506 - pH (02) max = 8.457
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b- Variation de la Vitesse d’Agitation avec la variation de la température (Sans Partition de la courbe

descendante) :
Durée C
o Temp DAA Réel VA V chute g 2 KLa
Situation C) (min) Min ATU | Lavage (tr/min) mg/L/h nrwr:glllrzw Cend | OUR end Y R (h)
o1 | 10 15 158 ] + 60 2.202 9.28 9.86 | 0.00063 | 9.89018-0.000453*X | -0.99904 | 1.6308
02 | 10 15 16.1 - * 100 3.612 7.89 886 | 0.00082 | 8.85505-0.000343*X | -0.99832 | 1.2348
B
03 | 10 15 148 - * 150 1.944 9.05 9.53 | 000054 | 9.51771-0.000314*X | -0.99772 | 1.1304
04 | 10 15 148 - * 300 0.606 9.96 | 1011 | 0.00019 | 10.09833-0.000147*X | -0.94912 | 0.5292

pH (01) min = 8.543 - pH (01) max = 8.572

pH (02) min = 8.509 - pH (02) max = 8.522
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C- Variation du temps de stop d’Aération dans les cas des Hétérotrophes et Hétéro avec Autotrophes (utilisation
et/ou non d’ATU, Sans Partition de la courbe descendante) :

pH (01) min = 8.377 - pH (01) max = 8.479

pH (02) min = 8.238 - pH (02) max = 8.394
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Durée
Situation -Efcn;)p {r)n AI‘S II?/Iéiil ATU | Lavage (tr\//rr'?in) \r{q;/hf /tl,? n'\w/:E;Ew Cend | OURend Y R? |(<hL_?)
01 | 20 15| B8 ¥ 100 6.036 6.87 | 846 | 000168 | 8.349496-0.002625*X | -0.99906 | 9.45
02 | 20 15 | 183 * 100 5.634 693 | 846 | 000152 | 8.3991-0.002375*X | -0.99868 | 855
03 | 20 15 30 i ¥ 160 3.918 649 | 845 | 000105 | 8.26556-0.001615*X | -0.99506 | 5.814
o | 2 15 | 286 * 160 4.104 657 | 839 | 000106 | 8.18592-0.001493*X | -0.99602 | 5.375
05 | 20 15 | W8 ¥ 80 4.866 726 | 846 | 000134 | 835119-0.002094*X | -0.99848 | 7.538
06 | 20 15 | B8 " 80 4.86 717 | 845 | 000130 | 8.3173-0.00200%X | -0.99854 | 7.0
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d- L’Arrét de I’agitation avec I’arrét de I’aération en variant aussi la durée d’arrét (Sans Partition de la courbe

descendante) :
Durée C
o Temp DAA Réel VA V chute g 2 KLa
Situation C) (min) Min ATU | Lavage (tr/min) mg/L/h nr:S/IIT Cend | OURend Y R (h)
01 20 10 (a) 9.2 - + 0 15 8.04 8.27 0.00030 8.25779-0.000362*X -0.98773 1.3032
01 11 - +
répét 20 10 (b) 0 1.524 8.02 8.30 0.00026 8.30228-0.000321*X -0.9769 0.8316
é
02 20 20 (a) 20 i * 0 1.53 7.75 8.26 0.00026 8.24707-0.000311*X -0.98684 1.1196
D 02 20 R +
répét 20 20 (b) 0 15 7.83 8.33 0.00029 8.33714-0.000379*X -0.99437 1.3644
é
02 20 - +
répét 20 20 (c) 0 3.21 7.33 8.40 0.00025 8.4392-0.000976*X -0.98637 3.5136
é
03 20 40 40 i * 0 1.65 7.25 8.35 0.00036 8.15044-0.000485*X -0.93753 1.746

pH (01) min = 8.257 - pH (01) max = 8.630
pH (02) min = 8.167 - pH (02) max = 8.564
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e- Variation du durée d’arrét d’aération pour les boues lavées et autres non lavées (Sans Partition de la courbe

descendante) :
Du’rée C
Situation -Efgp (?n AI\I”]A; Eﬁ;‘ ATU | Lavage (tr\//rgn) \rgglhlij /tr? minim Cend | OURend Y R? P((hL_?)
Heur mg/L
01 | 20 05 S i 100 2.16 816 | 834 | 000048 | 8.35658-0.000630*X | -0.99088 | 2.268
02 | 20 10 S , 100 48 786 | 826 | 000137 | 8.34399-0.001105*X | -0.99572 | 3.978
03 | 20 15 | 2 - i 100 1.716 800 | 832 | 0.00049 | 8.29250-0.000623*X | -0.99852 | 2.2428
04 | 20 20 98 |- " 100 4.776 745 | 823 | 000135 | 831213-0.001552*X | -0.99844 | 55872
05 | 20 30 | 18 |- i 100 1.746 784 | 830 | 000051 | 8.29848-0.000633*X | -0.99945 | 2.2788
" | 60 | PO |- ¥ 100 4.452 710 | 825 | 0.00126 | 8.19896-0.001482*X | -0.99738 | 5.3352
07 | 20 o5 | 189 |- i 100 1.68 776 | 829 | 000050 | 8.29044-0.000622*X | -0.99861 | 2.2392
08 | 20 10 | 2 |- ¥ 100 3.018 676 | 823 | 0.00114 | 8.28935-0.001310*X | -0.99922 | 4.716
09 | 20 15 | 326 |- i 100 1.746 734 | 829 | 000049 | 8.28692-0.000606*X | -0.99977 | 2.1816
10 | 20 o5 | OLT | ¥ 100 1.506 671 | 826 | 000043 | 8.23297-0.000508*X | -0.99933 | 1.8288

pH (01) min = 8.237 - pH (01) max = 8.340
pH (02) min = 8.035 - pH (02) max = 8.282
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f- Variation du durée d’arrét d’aération pour les boues lavées apres différents temps d’adaptation (Sans
Partition de la courbe descendante) :

Durée

Situation -Efgp (?n AI\I”]A; II?A(éi(;I ATU | Lavage (tr\//rgn) \rgglhlij /tﬁ rTr:E]:IIE] Cend | OURend Y R? P((hL_?)
01 | 20 AdaJp 10 119 i + 100 1.188 598 | 834 | 000029 | 7.59211-0.000380*X | -0.98526 | 1.368
02 | 20 |ARPOSI %2 |- + 100 1.362 587 | 7.96 | 000019 | 7.40958-0.000165*X | -0.91737 | 0.594
03 | 20 |AMPOY S - + 100 1.458 596 | 822 | 000036 | 7.6376-0.000161*X | -0.93984 | 0.5796
04 | 20 |AMPOD 124 - + 100 1.482 520 | 835 | 000037 | 7.64411-0.000499*X | -0.92136 | 1.7964
05 | 20 |AMPOS) 3 - + 100 1566 540 | 835 | 000038 | 7.57894-0.000503*X | -0.94406 | 1.8108

F| 06 | 20 |AGPISIS + 100 1.914 462 | 820 | 000054 | 7.80104-0.000663*X | -0.97524 | 2.3868
07 | 20 Adajp 021 7 |- + 100 4.782 236 | 834 | 000129 | 6.65789-0.001697*X | -0.79754 | 6.1092
08 | 20 |ARPI9L 2 - * 100 13.08 268 | 813 | 000345 |  3.53699-0.003557*X | -0.72787 | 12.8052
09 | 20 |AMPIE) 2T * 100 13134 | 202 | 793 | 000370 | 6.89467-0.003162*X | -0.98096 | 11.3832
10 | 20 Adajp 141 285 |- + 100 15.012 0.4 753 | 000423 | 7.63343-0.002694*X | -0.99405 | 9.6984
11 | 20 AdaJp 12} 22 |- + 100 19.308 0.4 748 | 000534 | 7.62197-0.003206*X | -0.98815 | 11.8656

pH (01) min =7.147 - pH (01) max = 8.841
pH (02) min =6.969 - pH (02) max = 8.800
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g- Variation dans la durée de stop d’aération avec la partition de la courbe descendante :

Durée

Situation 'I;Sgp II?/Iéii: ATU | Lavage (tr\//n'?in) \r:];/hLu /tﬁ CnTg;?llm Cend OURend | Partition R? P((hL_?)
,i-lB 20 4.33 - ¥ 100 14.268 7.95 6.92 0.00395 * 0.9752 12.366
i:lB 20 10 ¥ 100 4.68 8.34 7.56 0.00132 ¥ 0.9987 6.2532
Az:(2: 20 202 ¥ 100 4.098 8.34 6.96 0.00116 ¥ 0.9947 5.4936
A2:3D 20 303 ¥ 100 3.624 8.34 6.51 0.00101 * 0.9866 4.7844

G z-é 20 10 * 100 17.52 7.53 4.61 0.00494 * 0.9996 11.3256
ﬁ:é 20 198 ¥ 100 16.332 7.53 2.14 0.00455 ¥ 09982 | 10.4328
2-% 20 29.7 ¥ 100 14.646 7.53 0.28 0.00418 * 0.9945 9.5832
A“:E 20 123 ¥ 100 16.098 7.64 4.34 0.0443 ¥ 0.9985 | 10.9224
:-(2: 20 24 + 100 135 7.64 2.24 0.00375 + 0.9907 9.2448

DAA : Durée d’arrét d’aération.
ATU : Allylthiourée.

VA: Vitesse d’agitation
Y: I’équation Y de la régression linéaire de la partie descendante de stop reprise d’aération.
R2: coefficient e corrélation.

184




ANNEXES

Kra dans les différentes situations :

Toc | va | Buree | apy [ Rl Vo cmini | cend | OUR R? K.a Partition | pHOl | pH02
min ge chute end

Al | 20 | 40 | 146 - + | 00815 | 707 | 826 | 00016 | 0.9998 | 0.001905 - 8.506 8.416
A2 | 20 | 60 | 154 - + 00857 | 694 | 826 | 0.00147 | 0.9995 | 0.001750 - 8.551 8.454

A A3 |20 [ 80 | 153 - + 00823 | 694 | 820 | 0.00144 | 0.9995 | 0.001600 - 8.546 8.454
A4 | 20 | 100 | 157 - + | 00828 | 689 | 819 | 0.00141 | 0.9996 | 0.001549 - 8.553 8.457
A5 | 20 | 160 | 158 - + [ 00810 | 695 | 823 | 0.00134 | 0.9957 | 0.001540 - 8.542 8.451
A6 | 20 | 300 | 152 - + 00480 | 745 | 818 | 0.00114 | 0.9874 | 0.001239 - 8.547 8.408
Bl | 10 | 60 | 158 - + 00367 | 928 | 9.86 | 0.00063 | 0.9981 | 0.000453 - 8.543 8.511

5| B2 [ 10 [ 100 | 16.1 - + [ 00602 | 7.89 | 886 | 0.00082 | 0.9966 | 0.000343 - 8.572 8.512
B3 | 10 | 150 | 148 - + [ 00324 | 905 | 953 | 0.00054 | 0.9954 | 0.000314 - 8.549 8.500
B4 | 10 | 300 | 148 - + 00101 | 996 | 10.11 | 0.00019 | 0.9008 | 0.000147 - 8.547 8.522
Ci1S | 20 | 100 | 158 - + ] 01006 | 687 | 846 | 0.00168 | 0.9981 | 0.002625 - 8.377 8.283
C2A | 20 | 100 | 16.3 n + 00939 | 693 | 846 | 0.00152 | 0.9974 | 0.002375 - 8.406 8.314
o [ Cc3s |20 160 | 30 - + | 00653 | 649 | 845 | 0.00105 | 0.9901 | 0.001615 - 8.378 8.238
C4A | 20 | 160 | 26.6 T + | 00684 | 657 | 839 | 0.00106 | 0.9921 | 0.001493 - 8.385 8.24
C55 | 20 | 80 | 148 - + | 00811 | 7.26 | 846 | 0.00134 | 0.9970 | 0.002094 - 8.479 8.304
C6A | 20 | 80 | 158 T + [ 00810 | 717 | 845 | 0.00130 | 0.9971 | 0.002000 - 8.457 8.363
DL | 20 | 00 | 92 - + 00250 | 804 | 827 | 0.00030 | 0.9756 | 0.000362 - 8.328 8.280
D2 | 20 | 00 11 - + | 00254 | 802 | 830 | 0.00026 | 0.9543 | 0.000321 - 8.257 8.188
D8 |20 | 00 20 - + | 00255 | 7.75 | 826 | 0.0026 | 0.9738 | 0.000311 - 8.310 8.203
D4 | 20 | 00 20 - + [ 00250 | 7.83 | 833 | 0.0029 | 0.9888 | 0.000379 - 8.264 8.167
D5 | 20 | 00 20 - + [ 00535 | 7.33 | 840 | 0.0025 | 0.9565 | 0.000976 - 7.431 5.53
D6 | 20 | 00 40 - + 00275 | 7.25 | 835 | 0.00036 | 0.8790 | 0.000485 - 8.630 8.564
E1 | 20 | 100 5 - ~ 100360 | 816 | 834 | 0.00048 | 0.9818 | 0.000630 - 8.340 8.282

E| E2 | 20 | 100 5 - + | 00800 | 7.86 | 826 | 0.00137 | 0.9972 | 0.001105 - 8.290 8.084
E3 | 20 | 100 | 11.2 - -~ [ 00286 | 800 | 832 | 0.00049 | 0.9915 | 0.000623 - 8.245 8.195
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E4 20 100 9.8 + 0.0796 7.45 8.23 0.00135 | 0.9984 | 0.001552 - 8.237 8.146
E5 20 100 15.8 - 0.0291 7.84 8.30 0.00051 | 0.9970 | 0.000633 - 8.289 8.212
E6 20 100 155 + 0.0742 7.10 8.25 0.00126 | 0.9995 | 0.001482 - 8.277 8.201
E7 20 100 18.9 - 0.0280 7.76 8.29 0.00050 | 0.9969 | 0.000622 - 8.308 8.212
E8 20 100 22.5 + 0.0653 6.76 8.23 0.00114 | 0.9987 | 0.001310 - 8.237 8.151
E9 20 100 32.6 - 0.0291 7.34 8.29 0.00049 | 0.9989 | 0.000606 - 8.294 8.144
E10 | 20 100 61.7 - 0.0251 6.71 8.26 0.00043 | 0.9948 | 0.000508 - 8.267 8.035
F1 20 100 119 + 0.0198 5.98 8.34 0.00029 | 0.8489 | 0.000380 - 7.672 7.462
F2 20 100 92 + 0.0227 5.87 7.96 0.00019 | 0.6361 | 0.000165 - 7.534 6.969
F3 20 100 93 + 0.0243 5.96 8.22 0.00036 | 0.8833 | 0.000161 - 7.561 7.143
F4 20 100 124 + 0.0247 5.29 8.35 0.00037 | 0.8912 | 0.000499 - 7.771 7.470
F5 20 100 113 + 0.0261 5.40 8.35 0.00038 | 0.8416 | 0.000503 - 7.712 7.216
F| F6 20 100 115 + 0.0319 4.62 8.29 0.00054 | 0.9511 | 0.000663 - 7.720 7.380
F7 20 100 75 + 0.0797 2.36 8.34 0.00129 | 0.9707 | 0.001697 - 7.530 7.131
F8 20 100 25 + 0.2180 2.68 8.13 0.00345 | 0.9764 | 0.003557 - 8.841 8.800
F9 20 100 27 + 0.2189 2.02 7.93 0.00370 | 0.9881 | 0.003162 - 8.555 8.409
F10 | 20 100 28.5 + 0.2502 0.4 7.53 0.00423 | 0.9955 | 0.002694 7.147 7.961
F11 | 20 100 22 + 0.3218 0.4 7.48 0.00534 | 0.9872 | 0.003296 - 7.804 7.000
Gl 20 100 4.33 + 0.2378 7.95 6.92 0.00395 | 0.9752 | 0.003435 + / /
G2 20 100 10 + 0.078 8.34 7.56 0.00132 | 0.9987 | 0.001737 + / /
G3 20 100 20.2 + 0.0683 8.34 6.96 0.00116 | 0.9947 | 0.001526 + / /
G4 20 100 30.3 + 0.0604 8.34 6.51 0.00101 | 0.9866 | 0.001329 + / /
G| G5 20 100 10 + 0.292 7.53 4.61 0.00494 | 0.9996 | 0.003146 + / /
G6 20 100 19.8 + 0.2722 7.53 2.14 0.00455 | 0.9982 | 0.002898 + / /
G7 20 100 29.7 + 0.2441 7.53 0.28 0.00418 | 0.9945 | 0.002662 + / /
G8 20 100 12.3 + 0.2683 7.64 4.34 0.00443 | 0.9985 | 0.003034 + / /
G9 20 100 24 + 0.225 7.64 2.24 0.00375 | 0.9907 | 0.002568 + / /
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ANNEXE C
Parametres mesurés lors des tests de décantabilité en fonction du nombre de lavage effectués :
Tem FTU VBD | VEC | MES | MVS | MM IB DCO | DCO | DCO DCOp/
ps | surnagean mL/ | mL/ | mg/ | mg/ S mL/g t S p MES COT | TC IC MO
min t L L L L mg/L mg/L | mg/L | mg/L
m Brute / 3210 118 882 | 4826 | 2622 | 2204 / 267.7 | 755 | 192.2 | 0.0398 3.15 | 56.65 | 53.5 6.4
§ oo 30 310 118 882 610 / / 24.45 / / / / / / / /
g: '(ED § 60 188 117 883 | 370 / / / / / / / / / / /
o % f,g 100 106 115 885 | 250 / / / / / / / / / / /
® 3120 545 115 | 885 | 220 / / / / / / / / / / /
Brute / 2935 97 903 | 4061 | 2574 | 1487 / 128.1 | 36.8 91.3 0.0225 / / / /
i ~ 30 296.5 97 903 580 / / 31.69 / / / / / / / /
z S5 | 60 142.4 97 | 903 | 280 | / / / / / / / / / / /
Q % ﬁ 100 101.6 96 904 200 / / / / / / / 2.61 16.4 | 13.75 2.8
= 120 63.8 96 904 141 / / / 42.5 5.48 | 37.02 0.009 2.61 | 14.75 | 12.15 2.2
N Brute / 3824 98 902 | 3544 | 2263 | 1281 / 123.7 | 31.0 92.7 0.0261 / / / /
g -0 30 305 100 900 600 / / 32.85 / / / / / / / /
g<__) 'gb § 60 284.6 100 900 560 / / / / / / / / / / /
% % ‘fg 100 259.2 100 900 510 / / / / / / / 3.21 9.86 6.65 3.6
@ 2 120 212.7 100 900 | 440 / / / 130.7 | 754 55.3 0.0156 2.85 9.19 6.36 2.6
w Brute / 3781 102 898 | 3278 | 2122 | 1156 / 159.1 | 72.6 86.5 0.0264 / / / /
g = o 30 620.4 102 898 630 / / 36.69 / / / / / / / /
§ % é 60 410 105 895 600 / / / / / / / / / / /
S % E 100 388 105 895 595 / / / / / / / 554 | 10.63 | 5.07 2.75
3 S 120 306.4 105 895 580 / / / 174.8 | 97.6 77.2 0.0235 5.18 9.85 5.17 9.8
A I’état endogene 2917 / / 4358 | 2471 | 1887 / 30.9 4.3 26.6 0.0061 2.08 9.07 6.2 1.8

VBD : Vvolume des boues décantées

VEC : Volume d’eau claire (surnageant)
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ANNEXE D
Evaluation de I’effet du Rapport So/Xo pour un DCO = 300 mg/L dans les deux cas des Boues Brutes (autotrophes avec hétérotrophes) et
les Hétérotrophes (Présence et non d’inhibiteur de nitrification) avec la technique de lavage et ’aération continue de la liqueur mixte.

S | SiXo | Kua(h?) (?n%z/i)/(s(,)) Ts (h) (%‘;2/[‘/’:) OUR eng C end C min T (h) V chute
DCO =300 mg/L Pour les Hétérotrophes : (préparation des boues avec Lavage, En présence d’ATU)
01 | 0.01 0.0011902 0.35895 0.68 2.28342 0.000786 8.44 8.26 0.31 0.581
02 | 0.02 0.0016212 1.14960 1.35 6.3712 0.00107 8.44 8.20 0.717 0.335
03 | 0.03 0.0015303 1.59488 1.85 8.34168 0.00101 8.44 8.22 0.892 0.247
04 | 0.04 0.0010961 1.61822 2.25 7.485 0.000723 8.44 8.16 1.108 0.253
05 | 0.06 0.0010621 2.17829 2.87 10.07784 0.000765 8.38 8.11 0.297 0.909
06 | 0.09 0.0024925 13.02376 7.73 59.48316 0.00167 8.43 8.08 4.864 0.072
07 | 0.15 0.0014639 13.71777 10.05 49.73322 0.000996 8.42 7.88 4.558 0.118
08 | 0.23 0.0016508 34.90224 23.67 123.5311 0.00104 8.47 7.64 6.656 0.125
DCO = 300 mg/L Pour la Boue Brute : (préparation des boues avec Lavage, En absence d’ATU)
01 | 0.01 0.0007668 0.57525 1.57 4.22092 0.000644 8.26 8.02 0.31 0.774
02 | 0.02 0.0007713 1.80547 5.46 14.7073 0.000656 8.25 8.00 1.79 0.140
03 | 0.03 0.0008700 6.33493 4.57 17.21155 0.000661 8.34 7.64 1.22 0.574
04 | 0.04 0.0007962 3.39044 3.98 13.32361 0.000693 8.23 7.69 0.42 1.286
05 | 0.06 0.0008266 4.54122 7.38 23.65516 0.000711 8.23 7.83 2.56 0.156
06 | 0.09 0.0010329 19.51843 12.63 52.84842 0.000733 8.39 7.71 2.69 0.253
07 | 0.15 0.0011961 25.24899 17.41 71.72941 0.000742 8.48 7.94 5.59 0.097
08 | 0.23 0.0005550 9.17164 16.04 33.20273 0.000416 8.35 7.92 6.09 0.071
DCO = 300 mg/L Pour la Boue Brute : (préparation des boues avec L’aération continue de 48 h, En absence d’ATU)
01 | 0.01 0.0008100 0.77898 1.83 5.10174 0.000656 8.29 8.02 0.36 0.750
02 | 0.02 0.0007630 1.78051 5.30 14.16951 0.000649 8.25 8.00 1.63 0.153
03 | 0.03 0.0008642 6.14939 4.53 16.98433 0.000666 8.33 7.64 1.22 0.566
04 | 0.04 0.0008728 3.6779 3.87 14.26572 0.000759 8.23 7.69 0.42 1.286
05 | 0.06 0.0008713 5.76531 7.94 26.4295 0.000723 8.27 7.83 2.56 0.172
06 | 0.09 0.0010271 19.41333 12.71 52.78873 0.000729 8.39 7.71 2.69 0.253
07 | 0.15 0.0011996 25.33236 17.41 71.96228 0.000744 8.48 7.94 5.59 0.097
08 | 0.23 0.0006612 12.00727 16.52 40.71544 0.000483 8.37 7.92 6.36 0.071
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ANNEXE E

Les résultats d’analyse IR des boues :

Spectre 01

Spectre 02

Absorbance (nm)

0,9
0,8
0,7
0,6
0,54
0,44
0,34
0,24

Absorbance (nm)

0,14
0,0 4
-0,14
-0,2
-0,3

04

0

T
0 500

T T T T T
1000 1500 2000 2500 3000

T BA
Wavenumbre (cm™) — BAAMX

T T
3500 4000 4500

T T
500 1000

T T T
1500 2000 2500

Wavenumbre (cm'l)

T T T
3000 3500 4000

—BA

— BAAMX
AMX120

—— AMXSEC

4500

les tests.

BA : spectre des boues sans présence d’ Amoxicilline (avant les tests)
BAAMX : spectre obtenue apres les injections d’ Amoxicilline.
AMX120 : spectre d’amoxicilline (I’amoxicilline ici est séché a 120 °C)
AMXSEC : spectre d’amoxicilline (I’amoxicilline ici est séché a 1’air sec)

La superposition des spectres avant les tests avec I’ Amoxicilline et le spectre obtenu aprés

500 1000 1500 2000 2500 3000 3500 4000 &

MBR Activated Sludge

500 10x

00 1500 2000 2500 3000 3500 4000

500

—— MBR Activated Sludge
AMX

02
03]

Spectre de boues activées de MBR a I’¢état endogene (ni

BA - Station Classique

500 1000 1500 2000 2500 3000 3500 4000 4

ers em’) ]|

500 1000 1500 2000 2500 3000 3500 4000 &

Spectre de boues activées de

station classique a I’état endogeéne (ni substrat ni AMX)

——BACLAS
——BABRM

1

—{—Amx
—1—BACLAS
—1—BABRM

Superposition du Spectre de boues de MBR et spectre de BA de station classique (ni

substrat ni AMX)
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——BABRM

—— AMX
—— BABRM

(pas de substrat)

Spectre de boues de MBR apres injection de 15 mg/l d’AMX et aération de 2 heures.

—— BACLAS

——ACET
——AMON

AMX
——BACLAS

A

00 1000 1500 2000 2500 3000 3500 4000

4500

—— AMX
——BACLAS

Spectre de BA de station classique apres injection de 75 mg/l1 d’AMX et aération de 2
heures. (pas de substrat)

——ACET
——AMON
AMX
——BACLAS
——BABRM

500 1000 1500 2000 2500 3000 3500 4000 4500

0s
04
03
s o2
01
02
03

50 1000 1500 2000 2500 3000 3500 4000 4

——BACLAS
——BABRM

——AMX
——BACLAS
——BABRM

2h (pas de substrat)

Superposition Spectre BA-MB

R et station classique apres I’injection d’AMX et aération

—— ACET

—— AMON
AMX

—— BABRM-80
BABRM-15

——BABRM-80
—— BABRM-15

—— AMX
—— BABRM.80
—— BABRM-15

Superposition de deux Spectr

2h (pas de substrat)

e BA-MBR d’injection de 15 et 80 mg/l d’AMX et aération

——BA.BRM

—— ACET

—— AMON
AMX

——BABRM

0 S0 100 1500 2000 2500 3000 300 4000 4500

JLAbsorbance

500 1000 1500 2000 2500 3000 3500 4000 4

500 1000 1500 2000 2500 3000 300 4000

——AMX
——BABRM

Spectre de BA-MBR apreés injection de 50 mg/I de substrat contenant 25 mg/l d’AMX et
aération de 2 heures.
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—— BA.MRMSO

—— ACET
——AMON

AMX
—— BAMRMB0

500 1000 1500 2000 2500 3000 3500 4000 4500
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014
2024

500 1000 1500 3000 3500 4000 4500

—— Al
—— BAMRMEO

S0 1000 150 300 0 4000 4500

Spectre de BA-MBR aprés injection de 50 mg/I de substrat s

aération de 2 heures.

uivi par 80 mg/l d’AMX et

——ACET
—— AMON
AMX

—— BAMRMS0
—— BABRM25

08 —— BAMRME0
—— BABRM25

0s

04

A

50 1000 1500 2000 2500 3000 3500 4000 4500

—— AMX
—— BAMRME0
—— BABRM25

substrat et aération 2h

Superposition de spectre BA-MBR 25 et 80 mg/l d’AMX aprés injection 50 mg/l de
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0,6 4
—— BAO1
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Superposition de tous les spectres de boues activées soit de station classique ou de BRM :
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ANNEXE F

Les tests de la respirométrie endogene (10-30 mg/L) :

BOUES 1° 2° Kk 4¢ 5¢
ACTIVEES o' | récupération o' | récupération o' | récupération o' | récupération o' | récupération
(2] (2] (2] w (2]

Sans 3 (4 ml) 1¢ 3 (2 ml) 2¢ 3 (2 ml) 3¢ 3 (2 ml) 4¢ 3 (2 ml) 5¢
Aucune 8. | Injection (10 B, Injection 3B, Injection B, Injection 3, Injection
injection IS mg/| S 15 mg/| S 20 mg/l S 25 mg/l S 30 mg/l

j S g/l) S (15 mg/l) S (20 mg/I) S (25 mg/l) S (30 mg/I)

bioréacteur = bioréacteur = bioréacteur = bioréacteur = bioréacteur = bioréacteur
agiter et aérer & | agiter et aérer & | agiter et aérer & | agiter et aérer & | agiter et aérer & | agiter et aérer
15 min 5 15 min 5 15 min 5 15 min 5 15 min 5 15 min
min min min min min
Les tests de la respirométrie exogéne (Sub) :

BOUES 1¢ 2¢ 3 4¢ 5¢
ACTIVEES = | récupération ' | récupération ' | récupération ' | récupération ' | récupération
(2] (2] (2] (2] (2]

Sans P 1,6 ml du 3 P 3 3
Aucune 3 substrat B =1 3 =1
injection IS synthétique S bioréacteur IS bioréacteur S bioréacteur IS bioréacteur

c_g.,; a agiter et aérer % agiter et aérer LBD. agiter et aérer % agiter et aérer
bioréacteur = bioréacteur = = = =
agiter et aérer & | agiter et aérer & & & &
15 min 5 1 min 5 10 min 5 10 min 5 10 min 5 10 min
min min min min min
Les tests de la respirométrie exogéne (Sub + Inb) :

BOUES 1° 2¢ 3¢ 4¢ 5¢
ACTIVEES = | récupération o' | récupération o' | récupération o' | récupération o' | récupération
(2] (2] (2] (2] (2]

Sans 3 1,6 ml du 3 3 3 3
Aucune 5 substrat + 8 =1 8 =1
injection S toxique S bioréacteur S bioréacteur S bioréacteur S bioréacteur

% a agiter et aérer % agiter et aérer a agiter et aérer % agiter et aérer
bioréacteur = bioréacteur = = = =
agiter et aérer & | agiter et aérer & & & &
15 min 5 1 min 5 10 min 5 10 min 5 10 min 5 10 min
min min min min min
Les tests de la respirométrie endogene (Sub + Inb) :

BOUES 1° 2° 3¢ 4¢ 5¢
ACTIVEES récupération récupération récupération récupération récupération
= — = = = =
& | Injection de (4 a 2 a a

Sans 3 ml =10 mg/l) 3 Injection de (2 3 Injection de (2 3 Injection de (2 3 Injection de (2
Aucune 8. | +injectionde | B | m>15mgl) | S | m>20mg/l) | & | m>25mg/l) | S | ml>30mg/l)
injection S 1,6 ml de S S S 3

r’_BD; substrat % % g %

_ 2 A 2 2 2
bioréacteur & bioréacteur & bioréacteur & bioréacteur & bioréacteur & bioréacteur
agiter et aérer agiter et aérer agiter et aérer agiter et aérer agiter et aérer agiter et aérer
10 min 5 1 min 10 min 10 min 10 min 5 10 min
min min min min min
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Les tests de la respirométrie endogene (Inb) :

BOUES 1° 2¢ 3 4¢ 5¢
ACTIVEE récupératio récupératio récupératio récupératio récupératio
S — — — — — —
2 n a n 2 n 2 n 2 n 2
Sans = (12 ml) 1¢ = (4 ml) 2¢ = (4 ml) 3¢ = (4 ml) 4¢ = (4 ml) 5¢ =
Aucune % | Injection (30 | & Injection 4 Injection R Injection 4 Injection “
injection = mg/l) 3 (40 mg/l) = (50 mg/l) = (60 mg/l) = (70 mg/l) 3
3 3 3 3 3 3
bioréacteur =3 bioréacteur =5 bioréacteur =3 bioréacteur =3 bioréacteur =3 bioréacteur =1
agiter et S agiter et S agiter et S agiter et S agiter et S agiter et S
aérer aérer aérer aérer aérer aérer
15 min 5 15 min 5 15 min 5 15 min 5 15 min 5 15 min 5
mi mi mi mi mi mi
n n n n n n

Les tests de la respirométrie exogéne pour la détermination d’EC20 :

/

Sans injection (boues activées seul)

10ml Substrat seul (0 mg/l Amoxicilline)

BOUES o 10 ml Substrat contenant 10 mg/l Amoxicilline
ACTIVEES (250 ml) Agitation 10 ml Substrat contenant 15 mg/l Amoxicilline

DE Cellule > —
BIOREACTE respirométrique 10 ml Substrat contenant 20 mg/I Amox!c!ll!ne
UR 10 ml Substrat contenant 25 mg/l Amoxicilline
DE3L 10 ml Substrat contenant 35 mg/l Amoxicilline

2 min Soutirer / 15 min
injecter

Les tests de la respirométrie exogéne pour la détermination d’EC50 :

BOUES
ACTIVEES
DE
BIOREACTE
UR
DE3L

(250 ml)
Cellule
respirométrique

10 ml Substrat seul (0 mg/l Amoxicilline)
10 ml Substrat contenant 40 mg/l Amoxicilline
o 10 ml Substrat contenant 50 mg/l Amoxicilline
> Agitation 10 mi Substrat contenant 60 mg/l Amoxicilline
10 ml Substrat contenant 70 mg/l Amoxicilline
10 ml Substrat contenant 80 mg/l Amoxicilline

2 min Soutirer / 15 min
injecter

Les tests de la respirométrie endogene en injectant PAMOX seul :

L

BOUES ACTIVEES
DE BIOREACTEURDE 3 | 2

(250 ml) Cellule
respirométrique >

Agitation

10 mi

Amoxicilline seul (100 mg/l)

2 min

Soutirer / injecter

15 min

Les tests de la respirométrie endogene en injectant ’AMOX seul :

L

BOUES ACTIVEES
DE BIOREACTEURDE 3 | 2

(250 ml) Cellule
respirométrique >

Agitation

10 ml Substrat seul (100 mg/l)

2 min

Soutirer / injecter

15 min
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ABSTRACT

Due to its high use, amoxicillin (AMX) contributes in a large measure to the pollution of aquatic envi-
ronment. Unfortunately this emerging pollutant has not been covered by the release standards. There
is little information regarding the AMX effect on heterotrophic biomass of the wastewater treatment
plant (WWTP), which are not designed to degrade them, causing possible dysfunction. The novelty
in this study is the application of LFS respirometer as a fast, efficient and robust means to evaluate
the AMX effect on heterotrophs response, allowing the determination of inhibition rates by simu-
lating the biological processes taking place in conventional WWTP. Three types of activated sludge
and an easily biodegradable synthetic substrate based on sodium acetate at 300 mg_, /L. considering
the ratio S /X, = 0.04 g_../g,, Were used. Respirometry showed quite different and low inhibition
rates of heterotrophic where the maximum reduction in Y, rate was 30.6%, 22% and 20% for 75,
120 and 150 mg,,,./L, respectively explaining that the heterotrophic biomass adapted to the substrate
and to AMX showed a fairly significant resistance to inhibition compared to non-acclimated one.
Heterotrophs biomasses are less sensitive and quick to adapt because they were inhibited by 35% at
150 mg,, /L, on other, biomass contained autotrophes, which were inhibited up to 35% in 25 mg, . /L.

Keywords: Amoxicillin  antibiotic; Inhibition;
Activated sludge

Respirometry; Heterotrophic biomass activity;

1. Introduction

Currently, the challenge of providing safe drinking
water is increasing with the growing population [1]. The
pollution induced by antibiotics and their by-products orig-
inating from domestic, hospital and industrial activities,
has been recognized as one of the most serious threats to
public health in the 21st century, mainly due to a contin-
uous release into aquatic environments and ecosystems
where they accumulate. Currently they are not covered by
regulation or environment limits unlike other micropollut-
ants. Therefore they are considered as emerging pollutants
[1-4]. This increases the risks of development, maintenance,
transfer, spreading and transmission of antibiotic resis-
tance genes (ARGs) to treatment and drug over the long

* Corresponding author.

term, hence an irreversible effect favored by low concentra-
tions and having serious impacts on the ecosystem where
the physiological function of wastewater treatment plant
(WWTP) microbiota [5-8] may be disrupted. There is evi-
dence that these ARGs can be transmitted to humans [9-11].
However, up to now, it is difficult to completely remove
antibiotics by conventional biological system where during
such treatment, resistant genes can spread via the activated
sludge process [12,13]. Despite this, biological treatment
systems remain the most promising for the treatment of
wastewater containing pharmaceuticals compounds, due
to their cost effectiveness while being friendly to the envi-
ronment [14]. Among the antibiotics, B-lactams are the most
popular and represent more than 65% of the global anti-
biotic market, with annual use reaching 100-200.000 tons

1944-3994/1944-3986 © 2022 Desalination Publications. All rights reserved.
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worldwide [15]. Mainly developed to achieve a biological
effect, these antibiotics, are often recalcitrant, toxic [16] and
have a high wastewater concentration in pharmaceutically
active compounds (PhACs), often exceeding 100 mg/L [17].
Amoxicillin (AMX) is among the B-lactams, widely spread
for several decades as more important micro-pollutants [18].
It is a broad-spectrum amino-penicillin antibiotic, effective
against many gram-positive and gram-negative microor-
ganisms [19-23] and is widely used as an inhibitor in mod-
ern human and veterinary medicine, due to its chemical
structure, polarity, activity level, antibiotic specifications
and environmental sustainability.

The massive production of AMX is the reason of its
presence in different water types and in wastewater treat-
ment plant (WWTP) [24-28]. AMX, like other biologically
active substances, influences the bacterial biomass, can
disrupt penicillin binding proteins and interferes with cell
wall biosynthesis during reproduction, ultimately leading
to microbial osmotic rupture [29], causing disruptions and
this may occur within purifying dysfunctions cycles. The
AMX was selected for this purpose for two reasons: (a) less
than 30% of the used dose are not metabolized by the body,
meaning that this molecule excreted by the body is present
in an active form rather than a by-product. This allows to
simulate experimental tests with the use of direct active
ingredients; b) AMX is used to treat a variety of infection,
which makes it a candidate to be included in the medical
supplies [30,31]. Various methods are known for the evalu-
ation of inhibition in activated sludge, like enzymatic inhi-
bition, respiratory rate inhibition, inhibition of the activated
sludge process efficiency, activated sludge micro-fauna inhi-
bition, influence on bacterial kinetics of activated sludge,
inhibition of cell viability by plate counting. The response
of the viable heterotrophic biomass was carried out by com-
bining batch experiments with respirometry under normal
and inhibition conditions to determine the AMX attenu-
ation to heterotrophic activity. Currently, respirometry is
considered as the most rapid, sensitive, and economical
dominant technique for evaluating AMX toxicity to hetero-
trophic biomass activity before and after their use [32,33].
Oxygen uptake rate (OUR) profiles per unit time and vol-
ume were used to assess and identify the chemical oxygen
demand (COD) fraction and inhibition percentage [34-36].

Many physical and chemical methods have been sug-
gested for the AMX removal from aquatic environments.
Biodegradation and adsorption have been the main
removal routes, but several studies [37] have shown that
the removal of these molecules in conventional WWTP is
often incomplete and hence may inhibit the biological activ-
ity [38—43], so that they are discharged into surface waters
and then enter different aquatic compartments, thus bio-
degradation leads to variable transformations depending
to the molecules of a relatively weak purification would
be only 5% [44] to more 99% of elimination. Usually they
leave the WWTPs almost unchanged. Effective methods
are very expensive and present many performance prob-
lems such as a membrane bioreactor (MBR) [24]. However,
AMX has been almost completely removed by simple and
inexpensive activated sludge processes such as SBR pro-
cess (sequencing batch reactor) at the end of each cycle
[45]. The AMX removal was not the objective of this study,

but focus was on the inhibitory effect identification and the
heterotrophic biomass response in the case of their pres-
ence in WWTP. Although antibiotic toxicity could inhibit
the functional microbial community to varying degrees,
the damage could be controlled by complex factors [46]
that influence the degree of inhibition: VSS and TSS con-
centration, pH, solubility and inhibitor concentration, prop-
erties and bioavailability of inhibitor, the inhibitor form
(dissolved or particulate, free or complex, sorbed or not
on sludge) [47-49], the species present in the effluent and
the liquor, SRT and hydraulic retention time (HRT), accli-
mation or not of the biomass, the biomass/toxic exposure
time, the initial SO,’XO ratio which influences the AS bioceno-
sis [50-52]. The releases of this antibiotic are of a concern
because they would contribute to the maintenance and phe-
nomenon of the emergence and dissemination of resistant
germs, as well as to antibiotic therapy failures, due to this
inappropriate and inconsiderate use and to the residence
time in the environment coupled with the adaptive capac-
ity of microorganisms and the possibilities of genetic trans-
fer. Although the activated sludge processes favor the total
or partial antibiotics biodegradation generally provide an
ideal medium for the ARGs presence, as well as for their
transfer [53]. An easily biodegradable substrate, acting as
an energy source and electron donor, could enhance the bio-
transformation and refractory organic pollutants mineral-
ization, including antibiotics [54-56]. The appropriate easily
biodegradable substrate can promote the antibiotics detox-
ification such as AMX [57] by optimizing bacterial commu-
nity structures and altering functional gene abundance [58-
60]. In addition, an easily biodegradable substrate strategy
has been used to activate functional enzymes and to accel-
erate the refractory organic matter biodegradation [61-64].
But it is important to know how an easily biodegradable
substrate affect the ARGs production and understand their
role in the micro-pollutants biodegradation. An easily bio-
degradable substrate like sodium acetate, may add a pos-
itive role in shortening the microbial acclimation period
and stabilize the effluent quality. If sodium acetate reaches
100 mg/L in influent, the AMX removal will be almost 100%
(after a long contact time).

The present study, investigated the AMX effect, on the
active heterotrophic biomass response fraction in non-ac-
climated AS (substrate oxidation inhibition) and on others
acclimated AS (anabolic pathways inhibition). Since the
shock produced by AMX was different, this biomass was
generally approximated by the viable fraction responsible
for the biological process by the amount of TSS or VSS which
could be easily determined [65,66]. However, little research
had been carried out on AMX effect on heterotrophic bio-
mass response and on the biodegradation. Adsorption of this
molecule on bacterial activated sludge flocs, was generally
not significant and therefore it was not considered, being
out of the scope of the present study.

2. Materials and methods
2.1. Respirometry setup

The respirometry built for the present study is simple
and based on a batch reactor; the installation is an assembly

196



ANNEXES

M. Sakhraoui et al. / Desalination and Water Treatment (2022) 1-13 3

of measuring and sampling instruments (Fig. 1). The respiro-
metric experiments were carried out on an applied flow-gas/
static-liquid type (LFS respirometry). The device is an open
vessel, which facilitates the addition of synthetic substrate
or the targeted inhibitor, so that the oxygen supplied to the
respirometry is not a limiting factor. However for this case,
it was applied for the number of injections introduced in the
same experiment requiring a fairly long time to complete a
single test.

A mass balance for oxygen in the respirometry can then
be rewritten as [82]:

d(‘d/LtSO) =Q,5,.-Q5, +V.K, ”(SOs - SO) -V,0UR, M

where V,: volume of liquid phase in the respirometer (L);
S,: concentration of dissolved oxygen (DO) in the liquid
phase (mg/L); S, : DO concentration at the inlet of the res-
pirometer; So.s" Saturation concentration of dissolved oxygen
in the liquid phase (mg/L); K a: oxygen transfer coefficient
in the liquid phase (h™?); Q, and Q_: liquid flow at the inlet
and outlet of the respirometer respectively (L/h); OUR,: total
oxygen uptake rate (mg/L-h)

In an LFS respirometry, [Eq. (1)] is reduced to both
Egs. (2) and (3) [73,82]:

2.2. Pharmaceutical synthetic effluent

Amoxicillin is worldwide the most commonly used anti-
biotic of the B-lactam family. It was discovered by Alexander
Flemming in 1928-1929 [67], and was obtained by fermen-
tation in the absence of penicillin G-specific side chain pre-
cursors [68]. AMX is used to treat various infections caused
by bacteria in the ear, lung, nose, teeth, urinary tract and
skin infections. It is also used before surgery to prevent
infections [69]. AMX has a good diffusion throughout the
organism because it binds 17%-20% to plasma proteins. Due
to its very low lipophilicity, it is not able to diffuse inside
the host cells and therefore cannot be active on intracellular
bacterial forms.

From the moment of its administration, AMX undergoes
simultaneous distribution and elimination phenomena. The
gradient concentration between the intra- and extravascu-
lar medium favors the movement of this molecule from the
administration space to the rest of the pharmacokinetic sys-
tem in comparison to the elimination process. This results
in a rapid drop in plasma drug concentrations, known as
the distribution phase. Gradually, this gradient concentra-
tion cancels itself out and reaches a state of pseudo-equi-
librium. This results in a slowing of the drop in plasma
concentrations (elimination phase), which is the process
of irreversible transfer of the PhACs from the measure-
ment site, the plasma, to the outside of the pharmacoki-
netic system under study. It can be achieved in two ways,
either by excretion or by metabolism, which is elimination
by an enzymatic process that will chemically transform the
PhACs into a substance that can be more easily excreted.
The organs responsible for the elimination of a PhACs are
called emunctory organs (kidneys and liver). The skin,
lungs and intestine are other possible routes of elimina-
tion. AMX is mainly excreted from the kidney using tubu-
lar secretion mechanisms. Its excretion in the bile has been

d
OURexn = KL a(send _So) - (dStO) (2)
d(s
OUR; =K, a(Sss - S,) - (de) 3)
OUR, =OUR__+OUR,, (4
13
o3

mn 12

06

Fig. 1. Scheme of LFS respirometric cell. 1-Supply system for different injections (substrate, inhibitor). 2-Racking system for sam-
pling (emptying, samples). 3-Control system (Valves). 4-Agitation system (agitator plate). 5-Bioreactor (transparent glass batch
reactor with a volume of 0.6 L). 6-Aeration system (air injection with a constant flow rate of 150 L/h-min). 7-Air diffusion system
(fine air bubble diffuser made of plastic and/or ceramic). 8-Multi-use probe (for different measurements: DO, pH, TDS, T°, salin-
ity, conductivity). 9-Homogenization system (magnetic stirring bar). 10-Multi-parameter measuring system. 11-Data acquisition
and recording system. 12-Data processing system. 13-Incubation medium of installation (thermostatic chamber set at 20°C + 2°C).
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Table 1
Physical-chemical properties of the AMX antibiotic [71,72]

Table 2
Results of some previous studies on AMX removal [21,22]

Therapeutic class Antibiotic

Family B-lactams

IUPAC name* o-amino-p-hydroxybenzyl
penicillin

Synonyms Amox; AMC; AMX; Amoxi-

cillin trihydrate; Amoxicillin
anhydrous; D-amoxicillin;
p-hydroxy AMP

Gross formula C H/N.OS

Raw formula of the oral form C, H N,O.5-3H,0

No. CASRN? 26787-78-0

Molar mass (g/mol) Amoxicillin: 365.40; Amoxicillin

trihydrate: 419.41

Solid or liquid, white to off-

white crystalline powder,

penicillin-type odor

Physical characteristics

Solubility in water (g/L) 3.9 (around 3.43 g/L)
Solubility in organic solvents

Methanol 7,500 mg/L

Ethanol 3,400 mg/L

Melting point 194°C

Boiling point 743.2°C at 760 mmHg
Flash point 403.3°C

logK_,* 0.87

pKa* 3.39,6.71,9.41

% (nm) 233

max

‘International Union of Pure and Applied Chemistry;
*Chemical Abstract Services Registry Number;

‘Acid dissociation constants;

“Octanol/water partition coefficient.

demonstrated in humans and animals where it is eliminated
in the same administered form [70].

AMX is a semisynthetic drug with a broad spectrum of
activity. It inhibits the interactions between the linear pep-
tidoglycans chains which act by disturbing the cell walls
synthesis of bacteria during reproduction, it is a p-lac-
tam antibiotic, having a very short residence time in the
stomach and it degrades in gastric acid.

2.3. Synthetic wastewater substrate

The synthetic effluent used in this study contained the
substrate sodium acetate as a carbon source and ammo-
nium chloride as a nitrogen source as well as other necessary
micronutrients for bacterial growth (Table 3). The products
used are easily biodegradable by nature in order to ease
their degradation and rapid acclimation since they have a
very low latency phase. The established injections will be
performed, while the COD concentration was 300 mg/L.

Sufficient easily biodegradable substrate could be
attributed to the functional genes development that main-
tained microbial activity and developed an optimized
microbial community to enhance the micro-pollutants

HRT AMX removal
(h) efficiency %

Operational condition

Up-flow anaerobic sludge blanket (UASB) 23.2 21.6
Up-flow anaerobic sludge blanket (UASB) 23.5 20.2
Novel micro-aerobic hydrolysis 93 204
acidification reactor (NHAR)

Cyclic activated sludge system (CASS) 149 68.2
Biological contact oxidation tank (BCOT) 149 80.6

Table 3
Composition of the synthetic substrate used in the current
study [73,74]

Constituents Concentration
(mg/L)

Carbon source: C,H,O,Na (sodium acetate) 2.564

Nitrogen source: NH,Cl (ammonium chloride) 1.492

Micronutrients

NH,CI-N 0.0068

FeCl, 0.0023

MgSO, 0.166

CaCl, 0.412

7 NH:  Amine group

= " "
HO »
O

B/ s

Hydroxyphenyl group

Carboxylic group

A : Thiazolidine cycle B : B-Lactame cycle A+B : Penam core

Fig. 2. AMX semi-developed structure identifying its ionizable
groups, nucleus B-lactams cycles [70].

biodegradation [56,75]. The easily biodegradable substrates
use had developed optimized microbial community struc-
tures that enhanced and stabilized AMX biodegradation.
Consequently, the microbial cell walls appeared cloudy and
severely decomposed. Such cell wall decomposition was
significantly mitigated when the easily biodegradable sub-
strate had optimized functional microorganisms. Indeed, the
integrity of cell morphology with the easily biodegradable
substrate was contributed by the increased coding genes
expression, penicillin-binding proteins and up-regulation
of B-lactamases as well as down-regulation of enzymes that
inhibited peptidoglycan biosynthesis. Sodium acetate had
an up-regulates B-lactam damaging enzymes [60] within the
first hour. The sodium acetate addition contributed to the
abundant ARG removal and resistant pathogenic bacteria.
Such ARG might cause a serious public health challenge,
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worldwide [76,77]. The microbial community structure was
affected by environmental factors and this could determine
the ARGs production and could promote or mitigate bacte-
ria harboring ARGs as well as modify ARG profiles [78,79].
AMX removal efficiency increased significantly with increas-
ing supplementation of easily biodegradable substrate.
These improvements were attributed to the microbial activ-
ity promotion and functional microorganism enrichment
[56]. Overall, information on the removal and the fate of
antibiotics in WWTPs was still limited.

2.4. Sludge inoculum

In order to evaluate the effect of the introduction of
AMX on a variety of activated sludge (AS), three types
of sludge were used. The first inoculum was an AS in its
raw state taken from the aeration tank of the local urban
WWTPs. The two other inocula used in the different exper-
iments carried out were taken from the two adaptation
bioreactors previously started up for 38 d where the first
one aimed to adapt the microorganisms to the synthetic
substrate and the second-one to the synthetic substrate
with AMX (Fig. 3). The different characteristics of inocula
taken from the treatment plant or the adaptation biore-
actors are grouped in (Table 4).

An increase in the salinity of inocula was observed in the
two adaptation bioreactors caused mainly by the nature of
the used synthetic carbonaceous substrate, which was in the
salt form. The adaptation phase was carried out gradually
with a time step varying between 5 and 8 d and increasing
substrate concentrations and AMX reaching 11 and 1.5 g/L,
respectively (Fig. 4). Several parameters were carried out
to monitor the operating status of the two adaptation

Raw Activated Sludge

Sludge adapted to substrate

bioreactors using the Multi-parameter measuring system
allowing the following of temperature (°C), pH, DO (mg/L),
salinity (%), conductivity (uS/cm) and total salts (mg/L) as
well as microscopic visualizations in fresh or stained state
using a microscope with variable magnification (Infinity,
Optech) (Fig. 3). The sludge adapted to the substrate and
the inhibitor, presented a more visual state of compaction
than the other two sludges, where the flocs were more open,
with an irregular shape.

2.5. Sludge preparation for the various respirometric tests

Two main techniques designated by the endogenisation
process had been developed for the preparation of AS in
respirometric tests. These sludges taken from the different
compartments of the WWTP biological line, mainly from bio-
logical basins, were either subjected to continuous aeration
[80,81] or are washed. The importance of these preparations
was to get rid of the exogenous substrate recovered with the
AS during sampling without considerably disturbing the ini-
tial state of sludge activity. It is important to note that the
sludge washing technique was mainly used for sludge with
good settling capacities, presenting an SVI (sludge volume
Index) ranging from 100 and 150 mL/g, otherwise sludge loss
might occur during washing and if the sludge had SVI higher
than 150 mL/g, the technique of continuous aeration was more
recommended. Zamouche-Zerdazi et al. [82] used the wash-
ing technique for a healthy sludge with a filamentous index
(FI) varying between 1 and 3 and the technique of continuous
aeration for 24 h, for a bulking sludge with very poor settling
capacities and an FI varying between 4-5. Endogenous aera-
tion requires a fairly long period of time, especially for those
using the continuous aeration technique, where the time can

Sludge adapted to
AMX+Substrate

Fig. 3. Microscopic visualization of the different activated sludge used. (a) Raw activated sludge, (b) sludge adapted to substrate,

and (c) sludge adapted to AMX + substrate.

Table 4
Main characteristics of the inocula used in the current study

pH Salinity (%) Conductivity DO (mg/L)  Temp. (°C) Mineralization Substrate AMX
(uS/cm) ratio (%) adaptation adaptation
AS1 7.41+0.10 0.65 +0.05 1,408.5 £ 55.5 4.22 +0.09 - 41-45 -) =)
AS2 6.89-8.84 0.7-27.6 1,569-43,200 3.04-8.20 13.1-22.6 30-39 +) -)
AS3 7.13-8.80 0.7-22.6 1,567-35,900 0.11-8.07 13.6-23.7 3640 +) +)
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Fig. 4. Salinity evolution and the program improved in the adapted reactors.

vary from a few hours to 5 d. In order to carry out this pre-
liminary preparation of the AS, an optimization of the oper-
ating conditions of the washing technique had been carried
out in previous studies, to mention the time and number of
washes. The various inocula would undergo a single wash-
ing and then continuous aeration at 20°C for a period not
exceeding 3 h, in order to reach an endogenous state charac-
terized by a plateau in the temporal DO measurements [73].

3. Results and discussion
3.1. Determination of the oxygen transfer coefficient (K a)

The K,a must be evaluated according to the operating
conditions imposed in the respirometric tests (flow rate,
aeration mode, stirring speed, reactor geometry). The esti-
mation methodology is based on the exploitation of the aer-
ation and/or deaeration curve obtained after a disturbance
imposed on the DO concentration in endogenous condition
(the disturbance is imposed after reaching the apparent
endogenous state as a baseline when monitoring the oxy-
gen concentration) [83]. Linear regressions for the different
slopes estimation will be performed in the first part of the
evolution of the oxygen concentration of the aeration or
deaeration curve and the liquid phase K2 can be estimated
using the equations obtained by establishing mathematical
developments in each considered situation.

By exploiting only, the deaeration curve (part B/slope
1), the K;a will be estimated by Eq. (5), on the other hand
by exploiting the deaeration and aeration curves (part B
and D/slope 1 and 2), K2 will be determined by Eq. (6) and
finally by exploiting the aeration curve (part D/slope 2) K,a
will be estimated by Eq. (7), (Fig. 5) [73,82].

Koa=———d )

- 505 - Send

K ae Slope 02 —Slope 01

L
Sos _Ser\d

©

Send =S,
In| —=end "0 |- K gf 7
n{sﬂ‘d —So(t—O)] a ( )

Substrate Concentration (g/L)

| Amoxicillin Concentration (giL) }

OANWERNON®

'
a

UL T T T T T
8 12 16 20 24 28 32 36 40 44 48

and aeration

7.8

DO(mglL)

0,0 0,2 04 06 08 1,0

Fig. 5. Regression part illustration of deaeration and aeration
resumption for the K a estimation.

The K a determination must be meticulously carried out
since this parameter conditions the respirometric responses
in continuous aeration for the different injections. These
three K2 determination approaches will be applied to an
experiment carried out for a S /X ratio equal to 0.04 g/
Syss (Fig. 6). According to the obtained results and grouped
in (Table 5), the first development seems to underestimate
K, a (low values compared to the two others) (Fig. 7), because
it only considered the deaeration phase in oxygen transfer
determination. In this phase, the DO consumption were very
fast and only due to the microorganisms endogenous res-
piration. However, the second development considers the
two phases of the respirometric response (deaeration and
aeration) where all the consumption oxygen transfer was
considered. The oxygen transfer from the gaseous to the
liquid phase was conditioned by the aeration rate and the
stirring speed applied in the respirometry (operating con-
ditions) and from the liquid to the solid phase conditioned
by the microbial activity. Finally the third development
only considered the aeration phase, masking the endoge-
nous microbial activity. This development can only be exact
in the determination case of K a4 in clear water. The results
considered in the present study will be those allowing the
K,a determination using the second development.

It is important to note that the maximum exogenous
respiration after the substrate injection is sometimes lower
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Fig. 6. Application of the three mathematical developments for the K,a determination and for a 5 /X ratio=0.04 g /g ...
Table 5
Respirometric responses characteristics using K,a determined with the three mathematical approaches (S/X,=0.04 g /g, ..)
Sy/X:0.04 g /80 OUR__, Ka(h?) OUR___ Q.. (mg/Lof reactor Q. (mg/L of reactor T (h)
(mg/L-h) (mg/L-h) volume) volume)
Linear descending response 2,153 1,163 2,547 12,409
Linear descending and 50,197 27,106 59,376 69,237
. 2,475 3,983
ascending response
Linear ascending response 69,776 37,679 82,535 92,397

than the endogenous respiration (Table 5), in the case where
only the deaeration phase is considered. This confirms that
the first approaches for K2 determination underestimates it.

3.2. 5/X, ratio fixing in respirometric tests

In order to determine the heterotrophs oxygen con-
sumption rate “OUR__ ", it is necessary to block the auto-
trophs respiration by using nitrification inhibitors such as
allylthiourea (ATU) and 2-chloro-6-(trichloromethyl) pyr-
idine (TCMP). The applied dose depends on the autotro-
phs concentration in the AS. For a mixed population, the
fraction of nitrifying organisms in the AS culture increases
with the N/COD ratio of the wastewater, since heterotrophic

bacteria can be competitive for the nitrogen substrate they
consume for their anabolic requirement. In the present study
a dose of 20 mg/L of ATU was used in the respirometric
tests to an estimated carbonaceous substrate oxidation [82]
and the inhibitor was introduced after the endogenous res-
piration and the Ka determining step, for all established
tests, using the inocula AS1, AS2 and AS3.

A contact time of 20 min between the nitrification inhib-
itor and the biomass was fixed before any further intro-
duction of AMX and the synthetic substrate into the batch
respirometry. The used substrate quality, the inocula and
the operating conditions were very important to set in the
respirometric tests, particularly the initial ratio, between
the substrate and the biomass of the mixture, 5 /X.
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Fig. 7. Exogenous and total respiration obtained using the three 0.23 64.016 375967  23.672  53.133
K.a determined using the three mathematical developments
for the S /X ratio =0.04
or the 5/X; ratio = 0.04 geoo/Buss OURexomax evolution according 1o the degradation
time for differents S0/X0 ratio
60
This ratio determined the respirometric response, influ- s0 0.z
enced the metabolic processes involved in the degradation,
the kinetic parameters identification and the easily and =| 40
slowly biodegradable compartments dissociation. %
In this study, the S /X, ratios was obtained by vary- 'é' 0
ing the injected synthetic substrate and the AS pre-treated 20 o
volumes in the respirometric cell and is expressed in g,/ § o0zme’ % S
8yss- In the batch respirometric studies, a low 5 /X ratio less 3| 10 / '0’0;
than 0.2 g../g,. was used, in order to minimize the exper- oolm ’
iment duration and to carry out several successive substrate -————
injections, thus avoiding the significant growths generation o 5 10 15 20 25
during successive experiments carried out in the same res-

pirometric test, which could confuse the inhibition study,
since the production of a healthy biomass (uninhibited)
would take place.

Many authors consider that these low ratios allow the
obtention of the kinetic constants representative of the ini-
tial biomass [82]. Experiments were carried out on hetero-
trophic biomass and for different S /X ratio using the AS1
inoculum. The different experiments results are summa-
rized in the (Table 6); the (Fig. 8) illustrates the variation in
maximum heterotrophs exogenous respiration as a function
of the degradation time for each S /X ratio tested.

Above S/X, equal to 0.06 g, /g, the experiment
seemed to be very cumbersome since the recommended
time for the degradation of the synthetic substrate (T) was
very extended, limiting the performance of successive injec-
tions and allowing to quantify the effect of PhACs waste at
different concentrations on the heterotrophs activity, bear-
ing in mind that each inhibition test would be preceded by
its control test (without inhibition). So these experiments
were carried out for not adapted sludge to the substrate or
to AMX (AS1) and times would certainly be reduced for
the inocula AS2 and AS3 after adaptation. By varying the
5,/X, ratio from 0.01 to 0.23 g, /8., the maximum het-
erotrophs respiration reached 53.1133 mg/L-h (Fig. 7).

An S /X ratio of 0.04 g /g, would be set in all hetero-
trophs inhibition tests of AS1, AS2 and AS3 inocula, although
the heterotrophs maximum respiration (OUR, ) with-
out inhibition did not reach the encountered values for
AS, ranging between 30-40 mg/L-h (Table 6), but many

researches have been established in close reports for the

Fig. 8. Maximum exogenous respiration of heterotrophs accord-
ing to the degradation time for different S /X ratios (AS1).

estimation of biokinetic constants, for instance, Daniele et al.
[84] evaluated the heterotrophic biokinetic constants using
LFS respirometric batch tests established at a ratio S /X of
0.05 g,p/8yss to study the contribution of the supports in the
treatment by MBBR (moving bed biofilm reactor).

3.3. AMX effect on heterotrophs microbial activity in
aerobic conditions

The AMX effect on the heterotrophs activity in aerobic
conditions was mainly evaluated by estimating the con-
version efficiency of heterotrophs noted (Y}). It should be
remembered that in discontinuous cultures, similarly to con-
tinuous ones, a portion of the substrate (S) was converted
into new cells (X) characterized by the fraction Y, and a
portion was oxidized to provide the energy characterized
by the fraction (1-Y,)) noted Y, [84]. Y, was determined
using the following equation [84]:

v, =1-v,, -1-2 ®)
H

where Q. The amount of DO consumed by the het-
erotrophs (calculated by integration of respiration rate pro-
file); ASs: The amount of carbonaceous substrate removed,
expressed in CODs.
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This parameter could only be assessed by inhibiting
the autotrophs activity as mentioned above; the effect was
quantified on the three different inocula. The effect on activ-
ity could be evaluated by estimating either the slopes per-
centage reduction (P) (the parameter that can be measured
most rapidly) of the respirometric peaks, in the presence
and absence of the PhACs [Eq. (9)], the reduction percent-
age in the total oxygen consumed quantity (Q,) [Eq. (10)]
[84], or autotrophs (Q,,) and heterotrophs (Q,,) oxygen
consumed quantity in the presence and absence of inhibitors.

oo (pente)n - (pente)1 100 ®

(pente),

R :MX]OO

T (10)
T

Endogenous respiration for AS1 varied between 3.166
and 11.741 mg/L-h, depending mainly on the state of activ-
ity of the AS1 inoculum, which was mainly conditioned
by the operation of the local treatment plant, but was on
average equal to 4.659 and 16.80 mg/L-h for the inocula
AS2 and AS3 respectively. This influenced the transfer of
oxygen in the liquid phase which was controlled as pre-
viously mentioned by the operating conditions set in the
respirometric tests and the inocula microbial activity. The
AMX effect introduction on microbial activity could be
manifested under different aspects either by slowing down
the microbial activity and therefore increasing the time rec-
ommended for the degradation of the exogenous substrate
injected into the respirometry reactor (T)), or by a stopped
activity of some microorganisms, reducing the exogenous
heterotrophs maximum respiration, or by simultaneous
effects and consequently a synchronized significant reduc-
tion in time and maximum respiration would be recorded.

Table 7

A multitude of experiments was performed, adding differ-
ent quantities of AMX and the same concentration of syn-
thetic substrate. Nevertheless inocula AS2 and AS3 were
carefully washed before carrying out the respirometric tests
not only to reach the endogenous state, but also in order to
reduce the salinity of the reaction medium caused by the
use of the substrate in salt form. Inhibitory effects of AMX
on the three activated sludge activity are summarized in
(Table 7), The parameters, defined by using a respirometer
were used to obtain information about the effects on the
two of the most important biochemical processes that take
place in a wastewater treatment plant, heterotroph biomass
growth (Y;)) and heterotroph energy substrate consumption
(sz). As can be seen, the fraction of the substrate use for the
energy consumption was very dissimilar for the different
types of inocula, in general it was less weak for the AS1 and
AS2 inoculum and more significant for the AS3 inoculum.
The effect of the introduction of AMX on these different
types of biomass was not very regular (Table 8).

Maximum reductions in the Y, . rate expressing the frac-
tion of the substrate used for the energy consumption were
30.639%, 21.79% and 19.923% for the 75, 120 and 150 mg/L
AMX doses and inocula AS1, AS2 and AS3, respectively
(Fig. 9) [74]. The effect of the AMX introduction seemed at
times to slow down microbial activities since the recom-
mended time (T) for the degradation of the injected substrate
increased without attenuation of the maximum respiration
in some experiments and at times reduced the activity since
the maximum exogenous respiration and the degradation
time decreased significantly, reaching 29.883%, 36.844%
and 25.243% for the doses 75, 120 and 100 mg/L of AMX
and the inocula AS1, AS2 and AS3, respectively.

According to Fig. 9 showing the percentages inhibition
of (a) heterotrophs for the three different activated sludge
used and (b) for the mixed liquor without nitrification
inhibitor. The heterotrophs adapted to the substrate and
substrate containing AMX showed remarkable resistance

Inhibition percentage relative to DO consumed by heterotrophs for substrate injected

Dose (mg,,,./L) 5 15 30 50 60 75 100 120 150
inhibition%
AS1 2.167 -11.039 -19.067 17.467 — 30.646 0.775 - —
AS2 - —-8.339 -0.764 - 12.380 - - 21.746 -
AS3 18.039 16.017 9.229 -5.093 - -1.362 15.244 - 19.934
Table 8
Estimated Y, before and after different doses of AMX injection
5 15 30 50 60 75 100 120 150
AS1 Yo 0.181 0.190 0.167 1.164 - 1.126 0.996 - -
Yo 0.177 0.211 0.199 0.960 - 0.781 0.988 - —
AS2 Y, - 0.272 0.295 - 0.267 - - 0.234 -
Yo - 0.295 0.297 - 0.233 - - 0.183 -
AS3 Y5 1.225 0.861 0.975 1.223 - 1.077 0.842 - 1.044
Y’ 1.004 0.723 0.885 1.286 - 1.091 0.714 - 0.836
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Fig. 9. Inhibition percentage curve according to inhibitor concentration for (a) the different heterotrophic biomasses (AS1, AS2, AS3)

and (b) the mixed liquor (heterotrophic and autotrophic).

even at concentration up to 150 mg,,, /L. and that did not
exceed 20% inhibition, the un-acclimated heterotrophs were
inhibited at 35% for the 75 mg,, /L, which shows that het-
erotrophs were less sensitive to the inhibition and had a
rapid adaptive capacity, since the mixed liquor, which con-
tained the heterotrophs and autotrophs, was more sensitive
and less adaptable. The autotrophs present in mixed liquor,
exhibited no inhibition at 40 mg,, /L, whereas a 35% inhi-
bition at 25 mg,, ./I. was shown, and this percentage was
found for not adapted heterotrophs at 75 mg AMX/ L. Generally,
AMX effect was really unexpected with no logarithmic func-
tion expressing the inhibition kinetics. The heterotrophs
were more resistant to inhibition and adapt quickly to their
removal. According to the literature, there is still a gap on
AMX toxicity effect in nitrifying biomass. AMX can exhibit
toxicity in nitrifying bacteria at concentrations ranging from
0.75 pg/L and their removal by biological processes is in the
order of 80% from a 100 ng/L concentration in AS process.
Complete nitrification inhibition has occurred at a 200 mg/L
concentration, showing that the nitrifying bacteria were
more sensitive to AMX or to many other micro-pollutants
(such as heavy metals) than microorganisms responsible
for the carbonaceous material oxidation (heterotrophs) [85].
This showed a great acclimation capacity and less sensitiv-
ity to different inhibitions [86-88] and is known to govern
COD removal and is also suggested for PhACs and AMX
removal at the presence of a high number of active hetero-
trophic biomass [89]. However, other research [90] showed
that the AMX addition did not affect the COD and DOC
(dissolved organic carbon) removal efficiency and did
not inhibit the heterotrophs metabolism at certain rates.

4. Conclusion

The respirometry use in this study provides important
immediate and direct information to protect aquatic eco-
systems upstream and downstream of WWTP. The operat-
ing conditions of this technique are well defined in terms
of the mixed liquor preparation by washing and the oper-
ating conditions imposed for K,a determination, as well as
the initial ratio S /X, which makes it possible to reduce the

experiments times and to make successive injections avoid-
ing bacterial reproduction or growth. AMX has unexpected
effects on the biomass of activated sludge, but heterotrophs
show resistance capacity at fairly large AMX doses, espe-
cially in the presence of sodium acetate which improves
the ability of microorganisms to resist the stress provided
by the AMX. This study is part of the research to know the
effects caused by emerging micropollutants on the purify-
ing biomass of conventional WWTP in order to avoid mal-
functions, and allows exploiting these results with previous
results to identify and develop an elimination pathway by
natural and inexpensive methods based on the respirometric
technique or coupling of processes.
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Respirometry has been used in this work to assess the effect of 5/X; ratio, knowing that
this ratio is a very important operational parameter in the conduct of wastewater treat-
ment plant. It affects its design and operation; part of the respirometry calculations, dis-
solved oxygen transfer coefficient Ka is calculate for each respirometric experiment, due
to the fact that operational condition change. Under endogencus conditions OURena is
calculated using the linear portion of the variation of DO concentration under no aeration
conditions. Then the OUR.yq is used in the endogenous phase at a no oxygen concretion
variation to calculate the K a. Samples of wastewater, with different S;/X; ratios in the
range between 0.01 and 0.23, containing sometimes ATU, a nitrification inhibitor, were
injected in the respirometer with DO concentration variation recording. Exogenous OUR,,,
were calculated from the DO data and they show that as So/Xp ratio increased total OUR,
increased too as well as total oxidation time. However when, COD is present alone the
removal kinetics is more rapid than when both substrates (nitrogen and carbonaceous) are
present. It has been shown that the use of respirometry in biomass activation assessment
is a sound approach because of the celerity, the reliability and the limited cost. Conse-
quently it has been extended in to the assessment of biomass activation when itis exposed
to antibiotics.

© 2017 Hydrogen Energy Publications LLC. Published by Elsevier Ltd. All rights reserved.

Introduction

maximum specific growth rate (u,,,), the yield (Yy,) [11] etc.
This technique consists of measuring biological oxygen con-
sumption rate under well-defined conditions [12]. Particular

Activated sludge biomass activity has been studied in a batch
respirometer [1—4| through DO consumption. This method is
one of the most frequently used to optimize biological re-
actions and to evaluate kinetic and stoechiometric parame-
ters [5—10] such as the substrate affinity constant (Kg), the

thought has been paid to the influence of the initial substrate
to biomass ratio Sy/X, [13] on wastewater treatment perfor-
mance [14-18). This S,/X, ratio is an important [10,11]
parameter in batch experiments because it reflects the
initial energy level, to investigate the consumption of

* Corresponding author. LIPE, Constantine 3 University, 25000, Algeria.
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Symbols used

CoD Chemical Oxygen Demand, mg L™*

BOD Bio-Chemical Oxygen Demand, mg L™
DO Dissolved Oxygen concentration, mg L~*
OUR  Oxygen Uptake Rate, mgo,L 1572

TSS Total Suspended Solids, mg o=

Vss Volatile Suspended Solids, mg L~*

v Volume, L

SVI Sludge Volume Index, mg L~*

Kua Oxygen Transfer Coefficient, h—*
Ks Substrate Affinity Constant, mg L™"
u Growth Rate, d 7

Yx/s  Yield, mgyss L7"
Initial Substrate to Biomass Ratio, gcon/gvss
ATU AllulThioUrea

WWTP Waste Water Treatment Plant
Index

eff Effluent

b Sludge

t Total

5 Soluble

end Endogenous

eX0 Exogenous

max Maximum

30 After thirty minutes
5 After five days

substrate compounds [19,20] and it allows knowing of
whether or not cell duplication can take place during the
exogenous substrate removal, under given conditions, or if it
is inhibited by a lack of substrate [21]. Many authors [2] were
highlighted the importance of Sy/X, ratio, this ratio key to
affect the analysis and the respirometric response [10], first
aerobic batch biodegradation testing and also on the rela-
tionship between preliminary acclimatization and biodegra-
dation of different compounds (organic or refractory such as
inhibitors) [14]. Moreover, So/X, ratio, could also influence the
OUR shape curve reliability and other kinetics parameters
[9,39].

The initial substrate-to-biomass ratio will directly affect
the growth patterns of microorganisms and the values of the
kinetics and stoechiometric parameters [14,22]. However,
there is no common agreement on this Su/X, ratio and the
experimental procedures. Generally, testing at low ratios So/Xe
(<0.2 geop/gvss) demonstrate the existence of a threshold
below which the reactor performance is seriously affected.
The stressed biomass can survive under lack of substrate
condition better than unstressed biomass which cell dupli-
cation is strongly inhibited [7]. In addition, working under low
ratio prevents possible variations in the composition and the
physiological form of biomass population due to the different
growth velocities of the various microorganisms present in
the consortium [10,33]. Besides, several authors ascertain that
it seemns that only the kinetic parameters obtained at low Sy/X,
ratios, can be correctly used in the design and the study of
activated sludge plants. Furthermore, it should be taken into
account thatin actual municipal wastewater treatment plants

So/Xg ratio is always kept very low: 0.01 for aerobic completely
mixed systems and 0.13 for plug-flow systems [15]. When the
ratio is sufficiently high (Sp/Xe > 2 mgeon/mgyss), biomass
conditions itself to limitless growth, since it will be on the
exponential growth phase, and the measured kinetic param-
eters can be independent of the retrospective feeding of the
biomass [35—38|. Kinetic parameters obtained at these con-
ditions show maximum activity [9].

This work aims at studying the influence of various So¢/Xo
ratios (= 0.01, 0.02, 0.03, 0.04, 0.06, 0.09, 0.15 and 0.23) on the
response of non acclimated biomass growth and synthetic
COD substrate composed of sodium acetate removal [23,24] in
a batch aerated respirometer [3—6|. Short-term Oxygen Up-
take Rate, OUR, can provided much information about the
treatment process, their determination is detailed in several
studies [27-33]; it requires the Volumetric Oxygen Transfer
Coefficient K;a determination in the solution which is neces-
sary for the interpretation of respirometric data [34]. OUR ex-
periments can be successfully used to measure the activated
sludge response [25| and the determination of biclogical
removal performance for Heterotrophic and Autotrophic
biomass on the one hand; and on the other hand, the Het-
erotrophic biomass only.

Two series of batch experiments were carried out, using
sodium acetate as a single source of carbon, in the presence or
not of the nitrification inhibitor Allyl-Thio-Urea (ATU, in order
to determine the optimal) Su/Xy ratio to be used in the
assessment of inhibitory effect of pharmaceutical products
[24,26—29).

Materials and methods
The respirometer

The respirometer used in this experimental work is an open
and aerated 0.5 L volume glass reactor (09). The air is supplied
by an aquarium pump ‘SHARK-RS-510" (10), with a maximum
air flow of 150 L/h connected to a plastic air diffuser (06). The
liquid phase is mixed by a magnetic bar (07) and a magnetic
stirrer ‘AGIMATIC-N" (08). A syringe is used to inject the sub-
strate (02). The pH, DO and temperature were measured using
a pH probe ‘IDS-WTW (03) and a WTW oxygen probe ‘FDO-925
IDS’ (04), which was connected to a WTW Oxymeter ‘Multi-
3430° (05). The system was maintained at a fixed temperature
(20 °C % 0.5 °C) (01) in a thermostatic enclosure of WTW (11).
Fig. 1 represents the set up used during the test.

Synthetic effluent (substrate)

The composition of the synthetic wastewater used in this
work is reproduced in Table 1.

The compositions of the synthetic wastewater was chosen
so that its theoretical COD is of 2000 mg/L, stored at a tem-
perature of 4 *C and allowed to reach 20 °C + 1 *C before use.

Analytical methods

All analyses were done according to standard methods
[24,27 40]. Soluble Chemical Oxygen Demand, CODs, was
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Fig. 1 — Mlustration of batch Respirometer experimental
apparatus used for So/X, ratios tests.

Table 1 — Composition of the synthetic effluent [8].

Constituents Concentration (mg/L)
Carbon source: C;H;0,Na 2570
Nitrogen source: NH,Cl 1.485
Nutrients:

NH,CI-N 6.8
FeCl, 2.3
MgS0, 166
CaCl, 412
Phosphate Plug: pH, 7.24

K;HPO, 410
KH;PO, 90

measured on the filtrate through a 0.45 pm membrane filter
(Millipore) and the Total Chemical Oxygen Demand, CODt,
filtered on 1.2 pm filters. Mixed Liquor Total and Volatile
Suspended Solids TSS and VSS were determined by centrifu-
gation; pH and DO were continuously controlled by pH and DO
electrodes respectively.

Sources and preparation of activated sludge

The biomass used in the different respirometric tests origi-
nated from IBN ZIAD municipal WWTP which treats Con-
stantine municipal wastewaters. It is designed with treatment
capacity of 800 L/s (450 000 Eq.-Inhabitants). Sludge samples
were collected manually from the aeration basin, transported
to the laboratory in shaded glass bottles at a temperature of
4 °C. To prepare the samples in the laboratory prior to respi-
rometric testing, a 400 mL of the activated sludge were
washed thoroughly with distilled water then maintained
under continuous aeration during 3 h maximum at a

temperature of 20 °C to be sure that all external substrate has
been consumed and the endogenous respiration is the only
process.

Theoreticals
Oxygen Uptake Rate

OUR can be calculated from the dissolved oxygen data as
shown in Equation (1):
—dSe

OUR =—= (1)

Effluent (V.z) and mixed liquor volume (V) added into the
respirometer

So/Xq represents the COD to the VSS ratio of the mixture [10].
Thus, the following Equation (2):

SO0 Ve
So/¥o = W Ve @
Vi Vi
With (eff) index represents the effluent, (b) mixed liquor.
Generally, the term (VS5.4'V,4) is negligible compared to
(V55,"V,) because the VSS of the effluent is weak in compari-
son to the mixed liquor. Thus, Equation (2) can be simplified to
Equation (3):

CODg*Voy

Sol%o = Y5,

(3)

With V; = Vg + Vi, then Equation (3) can be written as
Equation (4) in order to find the volume of the effluent to be
added:

VSS,
COD.y

Vet = So/Xo* (Vi — Vegr ) * (4)

Then, Equation (5):

VSSy V5SS,
(1 _ * - # *
Ve (1 oD, SO,J'X.:.) Sa/Xo CoD,; Vi (5)

Finally, Equation (6):

So/Xo*

=00 ey, ©
1+ (So/Xo* )
While posing,

VSS,
CODg

a = 5o/Xo*

There is Equation (8):

a
1+a

Ve = *Vi {8}

Thus, knowing the total volume (V) of the reactor and the
desired Sy/X, ratio, one can determine the volumes of the
effluent and of the mixed liquor to be added in the
respirometre.
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Fig. 2 — Percents reductions of different parameters after
washing.

Table 2 — Characteristics of MLSS of IEN ZIAD WWTP.

Parameters Concentration Mean
TSS (mg/L)* [5095—8305] 6700
VSS (mg/L)* [2374—3610] 2992
Vo (ml/L)?* [164.5-219.5] 192
SVI (ml/g)* [0.012—0.046] 0.029
pH* [7.313—7.525] 7.419
DO (mg/L)* [4.13—4.31] 422
COD, (mg/L)" [175.03—220.19] 197.61
COD, (mg/L)" [31.28—49.25] 40.28
BOD; (mg/L)* [380—410] 395
TOC (mg/L)" [3.15-4.34] 3.745
TC (mg/L)" [56.65—57.13] 56.89
IC (mg/L)® [52.77—53.5] 53.135
Conductivity™ [1353—1464] 1408.5
Salinity™® [0.6-0.7] 0.65

* MLSS analysis.
® Supernatant of MLSS analysis.

K,a determination

In continuous aeration, the Total Oxygen Uptake Rate, OUR, (in
mg/l/s) of the microorganisms is expressed according to

{AL JOURNAL OF HYDROGEN ENERG (z017) 1—10

L —ae&—initial concentration OUR, = _dj + K a* (5' _ Sa) {g}

- —&— final concentration dt t o
g . \ Thus, it is necessary to determine the Oxygen Transfer
é \ Coefficient, K. a, for each experiment prior to the injection of
= synthetic COD. The activated sludge sample, after distilled
fE_' 100 water washing and continuous aeration for 3 h, is supposed to
_E \ be free of any remnant substrate, therefore it is considered in
£ ol o— o an endogenous phase, named in Fig. 4a ‘endogenous stage’,
% p corresponding to a constant dissolved oxygen concentration
\‘\ @ ¥ } named Sq ong. At point (A), aeration is stopped, thus, DO of the

e N S o .
(=1l TOC TC [ MO

solution is consumed by microorganisms due to endogenous
respiration, and therefore it can be formulated in Equation (10)
as:

dSD
=

Endogenous, OUReng, is calculated as the slope (g) of the
best linear portion of the DO concentration variation curve
(A=A, Fig. 4b) [41].

To determine K, a, the value of OUR.,4 is replaced in Equa-
tion (9) and noting that the DO concentration during the
endogenous phase is constant and equals to Speng. Therefore

OURens = -B (10)

its variation is nil and Equation (%) becomes as in Equation (11)
from which Kia can be calculated since OUReng, So and So.end
are known as Equations (12) and (13):

OUReng = Kia* (S} — So.ena) (11)

—8 = K.a*(S; — So ) (12)
_ g

K= S (13)

Results and discussions

Before presenting the results concerning the effect of So/Xs
ratio on the Heterotrophic and Autotrophic bacteria re-
sponses; the effect of samples washing on the remnant sub-
strates of different components present in solution was

Equation (5): assessed and the results are represented in Fig. 2. It shows
® cobt=1y
7 -, 2809 ¥ = 26157462 - 1 60086 * X
R 50 L L

250 «0,98374 1217988 15 <0.0001
=] N -
£ 3 .

- i L] E -

g = ... = .
2 . 8 =

100 4 * .

-~ b _ -
| ®s .. 3
80 4 >y
Eommmmy | | ot ~2
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Fig. 3 — (a) COD concentration removal versus time. (b) Linear par of COD removal curve versus time.
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Fig. 4 — (a) DO versus time curve of stop-resumption of aeration phase for K;a determination. (b) The downward linear part

of respirogramme of DO concentration versus time.

that up to 95% of soluble COD, for instance, can be eliminated
by washing.

Table 2 shows analysis results of the MLSS sampled from
the aeration basin of IBN ZIAD wastewater treatment plant.
The values of VSS are in the range of usual values of aeration
basin. It seems, however, that there are a high percentage of
mineral suspended solids since the VSS represent a low per-
centage of the TSS (44%). Moreover, Vs, is quithigh indicatinga
kind of sludge bulking. The soluble COD and the TOC represent
the results of the supernatant; whereas the other results are
those of the MLSS.

In Fig. 3a and b represent the kinetics of COD removal
during a 1 L sample volume test with an 5,/X, ratio of 0.04 in
order to evaluate the time span, the initial and final COD
concentrations. This experiment led us to choose an initial
COD concentration of 300 mg/L.

Fig. 4a represents a portion of respirogramme showing the
endogenous phase during the stop-resumption of the aera-
tion; at point (A) and its resumption at point (B). The variation
of the DO concentration from (A to B) is due to the endogenous
oxygen consumption of microorganisms.

At point (B), aeration is restarted and the DO concentration
increased to (B), then its value should equal to S eng. Other-
wise, growth or disappearance would be happening depend-
ing on the value of DO concentration. From (B' to C) aeration is
on. Fig. 4b represents an enlargement of the (A—A) portion of
DO curve of Fig. 4a, which shows a linear shape.

Variation of pH in Kia and OURey, determination step

Fig. 5a shows a full respirogramme as well as the variation of
pH during the respirometry experiment. The DO variation
curve shows firstly the endogenous phase with stopping and
resumption of aeration (A-B'). At point (C) substrate is injected,
the portion of DO variation from (C to D) corresponds to COD
bacterial degradation, from (D to E) ammonia nitrogen is
oxidized to nitrates. Generally, the pH not to be sensitive to the
So/X, ratios variation; There is a small reduction of pH at stop-
resumption of aeration (A-B) and the reduction of pH at point
(D) could be corroborated with the nitrification process.

Moreover, Fig. 5b shows the variation of DO and pH during
respirometric experiments in the presence of ATU which is
In these experiments, during stop-
resumption of aeration phase, the pH variation is similar to
(A-B) in tests without ATU; after substrate injection at point

almost constant.

=00 (mal) “ )| [g ix =004 I
=—pH = fit) il
884 85
8.0 4 L)
LER 85
8.0 - 80
75 75
| 7 T8
H IS BS
ol #0d 60 ﬂ
2] ss] 55
50 : 50
45 45
40 o 4.0
3.5 35
10 ; ; ; r ' ' . —lan
a ] L] $000 10000 15000 20000 25000 30000 35000
Time (sac) I

= DO =fit)
® pH=fit)

10,0 4 - 10,0

9,5 a8

9.0 4 - 80

85 -85

8,0 S L J—
754 H7s j

=

704 - 70

6.5+ B85 i
[Ty i

554 55

8,04 -1 50

4.5 <45

0000 6 10000 2000 16000 400G Sod0n eano To0sn  msonn

b (D)

Fig. 5 — (a) A respirogramme of DO and pH, obtained after
injection of the Substrate for S,/X, = 0.04. (b): a
respirogramme of DO and pH, obtained after injection of
Substrate with ATU for So/X, = 0.04.
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Fig. 6 — (a) Evaluation of DO concentration versus time for different values of 5¢o/X, ratio, without a nitrification inhibitor and
(b) With a nitrification inhibitor.

Table 3 — Values calculate of the K;a, OUR and the quantity of oxygen consumes in the tests without nitrification inhibitor.

So/ Ka (s OURena OURexo OUR, Qo DO.” R-Cons® R- mg d'02
Xo (mg/l/s) (mg/l/s) (mg/l/s) (mg/l/ (mg/1) (mg/lfs) Time®  consumed
s) (min)

0.01 7.66798 x 10~ 6.4411 x 10~* 6,3 x 10™¢ 0,00127411  0.57525 8,02 2143 x 104 94.3 288356575
0.02 7.712753 x 107*  6.55584 x 10~ 2,72 x 10~ 0,00092758  1.80548 8,00 3,87 x 1075 3278 7,29745738
0.03 869991 x 107" 661193 x 107" 4267 x 10~*  0,00108789 633493 7,64 1,59 » 107 274,2 7,15918651
0.04 7.96195 x 10~ 6.9269 x 107 0,00138499  3.39044 7,69 0,00036 239 7,94430264
0.06 817139 x 107* 7.10011 x 107* 5184 x 107°  0,00122931 448944 7.83 4343 % 10™° 443 13,0700239
0.09 0.0010329 7.33333 x 10™* 2092 x 107*  0,00094253  19.51912 7,71 6,7194 x 10~ 757,5 17,1351954
0.15 0.00119605 7.415510 x 107* 1994 x 10™*  0,00094095 2524899 7,94 2,44 x 107° 10447 23,5922512
0.23 5.55023 x 107" 4.16267 x 107 4501 x 10™*  0,00285208 9.17165 7,93 1977 x 10~ 962,2 65,862513

Shaded entry signifies OUR,,, key values obtained which gives an S/, = 0.04 optimal ratio in tests without ATU.
* The amount of DO consumed after substrate injection (mgas).

® The minimal DO concentration (mgfL).

© Falling speed of DO concentration after substrate injection (mg/L/s).

4 Residence time necessary for the removal of total substrate (min).
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Table 4 — Values calculate of the K;a, OUR and the quantity of oxygen consumes in the tests with nitrification inhibitor.

5o/ Ka(s™) OUR,,4 OUR,,, OUR, e DO, 2 R-Cons® R- mg d'02
Xo (mg/V/s) (mg/V/s) (mg/l/s) (mg/l/ (mg/l) (mg/l/s) Time consumed
s) (min)®
0.01 0.00119014 7.85492 x 10~ 3565 x 107* 0,00114199 0.35875 8,26 1,61 x 107* 40,8 1,11823661
0.02 0.00162121 0.00107 0,00131 0,00238 1.1496 8,20 0,001 81,33 4,6455696
0.03 0.0015305 0.00101 6338 x 107 0,0016438 1.59509 823 2561 x 107 111,33 4,3921021
0.04 0.0011485 7.23539 x 10~* 0,00156814 1.69565 8,17 8232 x 107° 135,17 5,08717161
0.06 0.0010621 7.64723 x 107 7689 x 10~ 0,00153452 21783 8,11 2523 x 10™* 172,17 6,3407594
0.09 0.002492 0.00167 6167 x 10° 0,00167617 13.02005 8,12 1,76 x 10~° 463,67 18,6525539
0.15 0.001464 9.95452 x 10~ 0,00196215 13.7187 7,88 3,04 x 10~ 603 28,3962348
0.23 0.001651 0.00104 2011 x 107° 0,00106011 34.9066 7,64 3,41 x 107° 1420,33 36,1369449

Shaded entries signify OUR, key values obtained which gives an Sp/Xy = 0.04 and = 0.15 as a optimal ratio in tests with ATU.

* The amount of DO consumed after substrate injection (mgqs).
® The minimal DO concentration (mg/L).
© Falling speed of DO concentration after substrate injection (mg/L/s).
4 Residence time necessary for the removal of total substrate (min).
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Fig. 7 — (a) Evaluation of OUR.,.,,, versus time for different values of So/X, ratio, without a nitrification inhibitor and (b) With a
nitrification inhibitor.

Please cite this article in press as: Sakhraoui M, et al., Respirometric evaluation of S¢/X, ratio effect on the kinetic and stoechiometric
parameters of activated sludge, International Journal of Hydrogen Energy (2017), http://dx.doi.org/10.1016/j.ijhydene.2017.01.097

214




ANNEXES

8 INTERNATIONAL JOUR

AL OF HYDROGEN ENERGY XXX {2&[;’] I—-I10

P ®— 0, consumed without ATU
*—0Q__ consumed with ATU

T T
0,00 0,05 010 8,15 0.z0 025

[ 8%, Ratio I

(a)

®— 0, Consumed in tests without ATU
® 0 Consumed in tests with ATU

=
£
= T
3
i )
H BB
3
0~ 20 4 .--._.
L 10 |
J 2Ea e
o] [ Sahd

- =— Residence Time for test without ATU
T # Residenca Time for test with ATU
1409 4 -
1200 4
o —
= || 1o L~ LA,
] e
b R -
2 -
& /
m- 609 - // -
g L]
400 //.
Fay
200 pe
4 -
A
L
T T T T T 1
2,00 0,08 010 0,18 ozo 0,28
S /X, Ratio
-
i
#
e
i .
®
.
-

T T T T T T T T T T T T T T
-0,02 0,00 0,02 0,04 006 008 0,10 012 0,14 0,16 018 0,20 0.22 0,24

§ /X, ratios

(c)

Fig. 8 — (a) variation of DO consumed, (b) residence time for total substrate degradation and (c) total DO quantity consumed
after substrate injection with and without ATU for various 54/X, ratios.

(C) there is an increase in the pH value with absence of the
point (D) and return to initial pH value at point (E).

Dissolved oxygen

Dissolved oxygen concentration variation was recorded during
respirometric tests in the absence and in the presence of ATU,
for different So/Xp ratios, in Fig. 6a and b respectively. Fig. 6a
shows the variation of DO during COD removal and nitrifica-
tion. It can be noticed as the Sa/X, ratio increases the overall
oxygen consumption increases too, as can be seen in Tables 3
and 4 for both cases. Since the increase of So/Xp is accompanied
by adding more substrate. Moreover the necessary time for
total oxidation of COD and nitrogen increases as well as Sy/X,
ratio increases too. Furthermore, the OUR,,, of Table 4 (pres-
ence of ATU) is relatively higher than the ones in Table 3;
corresponding to higher oxygen consumption rate meaning
that when COD is present alone the removal kinetics of COD is
much higher. Owing to the fact that the data of Table 3 are the
results of COD and nitrogen oxidation, where nitrification is a
slow process and the data of OUR.,, are averaged data.

OUR and DO amount consumed in various Sy,/X, ratios

Fig. 7a and b shows the variation of exogenous OUR.., with
time. The shape of the curve is similar to the inverse of DO
variation curve. It can be seen clearly that the OUR,,, values
of COD removal are more important than the ones for COD
removal and nitrification. Moreover, as S¢/Xp increases
OUR.y increase too, especially for COD removal only, then it
decreases as the substrate is depleting. This is probably due
to the fact that the presence of high concentration of sub-
strate favors microbial activity to attain its maximum.
Moreover, Tables 3 and 4 suggest that the best results con-
cerning microbial activity, expressed through OUR..,, corre-
spond to an So/Xg ratio equals to 0.04. However for the case
of the presence of both COD and nitrogen Fig. 7a the second
part of the curve shows a predominant nitrification as COD is
depleted.

Fig. 8a—c shows the total DO quantity consumed for
various Sy/X, ratios, this consumption is of ascending order; in
way that if the Sy/X, ratios increase, the DO quantity
consumed increase due to the microorganisms respiration to
degrade the substrate which increase too.
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Abstract

The presence of biologically resistant substances, such as antibiotics which are considered inhibitors, in
wastewater deteriorates biological treatment systems (activated sludge) by reducing microbial activity which in
turn impacts negatively carbonaceous treatment, solid- liguid separvation etc. In this work, activated sludge
under different conditions were used fo evaluate experimentally the Amoxicillin effect and they were as follows:
not adapted biomasses of conventional WWTP, adapted biomasses to the binary substrate (acetate and
ammonium), adapted biomasses to the Amoxicillin and binary substrate, finely the biomasses adapted to another
organic substrate (other than acetate). The experiments were undertaken using continuous aeration
respirometric technique. This is based on monitoring oxvgen uptake rate, of samples containing Amoxicillin and
others free of it, as well as soluble COD and Amoxicillin, consumption kinetics using UV-VISIBLE absorbance
neasurements.

The inhibition level was evaluated using the effective concentration index (EC index). Two ranges of
Amoxicillin concentrations of 3 mg/l to 26 mg/l and 5 mg/l to 150 mg/l were used. Inhibition starts to appear at a
low concentration of less than 3 mg/l in non adapted biomasses and in activated sludge adapted to organic
substrate other than acetate, EC attains 14.71 % at a concentration of 11.5 mg/l for, however, a low S¢/Xo
ratio. Furthermore, the adapted activated slidge appeared to resist to Amoxicillin with a high concentration. It
should be underlined that the results can be considered as preliminary, because, the antibiotic Amoxicillin
trihvdrate remains a verv complex molecule and represents a different stress effect on the purifving bacteria.
Further work is needed in order to evaluate the exact concentration in the low concentration range, and to
determine the resistant gerins through their insulation as well as the application of these protocols to higher

So/Xg ratios.

Keywords: Activated Shidge, Adaptation, Amoxicillin, Inhibition, Respirometry.

I. Introduction with its growth. However, problems concerning the

presence of micropolluants, toxic and resistant to

Currently, the domestic wastewater processing
is carried out in wastewater treatment plants
(WWTP) based, for the majority,on biological
process of activated sludge. The presence of various
types of natural occurring bacteria (heterotrophic
and autotrophic) in the aeration tank insures organic
matter degradation (C, N and P)*! accompanied

biodegradation, can exert an inhibiting effect on the
activated  sludge!*.Consequently, the
effectiveness of biological treatment!®>*"lof the
effluent deteriorates significantly even at low
concentrations (ug/L, ng/L).

Among the micropolluants present in WIWITP,

reported in several studies®®*l, antibiotics and
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active pharmacological products ¢ ysed in

veterinaryand human medicinel'’'®]. The world
consumption of antibiotics is estimatedbetween
100.000and  2.000.00 t/vear, with p-lactam
accounting for 50-70% of the total antibiotic
usage!') TrihydrateAmoxicillin  is a pB-lactam
antibiotic.It is considered as the drug of choice
because of its better absorptive characteristics after
oral administration. The physicochemical properties
and chemical structure of Amoxicillinare
represented in  Table 0Iand Figure 02
respectively.The perfect tool to evaluate toxicity (or
inhibition) in WWTP does not exist?’lyet. However,
the respirometric method is largely used in the
assessment of the inhibiting effect of Amoxicillin
on the microbial activity because of its simplicity,
speed and profitability!**??]. This method is
designed on the basis of standardized method of
inhibition tests (ISO-8192). It is based on activated
sludge oxygen uptake rate (OUR)
measurements®lwhich decreases when wastewater
contains the inhibitor . A significant parameter
in the assessment of inhibition is the EC20 value
defined as the effective concentration of the
inhibitor inducing 20% reduction of oxygen uptake
rate!S Details on the pharmaceutical product used
in this study (Amoxicillin), the respirometric setup
and the different protocolsused are detailed in the
materials and methods.

In this context, the experimental procedure
employed in this work to analyze the inhibition of
biomass enables us to determine to a certain extent
the instantaneous effect of Amoxicillin and do not
consider the potential adaptability of the biomasses
after a proportioned time of acclimatization. The
obtained results provide a preliminary data on the
inhibiting effect of Amoxicillin on activated sludge.
An increase in the inhibitor concentration resulted
in a partial or total weakening of the performance
of the biological system.

II. MATERIALSANDMETHODS

The respirometer:

The assembled respirometer used in the
experimental work of this study, is an open and
aerated reactor, developed in a preceding work
*land does not require any reagent or complex
apparatus during the test.In this installation which
contains a reactor made of glass of 0.5 L (04), the
air is supplied by an aquarium pump of SH4RK-RS-
510 (02), which delivers a maximum air flow of
150 L 0O/h approximately through plastic
diffuser.The liquid phase was mixed in the batch
reactor using a bar magnet and a magnetic stirrer
AGIMATIC-N (05).The pH, DO and temperature
were measured in liquid phase using respectively a
pH probe IDS-WTW (07), an oxygen probe FDO-
925 IDS of WTW (03), which were connected to a
Multi-Oxymeter -3430 of WIW (08) and a

thermometer. The system was maintained at a
constant temperature of 20 °C = 0.5 °C (01) in a
thermostatic enclosure of WITW (06).Figure
0Ishows a picture of the experimental setup used
inrespirometric tests.

Fig. 01:Picture of the respirometric setup used in
this study.

Chemicals:
TrihydratéAmoxicillin:

Amoxicillin  prevents the synthesis of
bacterium cellular wall, they prevent the
reticulation between the linear chains
peptidoglycane of polymer which is a significant
component in the composition of the cellular
wall.Indeed, Amoxicillin, while being fixed on
proteins of penicillin connections (PLP), present at
the surface of the cytoplasmic membrane of the
bacteria, therefore inhibit the enzymatic activity of
the PLP, enzyme necessary to the assembly of
peptidoglycane.The fixing of Amoxicillin with PLP
entrained the stop of partial synthesis and this fact
inhibits the bacterial growth due to the
embrittlement of the wall which leads then to
bacterial lyses***"] Amoxicillin in this study was
selected on the basis of several criterions, among
them, their raised consumption, their effect on
environment and microorganisms.In order to
evaluate the impact of Amoxicillin on the activated
sludge wastewater treatment operation, various
experimental procedures were proposed in the
literature [4°-501,

Tab. 01:Amoxicillinphysicochemicalproperties
ofAmoxicillin. 19 47.51-521

IUPAC™ Name a-amino-hydroxybenzylpenicillin

Synonyms Amox ; AMC ; Amoxicilln trihydrate ;
Amoxicillin anhydrous ; DAmoxicillin | p-
Hydroxyampicillin

Molecular Amoxicillin: C1sH1eN3055; Amoxicilin

formula trihydrate: C1sH1sN:055%3H-0

No. CASRN®@ 26787-78-0

Molecular Amoxicillin: 36540 gm/mol; Amoxicillin

Weight trihydrate: 419.41 gm/mol.

Molecular Width 132nm

Physical Solid or liqmd, white to off-white

characteristics crystalline powder, Penicillin-type odor,
slightly soluble out water and alcohol such

Solubility in  as ethanol-methanol

water 3430 mg/L water

Melting point 194 °C

Boiling point 7432 °C at 760 mmHg

Flash point 403.3 °C
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pK.® 339,671,941
log KOW® 0.87

(1). International Union of Pure and Applied Chemistry;
(2). Chemical Abstract Services Registry Number:
(3). Acid dissociation constants:

542, Octanol/water partition coefficient.

CHy
S~ CH,
P NH, 7
; AKX
HO < >——CH—C = NH~ N~

COOH

o

Fig. 02: Amoxicillin structure 19,

Synthetic effluent (binary substrate):

In order to ensure constancy in wastewater
quality during the different tests, an easily
biodegradable binary synthetic effluent was used in
this work. It comprises a carbon source, a nitrogen
source and micronutrients. Mixed in distilled water,
the solution pHwas adjusted to a 7.5 value using
either HCL or NaOH.The synthetic wastewater
composition is represented below in Table 02554,

Tab. 02:Composition ofthe syntheticwastewater
solutionused in the respirometric tests!5.

Constituents Concentration (mg/L)
Carbonsource:C>H3;0>Na 2.570
Nitrogensource:NH4Cl 1485
Les nutrients:

NH:CI-N 6.8
FeCl; 23
MgSO4 166
CaCl, 412
Phosphate Plug: pH, 7.24

K>;HPO,4 410
KH>PO,4 90

The synthetic wastewater prepared with a
theoretical COD concentration of 2000 mg/l was
stored at a temperature of 4 °C.

Sources and preparation of activated sludge:

The biomass wused in the different
respirometric tests originated from IBN ZIAD
municipal WWTP which treats Constantine
wastewaters. It is designed with treatment capacity
of 800 I/s (450 000 Eg-inhabitants). The sludge
samples were collected manually from the aeration
basin, transported to the laboratory in shaded glass
bottles at a temperature of 4°C. To prepare the
samples in the laboratory prior to respirometric
testing, a 400 mlof the activated sludge were
washed thoroughly with distilled water then
maintained under continuous aeration during 3
hours maximum at a temperature of 20 °C to be
sure that all external substrate has been consumed
and the endogenous respiratory is the only process.

The sludge washing process can remove 85 to
95 % of the initial substrate concentration; Figure
03gives additional information on the reduction
effectiveness and percentages of this technique

obtained on sludge samples of a substrate/biomass
ratio Sy/Xp= 0.04.

I initial concentration
I final concentration

Fig. 03:histogram represents the reduction
percentages of substrate concentration of
activated sludge after washing.

Toxicity evaluation:

Generally, the effect of an inhibitor on
activated sludge system is usually expressed like a
repressive action on the growth of the
microorganisms.Various models of inhibition were
developed up to now, the methods of respiration
ISO-8192 (1986) and OECD-L133/118 (1988)
based on breathing, describe the inhibiting effects
of a substance on the activated sludge by measuring
the respiratory rate under defined conditions in the
presence of an easily biodegradable substrate like
acetate and different concentrations of thetoxic
elements.

A significant parameter in this method is the
value of 9% inhibition defining the effective
concentration of inhibitor inducing a reduction of
oxygen uptakerate:

% Inhibition = (1 — 2kt ) , 400 (p3)

OURontrol

The respirometric tests for the detection of
inhibition is very useful since the results are
obtained quickly, but for a more quantitative
description of the toxic effect it is preferably
employed in combination with the measurements of
EC20value. The effective concentration, even for
EC50 and ECS80, which representrespectively the
concentration of a compound where20 %, 50% and
80% of its maximum effect are observed.This value
was derived by a linear interpolation on the plot of
the curve of inhibition percentage versus
concentration of the inhibitor by Equation 03:

OUR — OUR,;
EC20 = control inhibited «100 = 20 % (03)
OURumn'al

Experimental procedure:
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Examined inhibition with the respirometric
test should simulate the true inhibition in the
WWTP. To check this, several methods are cited in
the literature, which consistedof comparing OURs
obtained through a successive injection of synthetic
effluent without inhibitor followed by the injection
of the synthetic effluent with the inhibitor,after the
return to the endogenous state (depletion of the
external substrate). The experiment is repeated for
different concentrations of the inhibitor.

Analyzed paramefers:

The characterization of the activated sludge
was carried out by the determination of 7SS, VSS,
COD, BODs, Vs, SVI, TOC, TC and ICaccording
to standards methods") Table 03shows the
activated sludge characterization for the different
collected samples for all this study.

Tab. 03: Characteristics of activated sludge used
during the probation period.

Paraméires Concentration™
TSS (mg/L) 6700 = 1605
VSS (mg/L) 2992 = 618
WSS/TSS 0.447 =038
Wi (ml/L) 192+ 275
SVI (ml/g) 00290017
pH 7.419+=0.106
DO (mg/L) 422 +0.09
COD, (mg/L) 197 61 £ 22 .58
COD, (mg/L) 40.28 =897
BOD; (mg/L) 395x15

TOC (mg/L) 37450595
TC (mg/L) 56.89 =024
IC (mg/L) 53.135x0.365
BOD; /COD 1.999 = 0.664
COD/BODs 0.500=x150
CcOoD/ TOC 52.77x£37.95
BOD/TOC 10547 2521
Conductivity 14085 £55.5
Salimity 0.65 = 0.05

*: results concern all collected samples used in this study
III. RESULTS AND DISCUSSION

Oxygen Uptake Rate

The oxygen uptake rate OQOUR,was
determined by measurements ofdissolved oxygen
concentration variation inthe reactor, when the
aeration is stopped, according Equation 04:

(04)

Determination of Kra and OUR end

Equation 05 describes the wariation of
dissolved oxygen concentration at the endogenous
state under continuous aeration, whereas Equation
O6describes this variation under no aeration with

endogenous respiration only. Consequently, the
slope of the linear portion of the descending curve
is equal to OURend.

ds, i

2t = K1a* (55— Sena) — OURyg =0 (05)
ds,
3r =~ ~OURena= —a (06)

With @, the downward line slope of dissolved
oxygen versus to time;

Therefore, OUR s in Equation 05 can be replaced
with its value "a" and knowing that So is constant
(dSeo/dt =0) therefore Kra can be calculated with
Equation 07. Table 04 shows the
calculatedK;avalues during the inhibition tests.

a
(S;J = Send)

Kya=

(07)

oor G0 2’ G0 R0 S0 006 12006 Len0t et

(e

Fig. 04:an example of DOconcentration variation
curve versus time during the phase of
stop/resumeaeration under endogenous
conditions.

Respirogrammes obtained after various injections

Figure (05 represents a respirogramme
describing the endogenous respiration with external
aeration at the beginning of the experiment (at 4),
then an endogenous respiration without external
aeration showing the descending curve (4-B). this
part of the curve will be used to calculate the
volumetric oxygen transfer coefficient Kra. After
resuming aeration (B) the curve returned to the
endogenous respiration state with external aeration
(C), the level of oxygen in the solution is similar to
the initial state (C-D). After injecting the binary
substrate, carbonaceous and nitrogen sources, (D),
with maintaining external aeration, the DO
concentration diminishes, due to its consumption by
the bacteria. In fact the first portion of this part
represents the carbonaceous consumption (D-E)
and the second part represents the nitrogen
consumption (E-F-G). To differentiate between the
two oxidation processes. the value of the pH can be
used as an indicator. In fact, from point (E) to (F)
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the pH is lower than from (D-E) indicating that
there is an acidity production due to nitrification
Moreover, the consumption kinetics of Oxygen
during nitrification is lower than the carbonaceous
one.

Injection of syntnetic -
tinary suoswrate . pH-m)

© 00 10000 16000 20000 2600 30000

[ Time (eec |

Fig. 05:example of a respirogramme of DO and
pHversus time after the injection of
synthetic effluent.

Consecutive injection of the binary substrate
without and with antibiotics

Figure 06 represents a consecutive injection
of a binary substrate, showing the first injection, the
return to the endogenous respiration then the
second injection. The form of DO variation for both
injections is similar. Figure 7 and Figure 8 show
respectively a superposition of DO wvariation and
OUR variation curves of both injections, indicating
that the oxygen consumption of the second
injection is different with a /5% variation in the
consumption.

Figure 9 represents a respirogramme of
consecutive injections of the binary substrate. The
first injection consisted of the substrate free of any
antibiotics whereas the second one with the
antibiotics. Similarly Figure 10 and Figure 11
shows respectively a superposition of DO variation
and OUR variation curves of both injections,
indicating that the oxygen consumption in the
presence of the antibiotic is low representing 20%
of the consumption without antibiotics therefore a
reduction of 80% resulted.

® DO = fit)
first injection second injection
50 of substrate of substrate
\ P,

85 \ /

80
—] 75
g— 70

&5

T T T T T
10000 © 10000 20000 30000 40000 S0000 €00CO 70000

Fig. 06:example of a respirogramme obtained after
successive injection of same substrate
without inhibitor.

second injection of substrate
first injection of
first injection injec
- - = sty
a3 \ 7
o . | /
E a
=1 EU
s i
7 \ )
77
78—t . . . . . |
o 5000 10000 15000 20000 25000 30000

Fig. 07:example of a respirogramme of DO
concentration versus time for two
successive injections of same

substratewithout inhibitor.

firstinjection of substate
‘secona Injection of substrate:

Fig. 08:example of a respirogramme of OURexo
versus time obtained after integration of
DO curve for successive injection of same
substrate.

Fig. 09:example of a respirogramme of successive
injection of binary substrate followed by
injection of binary substrate containing
certain concentration in Amoxicillin.

. [ . |
781 =

ﬂgj '/"’""/
SEssisizieispsciamn
et T

Fig. 10:example of a respirogramme obtained after
successive injection of substrate and that of
substrate containing the inhibitor.
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rst Injection of suDSTIte:
‘second Infection of Inhibiotor

r—

Fig. I11: The OUR,versus time for the successive

injection

Amoxicillinfollowed by

of substrate

containing the antibiotic.

the

free of
substrate

Tab. 04:Calculated OUR, from Figure 8 and

Figurell.
OURex Area
OURex S1 12,69019
OURex S2 15,04099
OURex S1 15,8961
OURex S+I 2,66437

Inhibition variation with the various anftibiotics
concentrations
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Fig. 12respirogramme of the wvarious injections
testing of substrates only.
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Fig. I4:respirogramme of the injections of various
substrates containing the different
concentrations of Amoxicillin.

Fig. 15:0UR

In order to assess the variation of the biomass
activity inhibition due to the presence of antibiotics,
different concentrations 3, 6, 11, 15 and 25 mg/l
were tested. The results of DO and OUR variations
for the dual substrate alone are represented
respectively in Figure 12 and Figure 13. The
variations in the results are due to the fact that the
biomass has not been acclimated and the collect
date of activated sludge from the WWTP is different
as well. Moreover, Figures 14 and Figure 15
represent respectively the results of DO and OUR
variations of the dual substrate with the presence of
the antibiotics. To evaluate the level of inhibition,
the OUR for substrate alone is calculated from
Figure 13 and compared to the OQUR of the
substrate mixed with the antibiotics, calculated
from Figure 15. The overall results are
recapitulated in Table 5, with the calculation of the
EC index, and the OUR results are represented in
Figure 16.

3mglL
B8mplL
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- 28 mal
Sorsal
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Fig. 13:The variations of OUR versus time of various
injections tests of substrates only.
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consumption versus time of the
injections of wvarious substrates tests
containing the different concentrations of
Amoxicillin.
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Tab. 05:table shows the results obtained in the experiments of inhibition.

COD.g SeXo So/Xo [Inhib] % Ve Vi OUR g ™™ Kia OUR oo OUR o
svnthetic Reality*  (mg/L) inhibition mI. ml. (S et S+I) ) gr== S+ Treex
300 0,04 0,039 3 1.7 120 280 0,00107 0,00137 11,1192 10,9309
300 0,04 0,041 5.5 8.61 110 290 0,00107 0,00115 11,5845 10,5874
300 0,04 0,039 11.5 14.71 115 285 0,00091 0,00133 11,4340 9.7519
300 0,04 0,039 16 20.86 115 285 0,00104 0,00160 17,2752 13,6712
300 0,04 0,039 26 37.6 105 295 0,00071 0,00120 10,0645 6.,2767
= real value of 5p/X; in reactor
== value of OURendobtained in curves of the successive injection of substrate only (S) and substrate with inhibitor (S+I1).
***: value of OURexocalculated for curves after the injection of substrate only (S).
==*=: valie of OURexo calculated for curves of the injection of substrate with inhibitor (S+1).
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Fig. 16:variation of OUR consumption versus time
of the different samples of binary substrate
without and with different concentrations
of Amoxicillin.

Figure 16 shows clearly the effect of
inhibition on oxygen consumption where an overall
reduction of oxygen consumption can be noticed on
the curves, indicating a reduction of biomass
activity. This can be seen on the curves
corresponding to 25, 15 and 11 mg/ of Amoxicillin,
where biomass activity has been inhibited almost
completely resulting in a lowering of the maximum
QOUR (plateau), contrarily the residence time
necessary to consume the total binary substrate is
increased. Furthermore the presence of the inhibitor
did not alter the form of the OUR curves, indicating
probably that the processes in presence did not
change in nature but have changed in their celerity.

Data from Table 5 concerning inhibition
Percentage and inhibition concentration were
plotted in Figure 17 in orders to interpolate the
EC20 value. The obtained curve has a good linear
form in the studied interval.

Fig. 17:curve of percentage of inhibition according
to concentration in inhibitor for the
evaluation of EC20.

The study shows the inhibiting effect of
Amoxicillin on a synthetic binary substrate
effluentbiodegradation. At a concentration of 3 mg/l
of Amoxicillin, inhibition starts to appear (I.7%)
and increased thereafter to attain 37.6% for an
Amoxicillin concentration of 26 mg/I. It should be
underline that the antibiotics concentrations in
wastewater effluents wvary considerably, from

20ug/l in a hospital effluent to a level of 3/mg/T in
an industrial one!®®. Furthermore Table 5 shows a
decrease of OUR for the different Amoxicillin
concentrations which is equal to the respective
values of inhibition percent.

IV. CONCLUSION

The discharge of antibiotics and their residues
can disturb the watery ecosystems/®%l  and
bacterial activity in nature or in wastewater
treatment plant. The majority of the WWTP are not
designed to face the antibiotics which can be toxic
to the biomass in aeration basin.The presence of
Amoxicillin has been found to start to inhibit
bacterial activity from a concentration less than 3
mg/l and attain 37.6% for a concentration of 26
mg/l. Moreover, inhibition is expressed through a
reduction in the celerity of the kinetics of the
processes present but not by changing their nature.
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The EC20 of the studied Amoxicillin was found to
correspond to a concentration of 14.53 mg/l.

This study has led us to apply the EC
determination procedure, which is quite easy to
implement in a laboratory if respirometric
equipment are available. Moreover, it would be
interesting to assess the influence of Amoxicillin at
low concentration and to verify the removal process
is of a biological nature alone.

Nomenclature:

EC: (%) effective concentration index.

So/Xo: (mgcop/mgvss) imtial substrate-to-biomass ratio
OUR: (mg/l/lr) Oxygen Uptake Rate

OUR ena: (mgA/l) Endogenous Oxygen Uptake Rate

OUR oxo: (mg/1/l1) Exogenous Oxygen Uptake Rate.

OUR contror: (mg//h) the maximum specific respiratory rate detected
before the addition of toxicant.

OUR innisiced: (mg/l/h) the maximum specific respiratory rate detected after
the addition of toxicant

Kia: (k') Oxygen Transfer Coefficient

So: (mg/T) dissolved oxygen concentration.

So*: (mg/T) dissolved oxygen concentration in saturation.
COD: (;mg/T) chemical oxygen demand.

CODs: (mg/T) soluble chemical oxygen demand

CODr: (mg/) total chemical oxygen demand.

COD o (mg/T) chemical oxygen demand of synthetic effluent.
TSS: (mg) total suspended solid.

V8S- (mg/) volatile suspended solid

BOD;: (mg/T) biological oxygen demand after 5 days
Fig: (ml) elutriated volume of sludge after 30 minutes.
SVI: (mI7) Sludge volume index

TOC: (mg/) total organic cartbon

TC: (mg/) total carbon

IC: (mg/T) morganic carbon

Vegr: (inl) volume of effluent imjected in reactor

Fi: (inl) sludge volume in reactor

a: downward line slope.

WWTP: wastewater treatment plant.

C, N, P carbon, nitrogen and phosphor

PLP: proteins of penicillin

DO: dissolved oxygen.
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RESUME

Le traitement des eaux est effectué dans des stations d'épuration conventionnelles, qui incluent une
étape biologique a boues activées. Dans ce bioréacteur, les polluants sont oxydés ou biosorbés, avec une
concentration spécifique de biomasse (MES et MVS), ainsi qu'une concentration suffisante en oxygene dissous.
La présence de substances biologiquement résistantes dans les effluents, telles que les antibiotiques, est
considérée comme des inhibiteurs potentiellement préjudiciables pour les systémes de traitement biologique, car
ils diminuent I'activité microbienne. Cependant, les bactéries peuvent développer une résistance aux
antibiotiques et surmonter facilement la présence de ces composeés.

Dans cette étude, nous avons utilisé un respiromeétre aéré en modes LSS et LFS, pour évaluer I'effet de
la présence d'antibiotiques, AMX, dans les effluents contenaient la source de carbone et d'azote, ainsi que d'autres
nutriments, en utilisant le rapport So/Xo approprié. Cette évaluation a été réalisée en observant la réponse de la
biomasse de différentes boues activées conventionnelles, préparées par la technique de lavage. Puis, des essais
ont été réalisés avec un bioréacteur a membrane immergée ainsi que des essais d'adaptation pour évaluer
I'efficacité de ces deux méthodes pour éliminer 'AMX.

Les résultats expérimentaux ont montré I'efficacité de la technique respirométrique pour évaluer l'effet
d'’AMX sur les bactéries épuratrices. De maniére inattendue, malgré leur toxicité pour les bactéries, 'AMX a
présenté un effet non prévu, et le taux d'inhibition s'est avéré indépendant des concentrations appliquées. En ce
qui concerne les tests d'élimination et de biodégradation, I'AMX a été soit biodégradé soit biosorbé sur les flocs
bactériens. Cependant, l'utilisation des bioréacteurs a membrane (MBRI) a démontré une efficacité trés
significative allant jusqu'a une élimination totale.

Mots clés : Traitement Biologique, Respirométrie, Bioréacteur a Membrane, Rejet Pharmaceutique,
Amoxicilline.
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