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Introduction générale

INTRODUCTION GENERALE

Les boues d’épuration constituent un déchet issudiféérentes étapes de I'épuration des
eaux. Les boues primaires sont produites des lemipres étapes par décantation des
particules contenues dans l'effluent. Les bouesors#aires sont issues du traitement
biologique et éventuellement du traitement teridplutdét physico-chimique) lors des étapes
d’élimination de 'azote et du phosphore. Mais bbesies sont également un produit structuré,
riche en microorganismes, en composeés biologiquesiméraux, particulaires, colloidaux,

dissous, siege de réactions enzymatiques ou bidqpé®s, d’interactions entre éléments et
entre phases, qui en font un matériau complexet bétude et la maitrise nécessitent la

synthése d’approches différentes.

En France fin 2002, la production annuelle de badiépuration municipales représentait
950000 tonnes de matieres seches (t MS), soit@n@imillions de tonnes brutes (tous types
de boues confondus). Les projections d'évolutiodadgroduction de boues d’épuration sont
directement fonction des progrés du systeme disissaément des eaux usees (collecte et
traitement). Concrétement, pour un taux de dépofiufpart de la pollution traitée sur la
pollution émise) évoluant de 49 % (2000) a 65 %ddf fixé par les pouvoirs publics), la
production de boues d’épuration atteindrait, 1 @00 tonnes soit une augmentation de 30 %.

La gestion des volumes de boues produites deviemnértable enjeu pour les traiteurs d’eau
qui doivent de maniére concomitante réduire lesiwals et les masses produites, maitriser
leur siccité, leur salubrité (hygiénisation), etimb@nir une qualité en accord avec leur mode
d’évacuation (principalement la valorisation agicaen France). Les principales voies
d’élimination des boues de station dépuration sofdg mise en centre de stockage,
lincinération et I'épandage agricole. La mise eantce de stockage des déchets ultimes
autrefois pratiquée est aujourd’hui réservée awheks non recyclables (décret n° 2002-540
du 18 avril 2002). Il est cependant possible d’nistees dérogations de mise en stockage
pour les boues non conformes aux seuils autopeés les filieres de valorisation ou pour
des boues dont la valorisation est localement isiptessdans des conditions économiquement
acceptables. L'incinération, soit spécifique (ilsex une quinzaine d'installations spécifiques
d'incinération des boues), soit avec des déchetagegs, représente 15 a 20 % du tonnage en

France (Miquel, 2003). Cette voie d’élimination gsutdt privilégiée dans les grandes
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agglomérations urbaines, car elle permet une \&toin thermique et un gain de place par
rapport notamment a I'épandage. Cependant, l'imatign représente un colt important
(investissement et fonctionnement), car elle gél@peoduction de fumées et résidus a traiter
et a revaloriser. La valorisation agricole par @ame des boues stabilisées est une des voies
les plus usitées en France (50 a 60 % du tonnagedison de la disponibilité de surfaces
agricoles, d’'une volonté politique, de la mise dace d’'une planification préalable et de
colts plus réduits. Toutefois, I'épandage souffren€l mauvaise image et de I'absence
jusqu'a récemment de fonds de garanties pour lesultgurs en cas de pollutions par les
boues. L'utilisation de boues d’épuration en adtice est trés réeglementée (décret du 8
décembre 1997 et arrété du 8 janvier 1998), régitation qui impose des traitements, fixe
des limites quant a la concentration maximale deaices polluants (métaux lourds par
exemple) et interdit ou limite 'épandage sur deda cultures (Gomez Palaciesal, 2002).
Cependant, méme si cette filiere est la plus «ldera (moins d’émissions et moins d’énergie
consommeée, réintroduction de la matiere organidguéeenutriments dans les cycles de la
matiére) (Suh et Roussaux, 2002), elle est de @luplus controversée, compte tenu de
laugmentation des tonnages, de l'opinion publiqdes difficultés de stockage et de
manutention, du probleme d’'odeurs et des risquesag@s et environnementaux (présence
potentielle d’agents pathogenes et de composégues). De plus, la valorisation agricole
nécessite des surfaces disponibles et des stockagestants. Ce sont donc principalement
les boues des petites et moyennes stations quivatorisées de la sorte. La tracabilité et la

maitrise de la qualité sont donc essentielles.

Dans ce contexte, I'étape de stabilisation des bast une étape cruciale permettant de
réduire le volume et la masse des boues prodlitempe de stabilisation peut étre conduite
par voie chimique ou biologique, cette derniereevétiant de loin la plus utilisée en France.
La stabilisation biologique réduit la teneur desidg®en matieres fermentescibles. Elle se fait
soit par voie aérobie (en présence d'oxygene) Eanisassins d'aération ou dans des bassins
de stabilisation aérobie, soit par voie anaérobiissénce d'oxygene) dans des digesteurs avec
production d'un biogaz riche en méthane. Dans Empmr cas, on obtient des boues
«aérobies» ou « stabilisées aérobies », dans tmderas des boues « digérées », encore
appelées « anaérobies » ou « stabilisées anaésoliasdigestion anaérobie se pratique dans
environ 200 stations d'épuration en France. llitstBigstallations de taille souvent supérieure
a 50 000 EH et totalisant 21 millions d'EH. Le @dé de digestion aérobie est lui plutot

destiné & de petites installations (taille < & @0 67/j) pour lesquelles ce procédé constitue le
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meilleur compromis en terme de stabilisation, astes colts d’investissement moindres et
des conditions de fonctionnement plus simples.mpierature ambiante, la digestion aérobie
permet d’atteindre des taux de réduction des MEBoddre de 42-53 % et de réduction des
MVS de l'ordre de 53-64 % pour un temps de séfeut7 jours.

Les macromolécules organiques ne peuvent pas &simikes telles quelles au cours de
I'étape de stabilisation aérobie, elles doiventodra faire I'objet d’'une hydrolyse. L’étape
d’hydrolyse constitue en réalité le facteur limitaie I'efficacité du procédé. C’est pourquoi
depuis plusieurs années des procédés dits de élfisitibn visant a faciliter cette étape ont été
développés avec succes. Ces traitements, égala@siés en couplage avec les boues
activées, ont pour objectif d’accélérer cette étapar conduire in finé a une accélération de
'étape d’hydrolyse et donc a une amélioration gesformances de la digestion aérobie
(Salsabil et al., 2010). Différents procédés dits de désintégrapenivent étre utilisés :
ultrasons, ozonation, température. L'utilisatiors deasses températures (<100 °C) en amont
d’'une étape de stabilisation biologique appardistituer une alternative intéressante compte
tenu de la facilité de mise en ceuvre et de besmesgétiques réduits (Hégt al., 2010 ;
Salsabil et al., 2010). C'est pourquoi dans ce travail de thésesnoous sommes
particulierement intéressés a la mise en ceuvre tailement thermique basse température
(90 °C, 2h) en amont d'une étape de stabilisatiérolde mésophile et sur la boucle de

recirculation d’un procédé a boues activees.

Il est possible de trouver dans la littérature ométitude de résultats confirmant l'intérét de
l'introduction d’un traitement de désintégration $aréduction de la production de boue au
niveau de la file eau ou de la file boue. Cependbataussi été démontré que ces traitements
ont des conséquences sur la structure physiquejique et microbiologique de la boue
(Laurent, 2009 ; Yanet al., 2008) pouvant a terme modifier le comportement des
micropolluants dans la boue. Or la pérennisatiercels procédés passe par une meilleure
compréhension de leur mode d’action et de leursémrences notamment en regard du
devenir et du mode d’action de micropolluants pogv@tre plus ou moins toxiques dans
certaines conditions. Dans ce travail de thése nous sommes particulierement attachés a
répondre a la question suivante : I'introductionrdprocédé de réduction de la production de
boue induit-il une sensibilité plus importante desies a un élément toxique lors de I'étape de
stabilisation aérobie ? L’élément toxique choidi kescadmium du fait de son occurrence
potentielle dans les boues et de sa forte toxi€lt¥allelement, et du fait des progres des

méthodes moléculaires d’écologie microbienne, Viglg intéressant d’éclaircir la boite noire
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biologique que constituaient les approches précau@rmmenées au laboratoire. La réponse a
cette question a ainsi consuit a la mise en cewerraathodes visant a mieux connaitre la flore
des boues et son fonctionnement par I'étude deslgigns, de I'activité respiratoire et des

activtés enzymatiques notamment.

Traditionnellement les communautés microbiennesfldess de boues ont été étudiées soit
par des techniques d’observations microscopiquagdi2t al.,2001), soit par des techniques
culturales sur boites. Ces dernieres permetterittelir des modeles pour les principaux
mécanismes impliqués dans les activités microbenmas ne permettent d’'identifier que 1 a
10 % de la microflore des boues activees (Amatral., 1995). Le développement de

techniques moléculaires a permis de s’affranchircdie problématique, d’identifier les

communautés et d’enrichir les connaissances sulyf@mique des populations. Dans un
premier temps, I'étude bibliographique nous a perei faire un point sur les interactions des
boues et des métaux et sur les procédés de rédwita production de boue. Le travail de

recherche s’est ensuite concentré sur 3 axes legiosf :

1) Trois types de procéedeés de désintégration (gadtrasons, basses température) ont été mis
en ceuvre en amont de I'étape de stabilisation a&rdes performances obtenues ont été

comparées et les modifications des population®haones analysées.

2) Pour la suite de I'étude, seul le traitementrrtigue basse température a été retenu
notamment pour des raisons de facilité de misewrreel’'impact de la mise en ceuvre d’'un
tel traitement sur la sensibilité des boues au aauima été étudié lors de l'étape de
stabilisation aérobie. En particulier, les actisitéespiratoires et les principales activités

enzymatiques impliqguées dans le métabolisme orédtéathées.

3) Dans la derniére partie, nous nous sommes phgtiement attachés a comparer les effets
de lintroduction d'un traitement thermique bassampérature soit sur la boucle de
recirculation de la file eau, soit en amont deal¥ de digestion aérobie. La technique de
PCR-DGGE a été utilisée dans ce travail pour siewearticulier 'impact de I'introduction

d’un tel traitement sur la diversité des populatianicrobiennes.
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Chapitre 1

1. LA PRODUCTION DE BOUE DANS LES OUVRAGES DE
TRAITEMENT DES EAUX USEES ET LA PROBLEMATIQUE
DES METAUX

1.1. La production de boue dans les ouvrages diipardes eaux usées

1.1.1. Origine et quantité des boues produites

Le traitement biologique de la pollution constitaeprincipale filiere de traitement des eaux
résiduaires urbaines. Il consiste a mettre en cofdamatiere organique contenue dans les
eaux usées avec un écosysteme actif (« bouesexty@n présence d’oxygene. L’'oxydation
de la matiére organique conduit & la formation dmiss produits et de nouveaux
microorganismes qui, mélangés a la matiére paaii@l minérale et organique non

biodégradable, constituent les « boues d’épuration

La production de boue dans les ouvrages d'épuratidassiques » se situe a deux niveaux
(Figure 1-1) : 1) la production de boues primaaasiveau des décanteurs primaires et 2) la
production de boues secondaires au niveau desnbad%iération dans lesquels s'opére

I'épuration biologique des polluants.

EAU PRETRAITEMENTS
ENTREE

TRAITEMENT BIOLOGIQUE DE EAU
I"'EAU SORTIE
Abattement MES 50-60 %
Abattement DBOs 30-40 %

1 BOUES SECONDAIRES

BOUES PRIMAIRES :
97 299 % d’eau

Trés fermentescibles

Traitement des
boues

Figure 1-1. La production de boues dans les ouvrages classiques de traitement des eaux usées

Les boues primaires :La production de boues primaires est liée a uparaéon physique
(décantation) des matieres en suspension de Eefflantrant. Les boues primaires produites
lors de cette étape sont tres peu stabilisée€séptent une forte teneur en matiére organique.

La présence de décanteurs primaires n'est pasnsystgie . cette étape est peu ou pas
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présente sur les petites installations. C’est pmirges boues n’ont pas été étudiées dans le

cadre de cette étude.
Les boues secondaires :

Les boues secondaires sont issues de I'épuratiologiue, principalement par boues
activées, des eaux usées urbaines. L'épurationditple est réalisée par la mise en contact
de microorganismes hétérotrophes et autotropheseefeffluent a traiter aboutissant a
I'élimination du carbone, la nitrification de I'amoréduit et, dans certain cas, du phosphore.
L’épuration biologique des effluents repose sucdasommation de la matiére organique 1)
pour assurer la croissance cellulaire (anabolisete)2) pour assurer les besoins de
fonctionnement des cellules a travers I'oxydatienla matiere (C&> H,O) (catabolisme)
(Figure 1-2).

Catabolisme H.0
CO,
MO (1-Ys) 30% 0. Maintenance
biodégradable
soluble et
particulaire

BIOMASSE d

MO et MM réfractaire MO et MM réfractaire

particulaire . particulaire
Lyse cellulaire
MO et MM réfractaire MO et MM réfractaire
soluble soluble

Figure 1-2. Schéma synthétique de la production de boues secondaires

Les conditions du milieu et le mode de conduite mhocess vont permettre a ces
microorganismes de s'agglomérer sous forme de flapsbles d’étre séparés lors de I'étape
aval de décantation. A l'issue de I'étape de dlaatfon (séparation des boues et de I'eau
traitée), une partie des boues va étre recircubée ke bassin d’aération et une autre partie
sera purgée afin de maintenir un taux de croissxéest un renouvellement continuel de la
biomasse. Les boues ainsi purgées sont ensuitenasdes vers des filieres de déshydratation
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et de traitement des boues. Les boues secondarest sdlonc considérées, légalement,
comme un déchet de I'épuration des eaux. Si allesincipalement constituées de matiéres
organiques (60 % de matiére organique inerte (Etaall.,2005) et 70 % de biomasse (Lehne
et al., 2001)) et présentent ainsi un intérét agronomiglies sont susceptibles de renfermer
certains micropolluants organiques persistantsifiggk d’émergents » (polychlorophenyle -

PCB — phtalates, résidus de médicaments...), oallimées (métaux lourds notamment).

En France, la production de boue annuelle estoddré de 20 kg/habitant de matiére séche,
soit 100 kg de boues pateuses a 20 % de siccigu@i2003). En Europe, la production de
boues est estimée a 60-90 g MS/équivalent hahdant/ce qui représente a peu pres 10
millions de tonnes de boues seches par an pouiotiuauropéenne (Appelst al, 2008).
L’accroissement de la population francaise, I'apréliion des rendements et le nombre de
raccordement aux réseaux d’'assainissement soptitespales raisons de I'augmentation du
volume des boues en provenance des stations dtépucallectives. En 2003, toutes sources
confondues, la production totale de boues urbadtais de 850000 tonnes de matiere séche
(Miquel, 2003). En 2010, la production de boue appait les 3,5 millions de tonnes de MS
pour un colt dinvestissement pour le recyclage 'dedre de 250 millions d’euro.
Conséquences de I'augmentation du volume des lpodsites, le volume des boues traitées
a augmenté de 28,3 % en lien avec 'applicationl@gislations et des efforts importants faits
sur les capacités et performances des équipemerttaittment des boues d’assainissement

des eaux usées.

1.1.2. La structure des boues secondaires

Les flocs : une structure tri-dimensionnelle
Soumises aux contraintes hydrodynamiques du protésiéoues s’organisent sous forme de
flocs qui résultent de I'agrégation de différentestituants présents dans la liqueur mixte (=
mélange boues activées et eaux usées) : des ngarosmes (bactéries essentiellement,
protozoaires, virus), des particules inorganiquebcétes, oxydes ferriques, phosphate de
calcium...), des cations multivalents (¢avig®") et des PEC (polyméres extra cellulaires) qui
assurent la cohésion de I'ensemble (Urbairal., 1993). Au sein des flocs des boues activées
les PEC jouent un réle structurel et protectew.férment une matrice dans laquelle sont
organisées les cellules bactériennes (Jortnal., 1995). Cette matrice structurée de pores et

de chaines, possede une grande surface de coafzable d’adsorber des polluants, des
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nutriments et des minéraux (Lat al, 2001) liés a I'existence a l'intérieur de la ned de
zones hydrophiles et de zones hydrophobes, conf@iesi a la structure de multiples
propriétés d’adsorption (Flemming et Wingender,1)00

Difféerents modéles permettent de représenter lgtstre tri-dimensionnelle des flocs.

=2>Un modele est proposé par Joraed al (1995). Ce modeéle propose que les flocs
s’organisent selon une structure tri-dimensionnellpde petites particules (bactéries) de 2,5
um sont reliées entre elles grace a des exopolynpeesformer des microflocs d’environ
13,2 um) ces particules forment a leur tour des partgw&nviron 125um (macroflocs
poreux) avec des bactéries isolées et des polymeres

=2>Le modele « DCB » (Divalent cation Bridging) impligl I'existence de ponts
polymériques. Les PEC contiennent des groupeméaigés négativement (au pH proche de
la neutralité) qui sont liés ensemble par des gatitivalents ou trivalents (Erikseh al 1992 ;
Bruuset al 1992 ; Nielsen et Keiding, 1998) afin de formerlarge réseau dans lequel les
différents constituants des flocs tels que les vt ou les colonies de bactéries sont
intégrées. Ce pontage favorise I'agrégation ettddilssation de la matrice formée par les
microorganismes et les biopolyméres (figure 1-3).

Negatively charged Divalent cation
e Functional group

< Bacteria ~~_/ " Biopolymer

Figure 1-3. Pontage par les cations divalents (source : Sobeck et Higgins, 2002)
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Le r6le des polymeéres extra-cellulaires
Les polyméres extracellulaires PEC sont issus dsét@étion des bactéries et de la lyse
cellulaire. lls se composent de polysaccharideprdetines et de substances « humique like »
(Jorandet al, 1995; Comteet al, 2007), d'acides nucléiques, d'acides uroniquiss,
substances humiques (Frglunét al, 1995), et de lipides notamment. Les sucres ou
polysaccharides et les protéines sont les deux csamps étant le plus souvent majoritaires,
les substances type humiques, les acides uronidass{phospho) lipides, les acides

nucléiques sont présents en plus petites quagEtétund et al, 1996).

La proportion de chacune des espéces biochimiquesné dans la composition des PEC est
fortement dépendante de la nature de l'effluentaghtdans la station (Sponza, 2002). Les
flocs de boues activées (bactéries + polyméred) glohalement chargés négativement. Les
cations multivalents (i.e., €a Mg®") présents dans la structure du floc permettentréer

des liaisons polymeres-cations et donc I'agglonm@matu floc (Buraet al,, 1998).

Les polymeres extracellulaires de flocs de boudiséms constituent la « fraction réactive »
notamment au regard de la rétention des élémeatestrmétalliques (Comte, 2005). La
fonctionnalité chimique des flocs de boues activaesmontré que la connaissance des
constantes d’'acidité portées par les PEC de bottesgas permet de prévoir en partie leur
réactivité. Au pH proche de la neutralité, les Pp@tent des charges négatives dues a
ionisation de certains groupes fonctionnels aigaes tels que les groupements
carboxyliques et phosphoriques.

Les valeurs de pKa apportent des précisions caudanicapacité des PEC a se lier a d’autres
composés en fonction du pH du milieu. Guibaetdal, 2003 se sont particulierement
intéressés a la fonctionnalité des PEC extraitsales activées et montrent que les fonctions
carboxyliques et hydroxyles sont majoritaires. bresaux de Laurent (2009) ont permis de
caractériser plus précisément les pKa portés pafréetions totales et solubles de flocs de
boues activées. Dans la fraction particulaire dmseb activées, on retrouve des pKa tres
divers associés aux fonctions suivantes: aminedxyte (pKa 9,2-10) (40 %),
amine/hydroxyle (pKa 8,4-8,8) (10 %), phosphorigupKa 6,1-7,2) (20 %),
phosphorique/carboxylique (pKa 2,7-3,2) (30 %). ®da phase soluble, on retrouve
seulement deux types de fonctions : phosphorigia 8-7,1) (15%) et amine/hydroxyle
(pKa 8,0-9,8) (75%). Les groupements phosphorigsmst liés aux phospholipides des
membranes bactériennes, et aux composés de I'Ad@ [BADP. Les groupements carboxyles
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sont présents dans les protéines, les substandgpal@umique et les acides uroniques. Les
groupements de type amine sont principalement pi®s#ans les protéines tandis que les
hydroxyles proviennent essentiellement des polysaaes et des substances humiques.

1.2. Les métaux lourds dans les boues

La fonction métal caractérise les éléments minérquix a I'état d'ions, manifestent une
grande affinité pour les groupes hydroxyles dail@zec lesquels ils vont se lier. L'expression
« métaux lourds » est frequemment employée pougrigsles micropolluants minéraux. Elle
englobe cependant a la fois des métaux et deslaid&s ainsi que des éléments de masse
volumique supérieure a 6 g/mL (ADEME, 1995). Onigpaléléments traces lorsque la teneur

d'un élément dans la crodte terrestre est infé&iawn pour mille.

Les métaux lourds dans les boues sont présents feome particulaire et soluble ou
accumulés dans les cellules. Les différents métseixretrouvent & des concentrations
comparables dans les boues primaires et activéste €oncentration dépend de différents
facteurs : 1) la composition de I'effluent, 2) igé de traitement mis en ceuvre en lien avec
une capacité plus ou moins importante des bouesea les especes métalliques, 3) la
spéciation de I'espéce et sa capacité a se li¢gérpréiellement a la phase soluble ou a la
phase particulaire de la boue.

Dans ce chapitre, un effort particulier sera féih de mettre en lumiére les points suivants:
guelles sont les sources, les concentrations eauxdburds, quelle est la réglementation
applicable, comment mesure-t-on la spéciation dégaux dans les boues, leur toxicité et
quels sont les mécanismes qui régissent cetteatjpéci

1.2.1. Sources et concentrations des métaux lodashs les boues d’épuration

&Source Les eaux usées traitées par la station d’épurationle vecteur de micropolluants
organiques et minéraux et, parmi eux les métaudfol a teneur en métaux lourds dans les
effluents entrant dans la station peut étre liéifarentes origines (ADEME, 1995 ; Gagnon
et Saulnier, 2003 ; Karvelat al, 2003 ; S6rme et Lagerkvist, 2002 ; Sorenel, 2003) :1)

les activités domestiques, 2) les activités isslessproduits médicaux et de nettoyage, ainsi
gue des piles usagées, 3) l'activité urbaine, dsecorrosion des conduites d'eau, le
ruissellement des eaux de pluie sur les toits ®tcleaussées, 4) l'activité commerciale ou

artisanale (garages, cabinets dentaires, labogato); et enfin 5) I'activité industrielle. Les
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micropolluants meétalliques les plus présents dasseaux usées sont le fer, le zinc, le

manganese, le cuivre et le nickel. Suivent le clexdeplomb et le cadmium (Laurent, 2009).

Nous nous intéresserons particulierement a uneespé I'on retrouve majoritairement dans
la file boue a I'issue du traitement biologique :cadmiumLe cadmium est essentiellement
d’'origine industrielle, il peut provenir égalemedtctivités domestiques (composant de
produits cosmétiques tels que shampooings, temtwapillaires). C’est également un
composant pharmaceutique phytosanitaire (pestiddesrdin). L'apport de cadmium dans
les eaux usées provient aussi des eaux de ruissgite(retombées atmosphériques de cet
élément en zone urbaine, résidus de pneus sumrlsssée et corrosion des conduites d’eau).
La teneur en cadmium des boues correspondrait 78u métal entrant. L’Agence
Internationale pour la Recherche contre le Canb®R({) a classé le cadmium dans la
catégorie 2A, c'est-a-dire avec les substancesapleiment carcinogenes pour I'homme
(Rapport IARC, 1987). La reéalisation d’enquétesdépiiologiques sur des ouvriers a
démontré que le cadmium est impliqué dans l'indurctile tumeurs des poumons, de la
prostate et des testicules. Des études réaliséakesuats soulignent son role dans le cancer
de la prostate et ont montré une relation doserkgge entre 'inhalation du cadmium et le
cancer des poumons. Il s’agit dans ces études mxpgsitions particuliéres, sans mesure

avec une exposition alimentaire.

&Teneur en métaux lourds dans les bougsmportance de la teneur en métaux lourds dans
les boues est surtout liée a la taille de I'inatadih (en équivalents habitants), et au type
d'activités. Les deux secteurs déterminants sactivité industrielle (notamment la chimie, la
papeterie...) et I'activité artisanale qui, dassgeindes agglomérations, finissent par masquer
I'influence de l'activité domestique (Miquel, 200B¢ tableau 1-2 présente les concentrations
moyennes en éléments métalliques dans les boulegdiges issues des unités de traitement

des eaux résiduaires.

A lissue du traitement des eaux, les élémentgdrae retrouvent dans leur grande majorité
(70 & 90 %) dans les boues produites (ADEME, 190&rvelaset al, 2003), et pour la partie
restante, dans les eaux épurées. Cependant, dliffistle d'établir des généralités : la
rétention dans les boues dépend du métal considareelaset al. (2003) montrent que le fer
et le manganese sont rejetés via les boues a & %7 % respectivement. Dans cette méme
étude certaines especes comme le Cr, le Pb, NetGh seraient rejetées a 50 % via les
boues. 45 a 70 % du plomb, du zinc, du cadmiunghdome, se trouvent a I'état dissous dans

les eaux usées, et sont par consequent difficilegleninables (Miquel, 2003).
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Tableau 1-1. Part de métal entrant fixée par les boues (Miquel, 2003)

Mercure Plomb Cuivre Chrome Cadmium Zinc Fer

92 % 85 % 85 % 77 % 75 % 74 % 77 %

Les variations de concentration et 'occurrenceadmium dans les boues sont représentées
dans le tableau 1-2 et sont comparées a cellesidec

Tableau 1-2. Concentrations en métaux lourds dans les boues résiduaires de plusieurs stations
d'épuration (ug/g)

Cd Cu Références
4 147 Voutseet al, 1996
2,1 370 Lazzaret al, 2000
55,7 755 Bodzelkt al, 1997
2,8 436 Scancaet al, 2000
1.8 Baralkiewicz et Siepak, 2001
315 Perez Ciet al, 2001
1403 Corntet al, 2001
2 258 Zorpagt al, 2000
934 Bragatcet al, 1998
1,8 287 Madonget al, 1999
167 Planquaret al, 1999
9,2 326 Alonso Alvareet al, 2002
3,2 239 Abdel-Shafet al, 1996
5 200 Chipasa, 2003
10 1200 Karvelast al, 2003

Le contenu en métaux lourds dans les boues avandage peut varier de 0,5 a 2 % et peut

aller jusqu’a 4 % (sur la base de la masse seche)des méetaux comme le Cd, le Cr, le Cu et
le Ni (Babel et Dacera, 2006).
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1.2.2. La qualité des boues : aspect réglementaire

Le dispositif réglementaire francais actuel rélatiépandage des boues est constitué de cing
textes (décret du 8 décembre 1997, arrété du 8ejad®98, circulaire du 16 mars 1999,
circulaire du 18 avril 2005, et in fine la loi digau et les milieux aquatiques (LEMA) du 30
décembre 2006), textes qui assimilent les bouesnegb a des déchets et mettent I'accent sur
la responsabilité de I'exploitant, la qualité desiés et des sols, les analyses des boues et sur
les périmetres d'épandage.

Particulierement, les valeurs limites de conceiatna¢n éléments traces métalliques dans les

boues avant épandage sont fixées dans l'arrégalwier 1998 (tableau 1-3)

Tableau 1-3. Valeurs limites de concentrations et de flux en éléments traces apportés par les boues
selon la réglementation francaise (arrété du 8 janvier 1998)

o Flux maximum cumulé
) Valeurs limites dans les )
Eléments traces apporté par les boues sur 10
boues (mg/kg MS)

ans (g/nf)
Cd 10 0,015
Cr 1000 1,5
Cu 1000 1,5
Hg 10 0,015
Ni 200 0,3
Pb 800 1,5
Zn 3000 4,5
Cr+Cu+Ni+Zn 4000 6

1.2.3. Les phénoménes régissant la répartition dggeces métalliques dans
les boues activées

La spéciation chimique de I'élément trace métadigst un élément important permettant de
comprendre et d’interpréter la présence de cedadspeces plutbt dans la phase « soluble »
(eau traitée) ou dans la phase « particulaire »ggo
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Aux pH de l'eau usée (7-9), les métaux sont présamis différentes formes chimiques ayant
des solubilités différentes ce qui explique queélaartition entre phases liquide et solide au
cours du traitement semble étre spécifique de ahamétal (Karvelast al, 2003).Les
éléments traces évoluent sous trois états physiqles$état particulaire - matiéres solides
décantablessous forme de précipitées métalliques au sein dud® boues activées 2) I'état
colloidal, matieres solides non décantables souforiame de complexes métal soluble-
biopolyméres 3) - I'état dissous, sous forme dealrldire ou accumulé dans les cellules
(Brown et Lester, 1979 ; Chipasa, 2003). Au cowrsrditement de I'eau, cette répartition est
susceptible d’évoluer : Karvelast al (2003) ont observé une légere augmentation des
concentrations en phase soluble apres chaque dtafraitement. La répartition de certaines
especes va étre plutét affectée par la décantptiomire (Zn, Pb et Cr) alors que d’autres
seront plus sensibles a I'étape du procédé biolegay de la décantation secondaire comme
Cu, Cd et Ni (Santarsieet al, 1998).

1.2.3.1. Aspects mécanistiques du devenir des mélauns les boues activées

L’accumulation et le transport des métaux lourdssdas stations d’épuration sont influencés
par 4 mécanismes: 1) la biosorption (somme desraations passives avec la cellule
microbienne et les ions métalliques). Les métauxrds s’adsorbent aux groupements
carboxyles, hydroxyles, phosphate et sulfonatdigieies, protéines, et polysaccharides de la
surface cellulaire, 2) la bioaccumulation (intei@ctactive au cours de laquelle les métaux
lourds pénétrent a l'intérieur des cellules), 3sdaption aux PEC et aux particules des eaux
usées et 4) la solubilité du métal. Globalemestclencentrations et la spéciation des espéces
meétalliques sont donc régis par les interactimes da biomasse et la précipitation (Chipasa,
2003). La rétention passive dans les boues activéesamment ['adsorption et la
complexation avec les polymeres extra cellulaifs(), serait le mécanisme dominant par
rapport a la bioaccumulation (Guibaetdal, 1999 ; Guibauet al, 2005 ; Kimet al,, 2002).

a) Interactions avec la biomasse :

bY

Les métaux interagissent avec la biomasse des fiiecdhoues activées a travers les
mécanismes de biosorption, de bioaccumulation reti@a réactions induites par la réponse a

un stress toxique.
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- La biosorption est définie comme la somme de toutes les interacipassives (non liées au
métabolisme des cellules) avec les PEC et la sudas cellules (Yuncet al 2006 ; Veglio'
et Beolchini, 1997 ; Pagnanekit al, 2009 ; Volesky et Holan, 1995). La biosorption
constitue un phénomene physico-chimique plutét bisdogique qui implique différents

mécanismes simultanés qui sont susceptibles dhigiteentre eux:

=L’échange d’ions les cations métalliques se fixent sur des StEsIpes initialement par
les contres — ions présents dans la matrice des (BEC et M) (Veglio' et Beolchini,
1997) induisant alors un relargage de ces der(yamscuet al. 2006, Laurenet al, 2009a ;
2010).

=La complexation et la microprécipitatiate surface impliquant les trés nombreux sites de
fixation présents sur les PEC (Brown et Lester,219&uibaudet al, 2005) et des surfaces
bactériennes (Borroét al, 2004 ; Johnsoet al, 2007). Liu et Fang (2002) ont démontré que
les sites de fixation impliqués sont des groupemeatboxyles, hydroxyles et phosphoriques.
Les groupements carboxyles seraient notammentdoisi dans la biosorption du cadmium et

du plomb par une boue activée (Pagnamelil 2009).

=L’échange de protons la libération ou relargage de protons seraitdaséquence de la

sorption des cations métalliques sur les groupesntamtctionnels des PEC et des cellules
notamment dans le cas de la rétention du cadmiurp)amb, du cuivre et du zinc (Guibaud

et al 2008 ; Yuncuet al 2006).

- La bioaccumulation désigne l'interaction active entre cellules et imss métalliques qui
peuvent alors pénétrer a I'intérieur de celles=g@s phénomenes restent peu connus mais de
nombreux auteurs suggerent que la rétention deuméiar les microorganismes vivants se
déroule en deux étapes (Veglio' et Beolchini, 1987icanet al, 2002 ; Yunciet al, 2006).
Dans un premier temps, une biosorption rapidedggandante du métabolisme sur les parois
cellulaires et autres surfaces externes (i.e., RBR)parle également d’interaction passive)
puis dans un second temps, une étape plus lentstitoe le transport actif qui dépend du

métabolisme a travers la membrane cellulaire.

- Lesréactions induites par la réponse a un stress toxig : lorsque la concentration ou la
nature de l'espece métallique sont de nature texigaur les boues activées, différents

mécanismes susceptibles de modifier la spéciatoaspece meétallique dans les boues
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activées sont générés induisant a leur tour la fication de la spéciation de I'élément
métallique considéré et notamment leur degré d'atigd (Valls et Lorenzo, 2002). Par
exemple, Sphaerotilus natansmicroorganisme filamenteux fréquemment rencodéés les
boues activées, est capable de réduire le Cr(¥8} toxique et soluble, en Cr(lll), moins
toxique et moins soluble (50 % du Cr(lll) prodwet adsorbé et/ou précipité sous forme de
Cr(OH); (Caravelliet al, 2008). Une source de carbone est nécessairdtea réduction
biologique, efficace pour des concentrations eVIEi¢ariant de 4,5 et 80 mg Cr(VI)/L. Ce

point sera particulierement développé au paragréhBes.)

b) Laprécipitation

La précipitation peut avoir différentes origined) le niveau de solubilité du métal
(spéciation) au pH de la boue, 2) la présence thaffisient d’especes ioniques susceptibles
d’interagir avec les espéces métalliques (prédipitad’origine purement chimique), 3) la
présence dans la boue de microorganismes capablgéretrer des especes actives pour la
précipitation comme les groupements sulfures ouspiates (Vallet al, 2002) et ce en

liaison avec le mécanisme de détoxification.

=Selon leur solubilité, les métaux vont étre présatg maniére plus ou moins importante
dans la fraction soluble de l'eau usée et de laebola précipitation constitue un des
mécanismes essentiels de la rétention des métasclda boues (Brown et Lester, 1982).
Chang et al (2007) montrent I'importance de ce mécanisme décipitation dans
I'élimination du zinc, du nickel et du cadmium dealu usée. Il est difficile de prédire les
guantités de métal précipité en utilisant les valébéoriques de solubilité compte tenu de la
complexité du milieu boues activées (Nelsbral, 1981) et la présence de ligands organiques

qui augmentent la solubilité des métaux (Brownester, 1982 ; Cheng, 1973).

=La présence dans l'effluent de carbonates, sulfate®rthophosphates peut générer la
précipitation chimique de I'espece métallique. SdRattersoret al. (1977), la précipitation
sous forme de carbonates domine en condition neotie le cadmium, le zinc et le nickel.
Pour Pagnanelkt al. (2009) a pH 7,5 la précipitation parait le mécargisnajoritaire pour le
plomb (précipitation des hydroxydes de plomb) algue la biosorption pure (interactions

avec la biomasse) était dominante dans le casdtigen.

=Le mécanisme de précipitation en liaison avec l@xdcation est traité au paragraphe
(1.2.5)).
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1.2.3.2. Les parameétres influant les mécanismes

Les differents mécanismes régissant les flux d’E@iahs les stations d’épuration sont
conditionnés par différents facteurs relatifs avieonnement des sites de fixation et/ou leur
nature chimique (Volesky et Holan, 1995). Ainsiplasorption des métaux sur les boues (en
particulier sur les PEC) peut dépendre (Comte, 2@%cho, 2000) :

e des propriétés physico-chimiques du milieu : pHud@aet al, 2000), force ionique,
température, concentration en oxygene dissousemeésd’autres cations meétalliques et
d'autres ligands (comme la matiere organique diesoWang et al, 2003),
caractéristiques de I'effluent (Guibagidal., 2003),

e du métal considéré : concentration présente (Yuetcal, 2006), ratio taille/charge,
spéciation,

* du biosorbant considéré (ici la boue activée) ppétés de surface, composition des PEC

(Yuncuet al, 2006) et de la membrane bactérienne, concemirati

a) Nature et concentration du métal

En fonction de la nature et de la concentratiocation métallique considére, les mécanismes
et I'efficacité de la rétention du métal par leud® sont susceptibles de varier. La variabilité
des séquences d’'affinité des métaux pour les boudss PEC démontre que la nature et la
structure des boues (boues ou PEC seuls) influeheceétention des métaux lourds (tableau
1-4). La solubilité du métal considéré ainsi quexitence de sites spécifiques de sorption
conditionnement les mécanismes de sorption. Ladtaés de la littérature tendent a montrer
que le cadmium est facilement adsorbé sur les PE@c{ et al 2006; Brown et Lester,
1982). Dans le cas d’autres métaux (manganése bpldenmeécanisme de précipitation sera
prépondérant (Brown et Lester, 1982 ; Pagnaeelil, 2009).Ainsi, selon Pagnanelkt al
(2009), le cadmium est préférentiellement sorbésdas boues tandis que le Pb serait
précipité.

Tableau 1-4. Quelques exemples de séquences d'affinité des ETM vis-a-vis des boues et des PEC

Référence Séquence
Chenget al, 1975 (PEC) Pb > Cu > Cd > Ni
Brown et Lester, 1979 (PEC) Fe > Zn > Cu, Cr > Rig=> Cd > Ni > Mn
Nelsonet al, 1981 (PEC) Zn>Cu > Cd
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Brown et Lester, 1982 (PEC)

Cd>Co>Ni>Mn

Suet al, 1995 (PEC) Zn>Cd > Ni
Guibaudet al, 2005 (PEC) Pb>Ni>Cd
Changet al, 2007 (PEC) Cd > Ni>2Zn
Guibaudet al, 2004 (PEC) Zn <Ni <Cu
Guibaudet al, 2003 (PEC) Cu>Pb>Cd
Hu et al, 2003 Cu>Zn>Cd>Ni

Comteet al, 2006 (PEC)

Cu>Pb>Ni>Cd

Onget al, 2010 (boues activées) Cu>Ni>Cd=Cr
You et al, 2009 (boues activées) Pb=Cd>Ni
Gould et Genetelli, 1984 (Boues anaérobies) Cu>Qdit

b) Composition et structure de la boue

=La composition de la boue :

Depuis les études de Brown et Lester (1979), dngs& les PEC jouent un réle crucial dans
la biosorption des métaux lourds mais peu de daneért disponibles dans la littérature en
raison de la difficulté & normaliser une méthodemcne d’isolement et de quantification
des PECLa réactivité des biopolymeres disponibles (PE©@maisse) et la composition de
I'eau usée sont des parametres influant sur ldviéaaes especes métalliques. Le contenu en
protéines, substances humiques et polysaccharidesP&C influe sur les paramétres de
complexation des especes métalliques (nombre ds, sitabilité du complexe formé).
Guibaudet al, 2003 ont montré que plus les taux de protéidegides humiques et de
polysaccharides augmentent, plus les PEC sont eapale fixer le Cu. En revanche, la
fixation du Ni par les PEC est dépendante de la@aination en acides uroniques (Guibatd
al., 2004). De maniére générale, en ce qui concernerhbre de site de fixation, I'ordre est le
suivant : Cu > Pb >> Cd tandis que l'ordre de Btélast le suivant : Cd > PbCu. Plus les
PEC sont capables de fixer un métal, moins le cexgpformé est stable (Guibaed al,
2003). La composition des PEC est elle-méme akeptd de nombreux facteurs (Brown et
Lester, 1982) : ratios C : N : P et C : S du sabsiwxydation des PEC, concentration en
oxygéene dissous, charge organique, RBCeevil (2004) montre que dans un milieu riche en

cuivre le ratio PEC/cellules est éleve, suggérarg @ production des PEC participe de
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manieére importante a une stratégie de défenseadlledes contre la toxicité des ions cuivre.

Aux pH proches de la neutralité, la fixation detiares par des interactions électrostatiques

sur les polymeres des flocs de boues activéesriesigalement liée a la nature de la charge

négative portée.

La nature des charges portéesgmrgroupements fonctionnels peut

permettre aux PEC de retenir des métaux lourds {€d2005 ; Laurent, 2009). Le tableau 1-

5 établi par Decho (2000) identifie les principdigands associés aux PEC.

Tableau 1-5. Principaux ligands associés aux PEC (Decho, 2000)

Principaux ligands

Composants des PEC dans

intervenant dans la fixation lesquels on peut trouver les Références
des métaux ligands
Hydroxyles polysaccharides etc... Sutherland (1990)

Carboxyliques

protéines, amino-
polysaccharides, acides
uroniques, substances
humiques

Wingenderet al.(1999)

Phosphates

acides nucléiques
phospholipides

Liu et Fang (2002)

Sulfates, sulfonates

polysaccharides issus de
cyanobactéries

De Philippis et Vincenzini
(1998)

Pyruvates polysaccharides hexoses Snetral. (1990)
Acétyles polysaccharides neutres Lindberg (1990)
Sutherland (1990)
protéines, Liu et Fang (2002a)
Phénoliques substances humiques,
polysaccharides
Amines protéines, Lindberg (1990)

amino-poysaccharides

Sutherland (1990)

La spécificité de la biosorption des métaux parREEC serait donc liée a leur composition,

composition principalement fonction de leur orig{tebleau 1-6).

Tableau 1-6. Capacités des PEC a lier un métal extraites de la littérature

Biosorbant Capacité a lier un métal Références
en mmol.g
Pb Cd Zn Cu Ni
PEC issus
de boues / 0,250 / 0,188 0,034 Ruddet al.
ivé 1984
activées
PEC issus _
de boues 2,54 0,17 / 3.64 / Guibaudet
ivé al. 2003
activées
PEC issus / / 0,14 3,66 0,70 Guibaudet
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Capacité a lier un métal

en mmol.g
de boues al. 2004
activées
Boues 0.42 Laurent,
activées / / >0.8 / 2009

Comteet al, (2006) montrent que la nature liée ou solubke RIEC influence aussi la liaison
aux espéeces metalliques. Les PEC solubles montrenplus forte affinité pour Cu, Pb et Ni
et un nombre de sites de fixations associés plymitant. L'affinité du Cd pour les deux
formes de PEC (solubles ou liés) est proche dudtaita faible affinité de ce métal pour les
PEC en général. Les PEC solubles ont donc probapieom rble de barriere protectrice

contre la toxicité des métaux.

Ainsi, pour comprendre les interactions des bouesles métaux dans les procédés de
traitement, il est nécessaire de travailler noreseant sur la caractérisation des PEC extraits

mais aussi sur les boues elles-mémes.

= La surface spécifique :

L’augmentation de la surface spécifigue des biapékes capables de se lier aux métaux
accroit la capacité de la biomasse a la rétentes chations métalliques (Macaslee al,
1987). L'augmentation de la surface spécifique tless de boues activées suite a un
traitement par sonication par exemple induit ungnantation de la rétention du cadmium
dans les boues. En revanche, la matiére organaubles /colloidale relarguée lors du méme
traitement présente une affinité importante avecuiere et limite donc sa rétention sur les
boues (Laurent, 2009)

c) LepH

Le pH affecte la chimie de la solution, I'actividés groupes fonctionnels de la biomasse ainsi
gue la compétition entre les ions métalliques geti® la modification de I'état de spéciation
des métaux. Il constitue donc le facteur le plupadrtant influant sur les mécanismes de

biosorption des métaux.

=Lorsque le pH augmente, les métaux ont tendancédpfier sous forme d'hydroxydes et a
passer sous forme particulaire (Wagtgal, 1999). Stumm et Bilinski, 1973 montrent que

'adsorption de Cd et Zn sur des boues activéesnantg avec le pH jusqu’a obtenir
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une « élimination » de 90 % a pH 10. L’adsorptienCu est de pratiquement 100 % a pH 7
et diminue de maniére marquée jusqu’a des valefésieures a 40% pour les pH faibles et
élevés (Nelsoet al, 1981).

=Lopezet al. (2000) émettent I'hypothése que I'augmentationpétliaugmente la charge
négative a la surface des cellules jusqu’a lagad@protonation des groupements fonctionnels
présents a la surface, favorisant l'attraction tébehimique et I'adsorption des cations

métalliques.

1.2.4. Mesure de la spéciation des métaux danbdees

La spéciation chimique peut étre définie comme uméthode d’identification et de
guantification des différentes espéces, formes lesgs présentes dans un matériau.
L’extraction séquentielle permet donc de savoigdelle maniére le métal est lié a la boue et
permet par conséquent d’expliquer la toxicité ptedlie d'un métal (Alonscet al, 2005).
Avec cette approche Het al. (2003) montrent par exemple que l'inhibition denitrification

est liée non pas a la quantité de métal (cadmiumNL) sorbée mais internalisée. Alonsb

al. (2006) montrent que tous les métaux ne sontipasde la méme maniéere a la boue : le
cobalt, le manganese, le nickel et le zinc sorbnseette étude, faiblement liés a la boue (et
donc potentiellement disponibles) alors que I'aliomn, le fer, le titane, le cadmium, le
chrome et le plomb se retrouvent dans la fractésiduelle et donc fortement liés a la boue.
De maniére globale, seuls 7 % des métaux sont miggs#ans des formes facilement
mobilisables et 90 % sont liés a la boue. Dans auiee étude Scancast al (2000)
confirment ces résultats dans des boues activBiest Zn sont potentiellement fortement
mobiles car dans la fraction échangeable alordeguautres métaux sont plus fortement liés a

la boue.

Au cours des dernieres décennies differentes méshdiextractions séquentielles ont été
développées (tableau 1-7) dans les boues rendacdheparaisons difficiles. Pour cette raison
de nombreux auteurs choisissent la méthode BCReiak 1993).

% L'information obtenue a partir de la méthode BBureau Community of Reference)
permet d’aboutir & des informations générales auguantité de métal lié a la matiére
organique sans prendre en considération la cotitibdes mécanismes de biosorption et de

bioaccumulation (Chipasa, 2003). Elle permet ddirdjser 4 fractions distinctes : 1) la
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fraction échangeable : le métal est adsorbé sbol@ ou sur ces composés (hydroxydes de
fer et de manganese, substances humiques) ; eilésente les métaux ayant une grande
biodisponibilité. 2) La fraction réductible : frembh associée aux oxydes de fer et de
manganese, qui occupe la deuxieme place en termmd#ité (les métaux de cette fraction
sont mobilisables en conditions anoxiques). 3) laetion oxydable : associée a la matiere
organique (le métal est complexé a la matiere aggannaturelle), les formes solubles du
métal sont libérées quand la matiére organiquattatjuée en conditions oxydantes. 4) La
fraction résiduelle totale : le métal associé decétaction ne présente pas de risque pour
'environnement. La méthode BCR bien que trés sédi présente un certain nombre
d’'inconvénients notamment lié a la longueur de soode de mise en ceuvre et a des
problemes de sélectivité (Pagnanetlal, 2004) ou de réadsorption possible des métaur (Va
Hullebuschet al.,, 2005). D’autre part, le protocole d’extractioeup en lui-méme modifier la

structure de la boue et donc la rétention des espaétalliques (Leaet al, 1998).

U Les ultrasons : Kazt al (2006) proposent de réduire la durée des difféseatapes par
I'utilisation des ultrasons. Dans cette étude I&samx mobilisables sont le Cd et le Zn, le Pb

liés a la fraction réductible et le Cr a la frantmxydable.

L Extraction a 'EDTA : D’autres auteurs comme kual (2003), Pagnanelkt al (2009)
proposent une technique simple basée sur la diife&aton de la quantité de métal sorbée
(biosorption) de celle internalisée (bioaccumulatipar I'utilisation de 'EDTA. Avec cette
technique, Pagnanelit al (2009) montrent que le principal mécanisme d’églation du Cd
dans les boues est la sorption et que les pringigdtes de fixation sont les fonctions

carboxyles et amines.

Tableau 1-7. Comparaison des différentes méthodes d’extraction séquentielle des métaux dans les

boues
Méthode Fractions identifiées Avantages InconvésieRéférences
BCR Bureau Fraction échangeable Reconnue méthode trésAlonsoet al.,
Community of Fraction réductible : longue. 2006 ; Fuentes
Reference (Ure Fraction oxydable : Durée 48h. etal, 2008 ;
et al, 1993) Fraction résiduelle Probleme de Yuanet al,
totale sélectivité. 2011 ; Hanay

et al, 2008 ;

Scancaet al,

2000
Extraction des Fractions identiques a Accélération des Kaziet al,
métaux par les la méthode BCR étapes de la 2006
ultrasons méthode BCR

par l'utilisation
des ultrasons.
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Résultats
comparables a la
méthode BCR
classique pour
tous les métaux
sauf pour le
cuivre.

Plus rapide que
la méthode BCR
classique. Durée

1-2h.
Tessier Fractions identiques a Durée 4h30 Van
(Tessiert al, la méthode BCR Hullebuschet
1979) modifié al., 2005; Van
der Veeret
al., 2007
Extraction a Métal extracellulaire  Rapide Huwet al,
'EDTA (biosorption) 2003
Métal intracellulaire Pagnanellet
(bioaccumulation) al., 2009

Quelle que soit la méthode choisie, I'efficacité l@gxtraction chimique dans la prédiction
d'une réponse biologique (i.e., toxicité) dépend ddférents parameétres: 1) les
caractéristiques du systéme, 2) le type de polJl@nrie type de microorganismes (Geebelen
et al, 2003). Les résultats doivent donc toujours i@tierprétés avec précautions.

1.2.5. La toxicité des métaux envers les microargmes des boues activées

1.2.5.1. Mécanismes

A I'état de trace certains métaux comme le Fe,iJdeNCu et le Co sont connus pour stimuler
la croissance microbienne (catalyse des réacticnsobiennes, stabilisation des enzymes,
régulation de I'expression de certains genes, étmtte la pression osmotique (Vadisal,
2002 ; Silver, 1995)). D’autres especes au comtrgitg, Ag, Cd, Au) ne sont pas connues
pour jouer un role bénéfique et sont considéréasm® des substances « non essentielles » a

la croissance microbienne (Bruiesal, 2000).

L’effet toxique est principalement attribué a lartpebation de la fonctionnalité et de la
structure des enzymes par liaison du métal avethioh ou d’autres groupes fonctionnels

(groupements sulfhydryle) ou par remplacement dhétal naturellement présent dans des
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groupes d’enzymes prosthétiques (Vallee et UIn8r21 Vallset al, 2002). Les métaux

peuvent donc étre classés en 3 catégories :

-les métaux essentiels et potentiellement non teeddi.e., Ca et Mg) ;

-les métaux essentiels mais dangereux a forte ntmaten (i.e., Fe, Mn, Cu, Co, Mo) ;
-les métaux toxiques (Hg et Cd).

Les differents mécanismes a travers lesquels yperesnétallique peut étre toxiques sont les
suivants : 1) fixation substitutive a un ligand, r@actions rédox avec des groupements
sulfures, 3) réactions type Fenton, 4) inhibitian tdtansport membranaire (Harriseh al,

2007).

Hu et al. (2003) observent qu’en présence de 1 mM de Qlesent 13% des cellules restent
viables contre 85% pour des concentrations ideasiggn Zn, Ni, et Cd. Ce résultat laisserait
penser que le mécanisme d’inhibition par le cuese lieé a une perte rapide de I'intégrité
membranaire alors que pour les autres métaux ahmmeént le Cd le mécanisme de toxicité
serait lié & une cinétique plus lente corrélé acgssus d’internalisation du métal (Bual,

2003). Dans cette étude, le cuivre est rapidenmeatrialisé (9,4 h) alors que le cadmium est
lentement internalisé dans la biomasse (66,1 hmBPme, la cinétique de sorption du cuivre

est rapide (1h pour atteindre I'équilibre) alor&etja est lente pour le Cd (< 12 h).

Semerci et Cecen (2007) démontrent que les sitesbées au Cadmium (dans le cadre de
l'inhibition de la nitrification) se situent & laudgace des cellules des microorganismes des
boues plutdt qu’a I'intérieur. Selon Omy al. (2010), les profils d’adsorption du Cu, du Cd,
du Zn, du Ni et du Cr dans les boues activees rmaohtu’il existe deux étapes : une fixation
de surface rapide suivi par un lent processus ffigsitin intracellulaire. Selon cette étude, le
cuivre est I'élément le plus adsorbé et le plusigiw pour les boues en comparaison

notamment du cadmium.

L’age de boue influence la sorption du Cd : somaé pour les boues diminue quand I'age
de boue augmente. Selon Battistenal (1993) le cadmium serait adsorbé préférentielldme
sur les PEC. Cecesat al (2010) ont étudié l'inhibition du cadmium surdtevité respiratoire
et ont mis en relation la spéciation de I'élémerdcale niveau de toxicité. L'effet inhibiteur
du Cd est notable assez rapidement aprés expositioispéciation du Cd montre que la
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majorité du Cd est sous forme particulaire (soibés aux boues soit précipités avec les ions

carbonate et bicarbonate) et que les formes labilesrbées sont toxiques.

La sensibilité des microorganismes a une espécallmeée toxique est lié a différentes
caractéristiques physico-chimiques comme : le paerrédox, I'électronégativité, la
solubilité des complexes métal-sulfite, I'indice Bearson, I'index covalent (Workentie¢
al., 2008 ; Niest al, 2003).

1.2.5.2 Mesure de la toxicité des métaux

De nombreuses méthodes permettent d’évaluer laitdxies métaux a travers notamment

I'inhibition de certaines fonctions cellulaires:
Inhibition de certaines activités enzymatiques (Baket al, 1999),

Inhibition de la vitesse de respiration (Battistenal, 1993 ; Madonet al, 1999 ; Onget
al., 2010), de la nitrification (Het al, 2003 ; Madonet al, 1999 ; Youet al, 2009) : ces
mesures aboutissent en général a la déterminagida dose qui inhibe 50% de I'activité
(IC 50) d’'un parametre (CF tableau 1-8),

D’apres la bibliographie, le cadmium est un métas ttoxique pour les flores aérobies et
anaérobies. Les concentrations inhibitrices satigjirées dans le tableau 1-8.

Tableau 1-8. Concentrations inhibitrices en cadmium et autres métaux lourds

Concentration

. . Effet sur I'activité Référence
du cadmium  Autres métaux (mg/L) . : . )
biologique bibliographique
(mg/L)
Perturbe la réaction .
. : e Tsaiet al
2 biologique de I'élimination (2006)
du phosphate
Inhibition de 20 % des Madoniet al
3 bactéries hétérotrophes et (1999) '
nitrifiantes apres 1h
; e e Tsaeta
pour €l (2005)
nutriments
Cu 95,23 .
12,48 Zn 62.11 IC 50 Weiet al (2005)
Cub,52 Ni, 357,14 Andersonet al
14 Zn 72,99 Pb 446,35 IC 50 (1998) '
Hg 1,71 Ag5,36
Cu2,5-51 Ni, 190
21,74 Zn 20 Pb 18 IC 50 Yinet al (2005)

Hg 6

-27 -



Chapitre 1

L’élimination de la DCO
diminue de 98 % a 41 % et

14 I'élimination de Santoset al
I'ammonium diminue de (2005)
98 % a 32 %
Combiné avec 10 mg/L de
30 Cu(ll) : on observe un effet  Onget al
sur la bio-oxydation des (2004)
microorganismes
L’efficacité de Tsaiet al
35 I'élimination de la DCO '
diminue (2006)
150
180 ﬁgﬁgﬁ%gi; Li et al (2007)
330
Ni 2-5 Inhibition de la You et al
10-15 nitrification (2009)
83 Cu 173 Inhibition de la Gernaeyet al
' nitrification EC 50 (1997)
Hg Ag
10,82(21h) 0,33 (21h)
30925(1(2%;1) 10,72 0,75 (12h) Inhibition de la respiration  Ceceret al
8’84 (8h) (12h) 0,40 (8h) IC 50 (2010)
' 9,18 (8h) 0,44 (4h)
12,01(4h) 8.62 (4h)

L’inhibition de certains parametres de croissarR&r{ukoglu et Kargi, 2006 ; Yoet al
2009 ; Pakt al, 2008) ;

La mesure de la viabilité cellulaire (sur boiteg(iBa-Coker et Ekundayo, 1998) ;

La détermination de la dose qui induit la mort @805des organismes (EC 50), avec des

organismes particulierD@phnia MagnalLemna Minor Raphanus sativigFjallborg et

Dave, 2003).

La toxicité des métaux sur les boues activées akbgdartype et de la concentration en métal,

du pH, de la température, de la concentration gméne dissous, de la présence d'autres

ions, de la force ionique et aussi des parameteodduite du réacteur comme I'age de boue

et le temps de séjour hydraulique.

= Effets de la spéciationLa toxicité des métaux, et notamment des métaurds, est

liée non seulement a leur concentration mais au$siir spéciation. Les formes libres et

lites sont connues pour avoir des effets toxiquesles organismes des boues par
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différents mécanismes (Pamukolu et Kargi, 2007n&ei et Cecen, (2007) démontrent
limportance de la spéciation du cadmium dans Ibitton de la nitrification : les sites
sensibles au cadmium sont plutdt localisés suruléase des cellules qu’a l'intérieur.
L’inhibition de la nitrification est fortement ca@&lée aux concentrations a I'équilibre en

métal libre, labile et biosorbé.

= Effets de la concentratianA faibles concentrations, certains métaux conteneuivre

ont une action positive sur les réactions biologgyar action sur le fonctionnement
enzymatique des micro-organismes, tandis qu’'a degentrations élevées, ils sont
inhibiteurs (Couturier et Galtier, 1999).

Détermination des IC 50 ou EC 5Des résultats concernant les concentrations naileisn
inhibitrices sont souvent contradictoires (Xie, 2DAotamment du fait de I'hnétérogénéité
des indicateurs d’inhibition. Cependant, comme dealignent Ceceret al (2010), les
valeurs d’'IC50 seules ne suffisent pas a explidgigrouvoir inhibiteur d’un métal. Il est

nécessaire en parallele d’étudier la spéciatiomuiaux.

=>Effets de la taille des flocs Selon Henrique®t al (2005), dans les procédés dans

lesquels on observe une taille des flocs plus tédabit par le mode de fonctionnement
(i.e., BRM) ou par le design (i.e., forces de disaient importantes), I'inhibition de la
respiration par des composeés solubles toxiques Q@ est plus importante que dans les
procédés dans lesquels la taille des flocs est mopgortante. Ce résultat est
particulierement intéressant dans la mesure oprimsdés de réduction de la production
de boue sont susceptibles de réduire la taillefldes et donc de modifier la toxicité des
espéeces meétalliques. D’autre part, selon Henrigue®ve (2007), le fait d’appliquer une
contrainte mécanique dans les boues induit legatgr de PEC qui ne peuvent plus alors
jouer leur role de protection contre les métauxgmunent lorsqu’ils sont liés a la cellule
et non lorsqu’ils sont libres), ce qui expliquerBgugmentation de linhibition de la

respiration concomitante a la réduction de ladaiks flocs.

1.2.5.3. Adaptation des microorganismes a la tagidies métaux.

Du fait de la nécessité pour les microorganismebsibrber certains métaux et d’en rejeter

d'autres, un grand nombre de mécanismes d'interatipermettent l'adaptation des
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microorganismes a des environnements changeahtsgtes (Valls et Lorenzo, 2002). Dans

ce contexte, certains microorganismes résistenixrgee d’autres.

L’exposition des microorganismes aux métaux log@sere des stratégies de détoxifications
intracellulaires (Gadd et Griffiths, 1978). Le ®yse de défense intracellulaire inclut la
chélation des ions métalliques sur la surface dedidule (Wood et Wang, 1983), la

biométhylation, I'exocytose (Silver et Phung, 19@6)une résistance plasmidique (Wood et

Wang, 1983).

Lorsque les microorganismes sont organisés enlmioftomme les boues), le premier
mécanisme d’élimination du métal est passif et igyd des phénomenes d’échange d’ions,
de complexation avec des groupes chargés négatinedeel’adsorption et de la précipitation
avec les PEC (Princigt al, 2006). Harrisoret al, 2007, ont identifié différents mécanismes
de résistance et de tolérance des métaux dansofdmb : 1) une hétérogéneéité meétabolique
due a la structure de la population, 2) une sigatbin extracellulaire affectant la physiologie
du biofilm, 3) une immobilisation du métal par logstion, 4) des réactions bioinorganiques
du métal avec les métabolites du biofilm, 5) deg®nses adaptatives aux especes métalliques,
6) des réarrangements génétiques, 7) des mutagiodes variations phénotypiques. Des
temps de contact élevés entre le métal et les prigamismes conduisent a I'acclimatation de
la biomasse (Chanegt al, 2004 ; Dileket al, 1998 ; Gilleret al, 1998). D’autre part, des
études ont montré que la résistance des micro@masi aux meétaux était génétiquement

orientée par des déterminants chromosomiques smajues.

= La sécrétion de métallothioprotéine€n réponse a I'exposition a un meétal toxique,
certains microorganismes génerent des protéineabtep d’induire une chélation du
métal : ce sont les métallothioprotéines (Vallk@tenzo, 2002). Chez les procaryotes ces
protéines ont été étudiées en détail pour une espe@cyanobactériedynechoccyshez
qui elles conférent une résistance &2t & Cd*. En réalité ce mécanisme reste marginal

chez les procaryotes.

= L’acquisition de plasmides de résistancéorsque les concentrations en meétaux
deviennent supérieures aux seuils homéostatiqudexigques, d’'autres mécanismes plus
fréquents sont mis en oeuvre comme I'exocytosa sédjuestration ou la transformation en
d’autres especes chimiques. Ces mécanismes déanésissont souvent portés par des

plasmides ce qui facilite leur dispersion de cebutn cellules (Valls et Lorenzo, 2002).
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=La précipitation: Le mécanisme selon lequel des bactéries arriverihdaire la

« précipitation » d'une espece métallique est fioetet répandu chez les bactéries (Vetlal,
2002). Ces mécanismes sont soit enzymatiquesigeitnent chimiques. Les bactéries sulfato-
réductrices sont par exemple capable d'immobipsgsieurs especes métalliques en favorisant
leur précipitation a la périphérie de la celluleisane forme oxydée de faible valence non
soluble. Cette réaction est catalysée par des eawmybes bactéries sulfato-réductrices sont
aussi capables de générer des précipités de suthétlliques piégés et précipités dans les
polymeres extracellulaires (Vali$ al, 2002) (Figure 1-4). Les phosphates peuvent gussi

un réle dans la précipitation des meétaux. Chezaioed bactériesCitrobacter sp.),la
précipitation de I'espéce métallique est liee #bération de phosphore minéral a partir de
molécules de phosphore organique cellulaire et drxega lactivité d'une enzyme

périplasmique : la phosphatase acide (\&lisl, 2002).

=Les activités enzymatiqueles bactéries possedent un grand nombre d’actenBgnatiques

qui permettent de transformer certaines espécesilliméts par oxydation, réduction,
méthylation et alkylation. En dehors des activid@gymatiques liées aux points précédents
(précipitation, biosorption, ...), il a été démonti@e certaines bactéries sont capables de
développer des activités enzymatiques spécifigeesdains métaux en particulier I'arsenic et le
mercure (Vallset al, 2002). L'activité enzymatique consiste alordaetmansformation du métal

en une forme non toxique (Hdevient HgO ; As Il devient As IV).

E' NANO MICRO MILLI MOLAR
w 1 10 100 1 i0 100 1 10 100 1 10
= 0 0 &) 3] 0 0 0 o] 0 9 )
Export
Metallothionein Enzymatic Precipitation
transformation
g Eukaryotes  Gram-positives Acidophilic
) chemiolythotrophs
L . . A
E Cyanobacteria Gram-negatives Thiobacilus sp.
O b ¢ t Archaea
(1 E coli Alcaligenes sp.
© Desulfovinio sp.
Figure 1-4. Capacités bactériennes et les mécanismes de tolérance aux métaux lourds (source Valls
et al., 2002)
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+ Mise en évidence de I'impact des métaux sur larditeedes populations

Les effets des métaux sur les populations de baotgées peuvent étre mesurés par des
techniques de biologie moléculaire. Ainsi, Teaal. (2005) montrent que des boues activées
alimentées avec un effluent contenant 5 mg/L denaat présentent des caractéristiques de
population tres différentes des boues activees/emtiLes bactéries trés impliquées dans
I'élimination des nutriments (i.e., les bactérieriftantes Nitrosomonascommuniy les
bactéries formant des flocs Zooglemmigera et des bactéries accumulant le phosphore
(Rubriviax gelatinosu} disparaissent dans le réacteur alimenté avec/b degCd générant

une diminution des activités épuratoires correspates.

L'application de la DGGE a des sols enrichis enxeasées contaminées a révélé des
différences dans la structure de la communautéaeecta la contamination croissante en
meétaux lourds (Sanda al, 1999). Les profils de DGGE ont indiqué que lesxmunautés
bactériennes ont subi des modifications par le amhpollué en cadmium. De nouvelles
bandes ont émergé dans la premiere phase d'incopati certaines bandes ont disparu dans
le stade final de l'incubation (Chenal, 2010).

1.3. Conclusion de la premiere partie du Chapitre 1

Les procédés de traitement des eaux usées par botieSes conduisent a des productipns
importantes de boues (de I'ordre de 20 kg/habit&my activités industrielles et domestigues
sont potentiellement la source d’une contaminaties eaux usées par des micropolluant§. A
lissue de I'étape de traitement des eaux uséesnidaux se retrouvent dans leur grande
majorité dans les boues produites (70-90 %) qui spsuite envoyées vers la filiere boue. JAu
cours de cette étude nous nous sommes particub@teintéressés aux micropolluarjts
métalliques et une espéce a été choisie en rassnrdfort niveau de toxicité sur ’lhommejet
sur I'environnement : le cadmium. D’autre partte&€tude bibliographique a montré que les
meétaux lourds pouvaient étre fortement toxiquegjrges populations microbiennes des
boues activées et que cette toxicité était fortérdépendante de la nature du métal et I la
nature des interactions entre la boue et le métalcours des procédés de traitement Hes

eaux, les interactions entre les métaux lourdesbbues activées sont complexes et lieeg a la

nature et a la concentration du métal aussi biéauglcaractéristiques physiques, chimiquies
des boues activées. “
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2. LA STABILISATION BIOLOGIQUE DES BOUES:
AMELIORATION DES PERFORMANCES DES PROCEDES
ET DEVENIR DES METAUX

A lissue de I'étape de traitements primaires éjpdtration des eaux usées, les boues
primaires et secondaires entrent alors dans &dilbboue. Il existe 5 grandes étapes dans la
filiere boue a partir des boues brutes : 1) I'égiagement, 2) la stabilisation, 3) le

conditionnement, 4) la déshydratation, 5) I'élintioa (figure 1-5).

o conditionnement
boues primaires

\ épaississement
Iy : b 3

p bouesa
‘ stabilisation éliminer

) effluent, eau, effluent, eau,
boues secondaires liqueur

déshydratation

liqueur

retour en téte de station retour en téte de station

Figure 1-5. Les différentes étapes de traitement et de valorisation des boues

Parmi les différentes étapes de la filiere bouétape de stabilisation constitue une étape
cruciale tant du point de vue de la réduction dar¢éaluction de boues en volume que du point
de vue de la spéciation des métaux. C’est pounyuas avons particulierement concentré nos

études sur cette étape de la filiere boue.

L’étape destabilisation a pour but de réduire le pouvoir fermentescible ldeues ainsi que
les nuisances olfactives. Il existe trois grangesyde stabilisation : la stabilisation biologique
(la digestion aérobie ou anaérobie le compostage (Mata-Alvareet al, 2000)), la
stabilisation chimique (chaulage, stabilisation auitites, oxydation) ou la stabilisation
physique (séchage poussé) (Degrémont, 1989 ; O997)1 Les techniques chimiques ne
conduisent pas a réduire le volume de boues pexiuit

Les techniques biologiques permettent de dégrademiatieres organiques, et conduisent a
une réduction de la matiere. Lors de la digesti@mlaie de boues (aération des boues), on
peut obtenir des taux de réduction de la matiegaroque de l'ordre de 20 a 35 %. La

digestion anaérobie des boues présente un doubleta@e : une réduction de la matiére
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organique des boues de l'ordre de 50 % et la pidside produire du biogaz (GOCH,)
réutilisable. Les digestions aérobie ou anaérobig actuellement utilisées pour réduire et
stabiliser la production des boues. Elles prés¢mntes avantages et des inconvénients qui sont

présentés dans le tableau 1-9.

Tableau 1-9. Avantages et inconvénients des digestions aérobie et anaérobie des boues (OTV, 1997)

Avantages Inconvénients
Hygiénisation Consommation énergétique non nédtigea
Digestion . . . .
Aérobie Dégradation rapide Efficacité aléatoire
Traitement de I'azote Moins de dégradation de laupon
Réduction efficace de la Forte sensibilité aux variations de charges
matiere séche organiques et aux composés toxiques
Production d’'un gaz
valorisable sous forme Dégradation lente
d’énergie
Digestion _Reductloq du nombre d? Absence de traitement de I'azote
Anaérobie __Micro-organismes pathogénes

Intérét agronomique Démarrage des installationg lon

Demande en énergie plus

: Codts d’'investissement importants
faible

Chute du pouvoir calorifique des boues

2.1. La digestion aérobie

2.1.1. Principe et performances
=>Le principe

La digestion aérobie, utilisée dans la file bouenaxgau de I'étape de stabilisation, est un
processus bactérien se produisant en présencegdlixy Ce procédé consiste, par une
aération prolongée des boues, a poursuivre le digveiment des micro-organismes aérobies
au-dela de la période de synthéese des cellule&ptiidement de substrats jusqu’a realiser
leur auto-oxydation. Au cours de la digestion aérola matiere organique biodégradable est
rapidement consommée. Le manque de substrat familemiodégradable est le facteur

limitant et induit la mort de certaines bactériag gervent ensuite de substrat a d'autres
bactéries pour assurer I'énergie nécessaire a iiatenance cellulaire. La consommation de

substrats issus de la mort cellulaire de bactéees d’autres bactéries porte le hom de

croissance cryptique ou concept de mort régénéréianalest al, 1994 ; Jdegaard, 2004).
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Parailleurs, la consommation par les cellules desleéserves intracellulaires afin d’assurer

leur maintenance cellulaire porte le nom de reipmandogene (Dawes et Ribbons, 1964).

Les micro-organismes aérobies, placés en phasessigration endogene, dégradent les
matiéres organiques existant liborement ou stockées la masse bactérienne. Cette réaction

peut étre présentée par I'équation suivante:

CsH/NO, + 50, + H'—-5CO; + NH"; + 2H,0 + Energie

L’objectif final de I'étape de digestion aérobig¢ d®btenir un « produit » stable en réduisant
a la fois le volume et la masse des boues. Le uéandl doit étre « minéralisé » ce qui
signifie que la fraction résiduelle représente urfatble contenu énergétique qu’elle est
considérée comme biologiquement stable et peut wilieeé pour I'épandage (D’antonio,
1983). Les boues traitées sont considérées comaidestsi leur vitesse spécifique de
consommation d’oxygéne est inférieure ou égalenaglQy/h/g (US EPA, 1989). Le résidu
final doit avoir de bonnes propriétés de décamatibdoit pouvoir étre facilement épaissi et
déshydraté. La digestion aérobie permet d’hygiéneseboues, et elle a une bonne efficacité
pour le traitement de I'azote. De plus, le moddametionnement est plus flexible et présente

moins de problémes d’odeurs comparé au procédédstihn anaérobie.

=L es performances

Le procédé de stabilisation aérobie des bouesnaba surtout été pratiqué aux Etats-Unis,
en Allemagne et en Suisse. Le procédé de digeatanbie est plutdt utilisé pour de petites
installations (taille < & 20 000%j) (Bernardet al, 2000 ; Dinget al 2006, Liuet al, 2010)
pour lesquelles ce procédé constitue le meilleorgromis en terme de stabilisation, avec des
codts d’investissement moindres et des conditiandodictionnement plus simples (WEF,
1992). A température ambiante, la digestion aérpbrenet d’atteindre des taux de réduction
des MES de l'ordre de 42-53 % et de réduction d&SMe I'ordre de 53-64 % (Bernard et

Gray, 2000) pour un temps de séjour de 17 jours.

La digestion aérobie conventionnelle nécessitealdesages de taille importante du fait des
temps de séjours élevés (15-30 jours) nécessaiteoptenir la stabilisation des boues @iin
al., 2009). La cinétique de la digestion aérobie pdgs rapide que celle de la digestion
anaérobie. Par conséquent pour les petites et megertollectivités, les frais de

fonctionnement sont moindres de ce point de vupe@@ant, du fait des colts énergétiques
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lies a la mise en ceuvre d’'une aération et du faibed impossibilité de récupération de
I'énergie, contrairement au procédé de digestimeebie, les frais d'exploitation se révelent
au final étre plus importants que dans le cas délestion anaérobie.

2.1.2. Facteurs limitant I'efficacité de la digesti

=>Le pH : Au cours de la digestion aérobie, le pH chutdaitude la nitrification ce qui peut
éventuellement inhiber le métabolisme et dégradequalité de l'effluent (Anderson et
Mavinic, 1993).

=>La température : la température affecte significativement lesqenances du procédé de
digestion aérobie. Des températures élevées (480 conduisent a de meilleures
performances en terme d’activité microbienne (g#ssde dégradation accrue), et donc a une
réduction des temps de séjour nécessaires pouiveaunde réduction de boue donné, et en
terme d’hygiénisation (Jiaet al 2010). Cependant pour mettre en ceuvre des digsste
aérobie a des températures de 55-65 °C, la chdééuétre apportée de maniere extérieure ce
qui augmente les codts d’exploitation et limite sdilisation pour les grandes unités. La
digestion aérobie thermophile (55 °C) autothermi§@@AD) est en ce sens considérée
comme un procédé prometteur (Léd al, 2010 ; Jairet al, 2010 ; Layderet al, 2007 ;
Nosrati et al, 2007). L’énergie nécessaire pour maintenir dasditions thermophiles est
produite par la digestion aérobie elle-méme. Lexlitmns d'auto suffisance énergétique sont
assurées a travers la chaleur générée par la partian de la matiére organique solide
(Nosratiet al, 2007). Ce processus est rendu possible par ilgierad’'une teneur faible en
matieres volatiles (2 %) dans l'alimentation en d®Sreekrishnast al, 2007). Pour des
températures de l'ordre de 55-65 °C des étudesmumitré que l'activité hydrolytique de
certaines bactéries est favorisée. Les bactériesbiaé thermophiles sont des bactéries
excrétant des protéases, elles appartiennent ae dgacillus avec une prédominance de

Géobacillus stearothermophilslasegavet al, 2000).

=>L’hydrolyse de la matiére organique: Les macromolécules organiques (sucres,
protéines) ne peuvent pas étre assimilées tellefequelles doivent étre d’abord hydrolysées
en monomeres ou en petits oligoméres (Confer eahd®98). L’étape d’hydrolyse est plus
rapide qu’en anaérobie et l'activité alpha glucaselsemble étre plus importante en aérobie
gu’en anaérobie (Goel al, 1998). Compte tenu de la complexité de la coitipasde I'eau
usée, une grande variété d’enzymes extracellulasesécessaire a I'hydrolyse compléte des

différents substrats. Les enzymes extracellulagn@sparticipent a I'hydrolyse peuvent étre
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classées en 2 catégories (figure 1-6): celles qot 8ées a la surface des cellules (ecto-
enzymes) (Chrost, 1991) et celles libres dans leeuni{exo-enzymes) (Vetter et Demig,
1999). L’'activité des ecto-enzymes est fortemeée la la diffusion du substrat a faible
concentration dans la structure du floc (Hoppeal, 1988). Certaines études ont montré que
les exo-enzymes sont associées aux PEC (Ceatrald 2000 ; Frglunet al, 1995 ; Guellil

et al, 2001). Cadorett al (2002) ont montré que 5% de l'activité alpha gkidase et 23%
de l'activité protéase dans des boues activéesndtiiées a la fraction facilement extractible
des flocs de boues activées et donc aux exo-enzy@wser et Logan (1997) ont montré
gu’en culture libre 97% de I'activité leucine ampeptidase (protéase) et 93% de I'activité
glucosidase se situent au niveau du contact aveelllsle (ecto enzyme) et moins de 3% de
ces activités se situent dans la solution de boD&mtre part, selon ces mémes auteurs
l'activité hydrolytique serait 5 fois plus importanau contact avec les cellules par rapport a
l'activité mesurée dans la phase soluble. Le méoamile plus probable selon ces auteurs
consisterait donc en une premiere dégradation @esamolécules au cours d’'une hydrolyse
associée aux cellules suivie d’'un relargage degnfeamts hydrolysés dans la solution de
boues, ce mécanisme se répéterait jusqu’a l'oloterte fragments suffisamment petits pour

étre assimilés dans les cellules.

Macromolécules (Polymeéres extra
cellulaires ou débris cellulaires)

Hydrolyse
(Enzymes extracellulaires)

Monomeéres, petits

Cellule bactérienne

oligomeres

Figure 1-6. Schématisation de I'étape d’hydrolyse lors de la digestion aérobie des boues activées.
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Selon Higgins et Novak (1997), I'hydrolyse simultandes polyméres extracellulaires et des
cellules elles mémes constitue un facteur limitantitesse et I'importance de la dégradation.
La structure du floc rend difficile la diffusion slenacromolécules et donc leur capacité a étre
accessible pour les enzymes et donc hydrolyséedo(€et al, 2002). Une dispersion du
floc de boues activées devrait donc en théorie wiomd une meilleure mise en contact des
enzymes hydrolytiques et de leurs substrats. Cadatreal. (2002) montrent qu’aprés
dispersion des flocs de boues activées par desatis, I'hnydrolyse des protéines n‘augmente

pas alors que I'hydrolyse des polysaccharides anggiun facteur 5.

=>La toxicité des métaux il existe peu d’études concernant la toxicité oeaux au cours
de la digestion aérobie spécifiguement. Les méoasge toxicité des métaux au cours de la
digestion aérobie peuvent étre décrits de manigndage a ceux décrits dans les boues

activées au niveau des bassins d’aération.

2.1.3. Modifications de la spéciation des métaux cours de la digestion
aérobie

Lors d’'une stabilisation biologique des boues, latiéme organique est dégradée, mais les
éléments traces meétalliques s’accumulent dansdassben fin de digestion. Fuentetsal
(2008) montrent que le mode de stabilisation dbdae a un impact sur la spéciation des
meétaux dans la boue. Plus les boues sont minéslieés de I'étape de stabilisation et moins
la proportion de métal disponible est importantemajorité des especes métalliques se
trouvant dans la fraction réductible et oxydalBlelon cette étude le fer, le nickel et le plomb
seraient fortement liés a la fraction résiduelled@nc fortement liés aux boues), alors que le
cuivre, le cadmium et le chrome seraient associ@ésfieaction oxydable. Ces résultats sont
confirmés par les travaux de Yuaet al (2011) dans le contexte d'une stabilisation
thermochimique (Acétone, 593K). Ainsi, dans les dmstabilisées la biodisponibilité et la
toxicité des métaux sont moindres que dans lesshackivées et ce malgré un contenu global

en especes métalliques plus importants.
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2.2. La digestion anaérobie

2.2.1. Principe et performances

=L e principe

La digestion anaérobie est un procédé traditiorpmir réduire le volume des boues
(Weemaeset al, 2000). Elle consiste en la transformation demktiere organique en un
biogaz composé principalement de méthane et deyditode carbone valorisable sous forme
d’énergie (chaudiere produisant de la chaleur oliétlectricité). La méthanisation conduit a
la production de 60-75 % de GHle 19 a 33% de GCet de 0 a 1 % de J\(source site
internet ADEME, 2011). Cette transformation est répépar un consortium bactérien
fonctionnant en anaérobiose. Dans le méme temgs, n&ro-organismes anaérobies
consomment peu d’énergie, ce qui entraine une ptiaude boues limitée (3 a 20 fois
inférieure a un traitement aérobie). En effet, meigro-organismes anaérobies n’utilisent
gu’environ 10 a 15 % de I'énergie du substrat geur croissance, le reste étant utilisé pour
la production du biogaz. Enfin, la digestion anaé&o permet une réduction des

microorganismes pathogenes (Hoetral, 2003).

La digestion anaérobie est plutét utilisée pouriftetallations de grande taille lorsque la
production de méthane engendrée devient rentabhlegamd des codts d’investissements (Liu
et al, 2010). Elle permet des conditions favorables &thbilisation des boues avec une
empreinte énergétique faible couplée a de bonndsrpmnces en terme de stabilisation
(Appelset al, 2008). En France il existerait environ 200 unidé traitement des boues (eaux
usées urbaines et industrielles confondues) (scAMDEEME). Processus lent en comparaison
de la digestion aérobie, la digestion anaérobies®te des temps de séjour importants et de
gros volumes de réacteurs pour obtenir une statidis des boues.

La digestion anaérobie se décompose en quatre sétapihydrolyse, I'acidogenése,
'acétogenése et la méthanogenese (Tiehal, 2001 ; Naviat al, 2002 ; Kimet al, 2003).
L’étape d’hydrolyse est aussi considérée commet dearacteur limitant de la digestion
anaérobie (Thierat al, 2001).

-39 -



Chapitre 1

O L’hydrolyse

La premiere étape de la digestion anaérobie esapkeé d’hydrolyse, étape limitante,
schématiquement comparable a la figure 1-6 en tiligesérobie, mais avec des vitesses
d’hydrolyse plus lentes qu’en aérobie. Au courscdte étape les molécules organiques de
haut poids moléculaire comme les polysaccharides,lipides, les protéines et les acides
nucléiques sont hydrolysés en monomeres. Cettee edap généralement lente tandis que
'acidogenése, I'étape suivante est 30 a 40 fois phpide (Moletta, 1993). Les bactéries
impliquées dans I'étape d’hydrolyse ont un métamodi de type anaérobie strict ou facultatif
(Archer et Kirsop, 1990), elles sont phylogéenétmeat tres hétérogenes. Les vitesses de
croissance des bactéries hydrolytiques sont ragtiesfacteur limitant est I’hydrolyse de la
matiére particulaire. La majorité des enzymes hytigues actives sont associées au floc
(Goelet al, 1998).

® L’'acidogenese

Au cours de l'étape d'acidogenese, les monomersaside [|'étape précédente sont
transformés en acides gras volatils, en alcoolsgaiales organiques, hydrogéene, dioxyde de
carbone. Les bactéries anaérobies strictes du delusridium constituent une fraction
importante de bactéries acidogénes mais les gebaetériensBacteroides Bacillus
Pelobacter Acetobacteriumet Ulyobacteret Enterobacteriaceasont aussi souvent présents
(Moletta, 1993). L'étape d’acidogenese est rapidenecondition de surcharge organique on
observe une accumulation d’intermédiaires en pditic d’hydrogene et d’acétate qui
peuvent avoir une action inhibitrice sur les micgamismes acétogenes et méthanogenes et

peuvent conduire a un arrét de la digestion an&(d@hiele, 1991).
© L’acétogenése

Au cours de I'étape d’acetogenese, les différeatsposés issus des phases précédentes sont
transformés en précurseurs directs du méthaneétéite, I'nydrogéne et le gaz carbonique. Il
existe deux voies possibles pour cette transfoomaftirois espéeces participent a I'étape
d’acétogenese : 1) les bactéries acétogenes sphds@roductrices obligées d’hydrogéne, 2)
les bactéries homoacétogenes productrices d’additasges en deux groupes selon l'origine
de l'acétate et 3) les bactéries sulfato réduddri(®SR) qui utilisent comme accepteur
terminal d’électrons le sulfate $Oqu’elles réduisent en sulfure?(Set le sulfite (S&) et le

thiosulfate ($0s%) qui sont transformés en sulfure. En présence edconcentration non
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limitante en sulfate, les BSR sont en compétitisacades micro-organismes méthanogenes

pour les substrats communs : hydrogéne;, @Cétate.
® La méthanogenése

Au cours de I'étape de méthanogenése les prodeitacttogenese (acétate, formate,,@O

H,) sont transformés en méthaneCHet CQ. Les méthanogénes sont des micro-organismes
anaeérobies stricts qui appartiennent au domaineAdgsea (ou encore Archéed) existe
deux types d’Archaea méthanogenes : les archéasd@mbphiles (résuisant le dioxide de
carbone avec I'hydrogene pour former du méthandeeteau) et les archées acétoclastes

(transformant I'acétate en méthane et gaz carbehiqu
= Les performances

En digestion anaérobie classique mésophile, podemps de séjour hydraulique moyen
de 20 jours, le rendement de conversion de la neatifganique en biogaz et de I'ordre
de 25 a 60% (Parkiet al, 1986 ; Bhattacharayet al, 1996 ; Dumast al, 2010).
Cependant, de tels temps de séjours sont en réasitéfisants pour atteindre une
dégradation totale de la matiére organique potégrient biodégradable. Ainsi dans des
conditions de fonctionnement classiques 45 a 7%adCO restent non méthanisées.
Cette DCO « réfractaire » est composée de PEC isggnlans la matrice du floc de
boues, dans lesquels les protéines représenterivi@groportion. La biodégradation de
cette fraction est possible a condition de favori$gdrolyse de ces composeés. Pour ce
faire plusieurs solutions peuvent étre envisagéesme I'allongement de la durée de la
digestion ou la mise en place de prétraitementantaet al (2007) ont montré qu’il était
nécessaire de porter le temps de séjour a 60 jpows atteindre une méthanisation

complete de la DCO biodégradable de la boue).

2.2.2. Facteurs limitant I'efficacité de la digesti anaérobie

Les bactéries de la digestion anaérobie sont teesildes et peuvent étre inhibées par
différents parametres : le pH, l'alcalinité, la centration en ammoniaque, la concentration
en hydrogéene, en sodium, en potassium, en métauasioen acides gras volatils notamment
(Appels efal., 2008).
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= La température :

La digestion anaérobie peut étre conduite a diftée températures soit en conditions
mésophiles (30-40 °C), soit en conditions thermiggh{50-60 °C). En Europe la plupart des
digesteurs sont conduits a une température de IpéBaereet al, 2000).

=2LepH:

Un pH acide inhibe la méthanogénese et provoquenundification de I'équilibre calco-
carbonique provoquant l'ionisation des AGV qui dswient alors inhibiteurs. L'étape de
meéthanogenese conduit a la formation d’ions biaaabes qui peuvent précipiter avec les ions
calcium pour former du carbonate de calcium (Batstet al, 2002). Les précipités de
carbonates de calcium forment la calcite dont largh de surface varie avec le pH. La
modification du pH peut conduire & une modificatde la spéciation des métaux et a la

formation de complexes hydroxydes et/ou carbonates.

=»L’ammoniaque :

L’ammoniaque est nécessaire a la digestion anaeolies concentrations inférieures a 200
mg/L (Liu et Sung, 2002Pour des concentrations supérieures au g/L, I'aneqoe devient
au contraire inhibiteur (Cheet al, 2008). L'ammoniac est produit par la dégradation
biologique de la matiere organique (en particuksr protéines et I'urée). L'inhibition de la
flore anaérobie est liée a la diffusion passivé@aamoniaque dans la cellule provoquant la
modification du pH intracellulaire, I'augmentatiodes besoins pour la maintenance,
l'inhibition de réactions enzymatiques (Chehal, 2008). Les bactéries méthanogenes sont
les moins tolérantes a 'ammoniaque : elles sohibées dés 4,2 g/L. Silet al (2010)
montrent méme que des concentrations plus faib@3 (g d’ammoniaque libre/L) inhibent
la production de méthane lors d’une digestion astaérthermophile. L'inhibition de la flore
anaérobie par 'ammoniaque est fortement dépendknke concentration, du pH (des valeurs
élevées accentuent I'inhibition) (Chenal, 2008).

= e sulfite :

Au cours de la digestion anaérobie le sulfate édtit en sulfite par les bactéries sulfato-
réductrices. Il existe deux formes d’inhibition duda réduction des sulfates : 1) l'inhibition

due a la compétition pour le substrat entre lestéo@s sulfato réductrices et les

-42 -



Chapitre 1

méthanogenes, 2) l'inhibition due a la toxicité dadfites envers différents groupes de
bactéries (Cheat al, 2008).

=> | a toxicité des métaux

Les métaux lourds peuvent étre inhibiteurs pouti¢gestion anaérobie (tableaux 1-10 et 1-
11). Les métaux identifiés comme étant particuli@et toxiques sont : le Cr, le Fe, le Co, le
Cu, le Zn, le Cd et le Ni (Chesat al, 2008). Les étapes d’acidogenése et de méthaesgeie

la digestion anaérobie des boues sont affectéda pagsence de Cu, Cr et Zn (Hickatyal,
1989 ; Lin, 1993 Yenigunet al, 1996 ; Yuet al, 2001 ds Liret al, 2008).

La complexité du processus de dégradation anaéfabigue les métaux peuvent se trouver
sous des formes différentes au sein du procédéprdgipités sous forme de sulfites,
carbonates ou hydroxydes, 2) sorbés a la fractamticplaire des boues, 3) formant des
complexes en solution avec de la matiere organiGhenet al, 2008) 4) sous forme libre.
Les difféerentes études montrent que c’est le nidtad qui est toxique. Cependant, certains
éléments traces métalliques sont impligués dansrdastions enzymatiques des étapes
d’acidogenése et de méthanogenese (Ktda, 2001), il est donc nécessaire de maintenir un
certain niveau de concentration en certains élesrteates métalliques si I'on veut maintenir

un bon rendement de production de méthane (notatm@werZn, Ni).

Tableau 1-10. Concentrations inhibitrices IC50 pour la méthanogenése et I'acidogenése (mg/L) pour
différentes espéces métalliques

Métal Acidogenése Méthanogenese
nggg d Y;T'%gggt glh egggz Lin etal, 1992 Karriet al, 2006
Cr 17 Na Na 14,7 /
20,7
(Méthanogene
Cu 0,9 2-8 364 12,5 aceétoclaste)
8,9 (méthanogene
hydrogénotrophe)
Zn 3,5 7-18 >364 16 /

Selon Linet al (2008), lorsque la biomasse est en contact ameacancentration en cuivre
égale a 6,5 mg/L, la production de, ldst réduite de 50 %. Cependant, a de faibles
concentrations en Cu (3 mg/L), la production d'logéne est stimulée de 10-20 %. Les
concentrations en cuivre inhibant a 50 % [I'étapéydiolyse, d’acidogenese et de

meéthanogenese d’apres les études bibliographiquepssentées dans le tableau 1-11.
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Tableau 1-11. Concentrations inhibant en cuivre a 50 % I'hydrolyse, I'acidogenése et la
méthanogenése (en mg/L) (Lin et al.,2008)

Hydrolyse Acidogenése Méthanogeneése

6,5 350 0,9 2-8 364 12,5

2.2.3. Modifications de la spéciation des métaux

La digestion anaérobie modifie la spéciation detameépar différents mécanismes chimiques
et biologiques : adsorption par chimie sorptionécppitation chimique ou biologique,
complexation intracellulaire ou extracellulaire sl&s composés organiques ou inorganiques
(Couturier, 2002).

La digestion anaérobie cause une augmentation dteroo en métaux lourds par unité de
masse seche (Chipasial, 2003). Les concentrations sont 10 a 20 fois physrtantes dans

la boue finale aprés digestion anaérobie (Karvetaal., 2003). Les résultats de cette étude
montrent que 'augmentation de la teneur en unéasmétallique dans les boues digérées

n’est pas proportionnelle a leur concentratioriatétdans I'influent.

A lissue de l'étape de digestion anaérobie, Haetwyl (2008) montrent que les especes
représentées en plus forte concentration sont |éef@n et le Mn. Certains métaux comme le
Cd, le Mn, le Pb et le Fe se retrouvent dans Ietitra résiduelle. Cu et Cr sont plus fortement
représentés dans la fraction oxydable et le Ni danphase échangeable méme si sa

concentration reste inférieure a la norme europgenhdonc potentiellement mobilisable.

En conditions d’anaérobiose, le principal mécanigiteecumulation des métaux dans les
boues est la précipitation avec les ions sulfatndJet Parry, 2003 ; Lat al, 2003),
phosphate (Van Hullebusatt al, 2003) ou carbonate (alors qu’en aérobie c’estoplla
biosorption). La réduction des sulfates en sulfimmtribue largement a favoriser le
mécanisme de précipitation des métaux en anaéaotaese de la faible solubilité des sulfites
métalliques (Jong et Parry, 2003 ; éhal, 2003 ; Quaret al, 2003 ; Van der Veeat al,
2007). Van Hullebuscht al (2005) montrent que le Co et le Ni ont tendans&dsorber ou

a précipiter avec des sulfites de fer. Dans leste@as anaérobies, la plupart des métaux se
retrouvent dans la fraction oxydable (cf protodd@R) liés soit aux sulfites, soit a la matiere
organique) (Van der Veeet al, 2007). Au cours de la digestion anaérobie des isulfure
sont le principal agent précipitant chimique dedamwé ce qui conduit a la formation de
sulfates métalliques non solubles. Les carbonatesluisent aussi a des précipités. La
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précipitation peut également étre d'origine biotpg : elle est alors liee a la production de
sulfures par les enzymes bactériennes, ce qui dogad précipitation de métaux a la surface
cellulaire (Couturier, 2002).

2.3. Amélioration des performances de digestionl@éret anaérobie : les
prétraitements

Sur la ligne boue, les principaux prétraitementsligpés en vue d’améliorer les digestions
aérobie et anaérobie sont les traitements mphasintégration» qui permettent d’obtenir une
hydrolyse accrue de la matiére organique parti@ildia lyse des boues (c'est-a-dire la
solubilisation du floc et/ou la lyse cellulaire dbactéries) puis la croissance cryptique
générée au cours des digestions peut étre obteauedgs procédés de désintégration
physiques, chimiques ou par combinaison des dearmiPces procédés on s’intéressera
notamment a ceux qui apparaissent comme les pamgiteurs au sens de leur occurrence
dans la bibliographie (Carreet al, 2010 ; Khanakt al, 2007) et de leur application a
I'échelle industrielle en amont d'une digestion ciiée¢ ou anaérobie : ld@raitement
thermique (basse et haute température) sdaication (Bougrieret al, 2005 ; Salsabit al.,
2009).

Ces prétraitements agissent a différents nivedyxils permettent de solubiliser la matiere
organique des flocs qui devient plus accessibtmet plus biodégradable, 2) ils libérent aussi
les enzymes extracellulaires hydrolytiques induisémsi une augmentation de leurs activites,
3) ils induisent intrinséquement une réduction ldeges en provoquant la lyse des bactéries
des flocs de boues activées.

Sur la file boue, les prétraitements peuvent gi@igués aux boues primaires, secondaires ou
a leur mélange. Il est a priori plus intéressanttiliSer les prétraitements sur les boues
secondaires plus lentement biodégradables (Casteie 2010)..

L’action attendue des prétraitements sur les pes@d digestion est soit une augmentation
des vitesses soit une augmentation de la bioddgtaéaintrinseque (augmentation du
rendement de production de biogaz et réductioragedduction de boues) conduisant ainsi a
une augmentation de la productivité de la digestion

Différents paramétres peuvent étre utilisés pousures I'efficacité de la désintégration des
boues. Ces parametres se répartissent en troigoda®: les parameétres chimiques (i.e.,
augmentation de matiere organique ou minérale dmnshase soluble), physiques (i.e.,

modification de la taille des particules), et bgifjues (i.e., lyse cellulaire).
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Dans cette étude bibliographique, nous nous sompafculierement intéressés aux
modifications des propriétés chimiques, physigbespgiques et aussi aux modifications de
la spéciation des métaux induites par le prétraitem

2.3.1. La sonication

2.3.1.1. Principe

La sonication est I'un des procédés de désintégrdé plus utilisé pour favoriser I'étape
d’hydrolyse lors de la stabilisation des boues. uksasons induisent (notamment a faible
fréquence) la formation de bulles de cavitationsdenphase liquide. Ces bulles grossissent
puis éclatent brutalement lorsqu’elles atteignem taille critique. Ce phénomeéne a pour
conséguence une augmentation locale de la tempgratwde la pression a l'interface gaz-
liquide ainsi que de la turbulence et des conteairde cisaillement élevées dans la phase
liquide (Khanalet al, 2007). Dans ces conditions extrémes, des espwogantes tres
réactives (radicaux OH ; HO H) et du péroxyde d’hydrogene sont formés. Lsirdégration
des boues suite a un traitement par sonicatiorit sknac liée a 3 phénomenes : les forces de
cisaillement, la décomposition thermique des sulgst® volatiles hydrophobes des boues, et
I'effet oxydant des radicaux générés (Wat@l, 2005 ; Bougrieet al, 2005). Les données
de la littérature indiquent que le traitement pliragon est efficace sur la solubilisation des
boues activées lorsqu’il est utilisé dans des d¢mmd de faible fréquence (20 kHz-40 Hz)
(Carréreet al, 2010) et de forte intensité (Goneeal, 2003 ; Salsabil, 2009 ; Zhaeg al,
2009).

Lors d'un traitement par ultrasons la dose appkqpéut s’exprimer sous la forme de
I'énergie spécifique ES définie comme I'énergie asSaire par kg de boues (exprimées en
matieres seches) pour atteindre un certain degredmtégration. L'énergie spécifique est
fonction de la puissance des ultrasons, de la ddeé&a sonication, du volume de boues

soniguées et de la concentration en matieres sdamsda boue (équation 1).

Pxt

TV x[MS] Eq.1

Avec :
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Es I'énergie spécifigue en kW/kgMS, P la puissaerekW, t la durée de la sonication en
secondes, V le volume des boues en L, [MS] la qunaton en matiéres séches en kg/L.

2.3.1.2. Modifications des propriétés des bouegggonication

=>»Modification des propriétés chimiques de la boue

Le traitement par ultrasons induit une solubilatide la matiére organique (protéines,
sucres, substances humiques «like » des flocbodes activées (Gonzet al, 2003 ;
Bougrier, 2005 ; Laurent, 2009) (tableau 1-12). nieeau de solubilisation reflete alors
I'efficacité du traitement. Il est proportionnel yroune énergie spécifique donnée a la
concentration des boues (Goreteal, 2003). La fréquence de travail est aussi unrpena

important : la désintégration est plus efficace basses frequences (Thietal, 2001).

Il existe un seuil énergétique entre 1000 et 16 ROGkgMS permettant d’obtenir une
solubilisation des boues dépendant notamment derleentration des boues (Carreteal,
2010). La plupart du temps l'efficacité de la sdlightion est mesurée par la concentration de

la DCO dans la phase soluble selon I'équation 2.

Composg - composés>< 100
Composg —composes Eq.2

Solubilisdion ,,,,{%) =

Avec :

-solubilisation composé : taux de solubilisationcdmposé (%)
-ccomposeg : concentration dans la fraction soluble aprésetreent (mg/L)
-compose: concentration initiale dans la fraction soluftey/L)

-COmposg : concentration totale initiale (mg/L)

Khanal et al (2007) observent une relation linéaire entre dhulslisation de la DCO et
'énergie spécifique jusqu'a 35 000 kJ/kg MS, aladda solubilisation n’est plus
significativement améliorée. Pour Salsabil (2008), est possible d’améliorer
significativement la solubilisation jusqu’'a des éssde 100 000 kJ/kg TS. Suite a un
traitement par ultrasons, les différentes étudeatrant que I'on observe une augmentation
des concentrations en protéines, DCO, substancdgpdehumique, et polysaccharides en
solution. L'ordre de solubilisation généralementsatyé pour des gammes de traitement

allant jusqua 200000 kJ/kgMS est le suivant: stabces type humique>
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protéines>polysaccharides (Lauregit al, 2009b ; Salsabiet al, 2009 ; Bougrieret al,
2005). Compte tenu de cet ordre de solubilisatmmatériel solubilisé serait donc fortement
extracellulaire.

L’efficacité de la solubilisation peut aussi étrealéiée par le degré de désintégration qui
permet une meilleure comparaison des résultatsifterethtes études (Bougrier 2005). Le

degré de désintégration (DD) est calculé selorubgiqn 3:

DCO, - DCO,,
DCO,,,., - DCO,,

SNAOH

DD (%)= x100 Eqg. 3

Avec DD le degré de désintégration, Dgl@ DCO soluble de I'échantillon traité (mg0),
DCOg la DCO soluble de I'échantillon non traitée (mgl), DCOyaon la DCO soluble de
I'échantillon désintégré a la soude (24h, 1 M) (@oet al, 2003) (désintégration supposee
totale) (mg Q/L).

Tableau 1-12. Solubilisation de la matiére organique suite a un traitement par ultrasons

Type de boues Dpse de Solubilisation Référence
traitement
Boues F=41kHz DD DCO =23,7% Thienet al.,
secondaires T =150 min 2001
(CAS)
Boues F =20 kHz 18 % pour la DCO Kinet al, 2003
secondaires T =120 min
(CAS) 38 gMS/L
Boues F =20 kHz DD DCO : 9-20 % Gonzet al,
secondaires P=260W 2003
(CAS) 1.2-3.2 T =20 min
gMS/L
Boues 40 000 kJ/kg DD DCO 12 % Rat al, 2004
secondaires
(CAS) 4.8
gMS/kg
Boues SBR F =20 kHz DD DCO 45 % Wanet al.,
| = 230 W/cnt 2005
Boues F =205 kHz Relargage protéines et Searset al, 2005
secondaires | = 1000 W/L polysaccharides
(CAS) T=5min
Boues P=225W DCO : 32 % de solubilisation  Bougrieret al,
secondaires F =20 kHz Azote organique : 40 % 2005
épaissies 18 Es = 15 000
gMS/L kJ/kg MS
Boues P=1000W 30 % d’augmentation de la DCO Dewil et al,
industrielles 8 F =205 kHz soluble 2006
gMS/L T=5min
Boues mixtes F=25kHz 609 % d’augmentation deC® Zhangget al,
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Type de boues Dpse de Solubilisation Référence
traitement
I =0.5W/mL soluble 2007
T =30 min 560 % d’augmentation des

protéines en solution
1640 % d’augmentation des
acides nucléiques

Boues P=60W Solubilisation DCO 10 % Salsabilet al,
secondaires F=20kHz Solubilisation azote total : 19,6 %, 2009
épaissies 17,8 Es =108 000 Solubilisation du phosphore total :

gMS/L kJ/kgMS 12 %
DD DCO 47 %
Boues activees4 EsdeOa Solubilisation DCO : 22,4 % Laurentet al
gMS/L 163 300 Solubilisation protéines : 42,6 %, 2009b
kJ/kgMS Solubilisation substances type

humique : 62 %
Solubilisation polysaccharides :
14.7 %
Solubilisation MES : 39,9 %

Les ultrasons provoquent une solubilisation de #iére organiqgue mais aussi de la matiere
minérale des boues (Bougriet al, 2005 ; Laurentet al, 2009b) dans une plus faible

proportion. Le traitement par ultrasons généremaotant le relargage d’espéces ioniques en
solution (Laurent, 2009) et en particulier d’'ionsopphate, calcium et magnésium, agent

pontant de la structure du floc.

= Modification des propriétés physico-chimiques de l&doue

Les travaux de Laurent (2009) montrent que le dnaéint par ultrasons provoque une
modification des propriétés chimiques des phaséshies et particulaires des boues. La
sonication induit une diminution du caractere hydhabe des boues, une Iégére diminution de
la capacité d’échange cationique mais ne modifge gp@nificativement la valeur du pH. La
capacité d’échange protonique diminue dans la ppaticulaire alors qu’elle augmente dans
la phase soluble avec la dose de traitement. tadidih des phases montre une diminution des
pKa associés aux fonctions protéines et substagpeshumique dans la phase particulaire
(ce qui est homogéne avec l'ordre de solubilisatetrune augmentation des groupements liés

aux fonctions amines et hydroxyles dans la phalsileo(figure 1-7).
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6172 | 9210
6172 | <l
6172 | 9.2-10
9.2-10
6.1-7.2 9.2-10
0% 20% 40% 60% 80% 100%
% sites
W 2.7-3.2 - phosphoric/carboxyl M 4.9-5.4 - carboxyl L1 6.1-7.2 - phosphoric
H 3.4-8.8 - amine/hydroxyl 0 9.2-10 - amine/hydroxyl
(b)
163253“ 6.87.1 | 8.0-9.8
98941 6.871 | 8.0-9.8
2 |
k=)
S 4071 6.8-7.1 | 8.0-9.8
g N
24735 | 8098
ol 6871 | 8.0-9.8
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Figure 1-7. Abondance relative des quatre types de sites associés a leur pKa pour (a) la fraction
particulaire (flocs) et (b) la phase soluble de boues soniquées. La contribution relative de groupements
de type carboxyle augmente considérablement a la surface des flocs (Laurent, 2009).

Le traitement par ultrasons induit une altératimmificative des caractéristiques des boues :
diminution de la taille des flocs, et donc une aagtation de la surface spécifique,
modification du contenu en eau, de la porosité.doetc altere les propriétés de décantation et
de filtrabilité. La sonication conduirait selon l&sultats de la littérature a une diminution de
la taille des flocs (Bougriegt al, 2005 ; Gonzest al, 2003 ; Laurenet al, 2009) et a une

meilleure décantabilité (diminution de I'indice M®hliman) (Laurenet al, 2009).
=»Modification des propriétés biologiques : lyse callaire

La sonication est utilisée depuis des années pougcupération du matériel intracellulaire en
culture pure (Khanatt al, 2007). Les données de la littérature concerlahtse cellulaire
sont contradictoires. Selon certains auteurs, iécation induirait une destruction des cellules
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bactériennes (Chwet al, 2002): les fortes températures et pressionsiraiént une
décomposition des lipides de la membrane cytoplaseipermettant le relargage du matériel
intracellulaire (Wanget al, 2005). Enfin, selon Khanakt al (2007) la sonication
provoquerait a la fois la scission de certainescroraolécules en molécules de taille plus
faible et la lyse des cellules bactériennes. Cegretndl existe peu de données tangibles
permettant de valider cette derniére suppositioniesiflocs de boues activées. De maniére
originale, Salsabilet al (2009) ont étudié la perte d'intégrité membramaduite & un
traitement par ultrasons par cytométrie en flux.sbaication de boues activées a différentes
energies spécifiques (3600, 31500 et 108000 kJ/RgVeSpas induit de perte de l'intégrité
membranaire et la proportion de cellules intact¢sestée constante, ce qui tendrait & prouver
gue la matiére organique solubilisée lors du tnadétet est issue de la désintégration du floc et
des PEC associés plutét qu’'a la lyse des cellidetgghiennes. Ces mesures confirment aussi
les résultats de Yat al (2008) selon lesquels les ultrasons permettedésructuration des
flocs et le passage des PEC de couches interngesdgsrcouches externes résultant en une
augmentation des concentrations dans la phaselsoRiur Liet al (2009) la lyse démarre
seulement quand le degré de désintégration déegaske Ainsi, il est nécessaire de mettre en
ceuvre une certaine énergie pour aboutir a la lgsecdllules (Foladoegt al.,, 2007 ; Prorogt

al., 2008).

= Modifications des activités enzymatiques

La sonication est un procédé utilisé a la base poduire la libération des enzymes
intracellulaires (alcool déshydrogénase, malate hytfregénase, glucose-6 phosphate
déshydrogénase, L-lactic déshydrogenase, phosphaliadine et beta galactosidase) et donc
générer la lyse de ces mémes cellules (Ozdell, 2000). Ozbek et Ulgen, (2000) ont
démontré toutefois que la sonication était préjiattie a I'activité de certaines enzymes
commerciales. Yuet al (2008) observent au contraire une intensificatom I'activité
enzymatique suite au traitement par ultrasons gatune inactivation), ce qui est en accord
avec les résultats de Gronroes al. (2005) selon lesquels a partir du moment ou la
température est contrdlée pendant le traitementiip@sons, il n'y a pas d’inactivation des

enzymes.

Il apparait donc que le traitement par ultrasons ey libérant les activités enzymatiques
(notamment activité amylase) plutét que sur I'hyglse directe des protéines (Yat al,
2008 ; Cadoreet al, 2002). Les résultats de Yai al (2008) vont dans ce sens et montrent
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gu'un traitement par ultrasons permet le passage m®téines, sucres et enzymes
extracellulaires de l'intérieur du floc vers deses extérieures ce qui conduit in fine & une
intensification des activités enzymatiques et ddeda digestion aérobie. La majeure partie
de l'activité enzymatique se situe dans la strgctaterne du floc avant le traitement. Selon
cette étude les activités enzymatiques varient, @& 16,3 pmol/min/gMVS. Les activités de
I'a-amylase, l'alkaline phosphatase et l'acide phosgs®a sont plus élevées (> 10
pKmol/min/gMVS) que les activités protéaseneglucosidase. Puis, lorsque I'on applique des
doses croissantes d’ultrasons, la quantité de gwetédb-amylase et di-glucosidase
augmente dans le surnageant. La quantiiéadylase relarguée dans le surnageant augmente
plus rapidement que celles des deux autres enzylesce qui concerne l'alkaline
phosphatase et I'acide phosphatase leur relargayeld phase soluble avec le traitement par
ultrasons est moins évident. Cadogétal (2002) démontrent aussi que la situation dans le
floc des protéases et desamylase est différente. Ainsi, le traitement pénrasons induit une
désintégration des flocs (déflocculation) et lestgines et les sucres jusque la protégés de
'attaque enzymatique deviennent plus disponibtas jattaque enzymatique. Finalement, la

dégradation est acceélérée, et la durée de la tiggstut étre réduite.

= Modifications de la spéciation des métaux
Potentiel de relargage :

Le traitement par ultrasons induit une modificato®s propriétés chimiques, physiques de la
boue et, par conséquent, a une modification degémiation des especes métalliques. Les
données de la littérature montrent que lors dudméale sonication les éléments métalliques
sont dans un premier temps relargués dans la phsslkeible » et les concentrations dans le
gateau de filtration sont réduites de maniere ingmde (Kimet al, 2004). D’autres études
montrent que ce relargage est suivi d’une réaccatiounl dans des proportions significatives
(Commenges-Bernole et Marguerie, 2009). Laurei®Q92 montre que lorsque I'on applique
des énergies croissantes a une boue activée,Mee @st relargué dans la phase soluble, par
contre les concentrations en cadmium dans cetteen@rase sont restées en dessous des

seuils de détection.
Potentiel de sorption :

La modification des propriétés physiques et chiragydes boues est susceptible d’influer sur

les propriétés de rétention des micropolluant@mment des espéces métalliques lorsqu’ils
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sont rajoutés dans la boue aprés traitement. ha@@09 montre que la sonication de boues
activées conduit a une nette augmentation de lacitépdes boues a accumuler le cadmium
(due a l'augmentation de la surface spécifique lat@récipitation avec les ions phosphates).
Le cuivre a plutdét tendance a se complexer avemadiere organique dissoute lors du

traitement (solubilité apparente), la sorptionlesrboues ne devient significative que lorsque
la capacité de complexation en phase aqueusetastesaDe méme, Commenges-Bernole et
Marguerie (2008) démontrent qu’un traitement p&rasbns augmente de 45% la capacité de
fixation des métaux par les boues, du fait d'urggrueturation des boues qui rend accessible

les sites de fixation.

A ce jour, il nexiste pas de données dans laréttée permettant de savoir si un

prétraitement par ultrasons va rendre les bouesgansibles aux micropolluants métalliques.

2.3.1.3. Amélioration des performances de réductim boue en amont d'une
digestion

Il existe des exemples d’application de prétraiteimpar ultrasons en amont d’'une digestion

anaeérobie a I'échelle industrielle et notammenAlkemagne (Neist al, 2008).

Le prétraitement par ultrasons induit une amélionades performances de réduction de
boues par 1) la solubilisation de la matiere orga@iparticulaire 2) la lyse cellulaire et donc
une réduction de boues intrinseques (Salsthill, 2009 ; Salsabiét al, 2010 ; Yuet al,
2008). Les performances de la sonication sont ds gbuvent exprimées par rapport a la
solubilisation de la matiere en terme de DCO, pigbkarides....Cependant, il est bon de
s’intéresser a la réduction de boue induite patrdgement lui-méme et représenté par le
parametre de solubilisation des matieres séchee®umatiéres volatiles (Salsagilal 2010,
Erdenet al, 2010). Peu d’auteurs prennent en compte larpkative du prétraitement dans la
réduction de boue en amont d’'une digestion aérabianaérobie. Pourtant cette part s’avere

non neégligeable dans la performance globale.

Cette réduction de boue intrinseque au prétraitemegmésente, dans le cas des ultrasons, une
proportion non négligeable dans la réduction deebglobale induite par ce type de
prétraitement et peut représenter jusqu’a 53,5% déduction de boue totale (Salsadilal.,
2010).
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Le prétraitement des boues par ultrasons permendliarer les digestions aérobie et
anaérobie en termes de réduction de la productiobalies (tableau 1-13). Cependant les

aspects mécanistiques de cette amélioration sominplétement élucidés.
=»Digestion aérobie :
Le traitement par ultrasons pourrait agir :

» sur l'accessibilité des enzymes et du substraty poi et al (2008), le prétraitement par
ultrasons permet d’augmenter les activités enzyjuas en les « libérant » de la structure
du floc (ce qui constitue un facteur limitant derlefficacité). Pour Proradt al. (2008) le
traitement par ultrasons ne permettrait pas d’arélila biodégradabilité intrinséque des

boues mais favorise I'accessibilité a la matiergraéable.

* sur les vitesses de dégradation, Chagal (2011) montrent qu’'un traitement par
ultrasons (397 kJ/gMS) en amont d’'une digesti@mttophile aérobie permet de réduire
la durée de la digestion de 15 jours a 3 jours poutaux d’élimination des matieres

volatiles de 55 %.
e sur I'amélioration de la biodégradabilité intrinsecdes boues

En conclusion, l'effet des ultrasons se situerdilspau niveau de I'amélioration de
'accessibilité de la matiere et donc de l'accéléra des vitesses plus qu'au niveau de

'augmentation de la biodégradabilité intrinseque.
=»Digestion anaérobie :

L'utilisation de la sonication en amont d’'une dif@s anaérobie permet 1) une augmentation
de la production de biogaz lors de la digestionu@ter et al, 2005 ; Neiset al, 2000 ;
Zhanget al, 2007) et 2) une réduction de la durée de lastigge de 20 j a 8 j (Zhanet al,
2007). La sonication induisant une diminution déaile des flocs, favorise I'’hydrolyse (Neis
et al, 2000), I'étape d'acidogénese peut ainsi démadieectement puis I'étape de
méthanogénese (Quarmbyal, 1999). Ainsi, I'amélioration de la digestion @nabie serait
due a une meilleure accessibilité de la matierardggie plutdét qu’'a une réelle augmentation
de la biodégradabilité intrinséque (Prorot, 20@alsabilet al 2009). Cependant, d’autres
auteurs pensent qu’au contraire les ultrasons sedti une augmentation réelle de la

biodégradabilité de la matiere organique solulelig@ugrier, 2005).
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Un bon compromis entre amélioration de l'efficaci#eperformances énergétiques semble
étre atteint pour les énergies spécifiques augralk solubilisation (i.e., entre 1000 et 16 000
kJ /kgMS). L’'amélioration de la production de biagarie de 24 % a 40 % en batch et de 10

a 45 % en réacteur continu et semi-continu (Careéra., 2010). Salsabil (2008) montrent

une amelioration de 35 % de production de biogar poe dose de 200 000 kj/kgMS.

Tableau 1-13. Amélioration des performances des digestions aérobies et anaérobies par un
prétraitement aux ultrasons. (En partie de Carrére et al., 2010)

Prétraitement US

Amélioration
digestion aérobie

Amélioration digestion

S Référence
anaérobie

Durée : 10 min
Densité : 3 kW/ L
Fréq : 20 kHz

Réduction MES :
42,7% (dt 11.8 %
du au preé-
traitement lui-
méme) contre
20,9% pour le
témoin

Durée digestion :
10,5

Yu et al 2008

9690 Kj/kgMS

Réduction MO:
36 % contre
22,75 % pour le
témoin Réacteur
Fed batch 30 j

Erdenet al, 2010

108 000 kJ /kgTS
Ponctuel

Réduction MVS :  Réduction MVS : 73,6% Salsabilet al, 2009
61,3% pour le test pour le test contre 38,5%

contre 39,3% pour pour le control

le control Mode batch

Mode batch

200 000 kJ /kgTS
Ponctuel

Réduction MES :
76 % pour le test
contre 57 % pour

Réduction MVS : 86,2% Salsabilet al, 2010
pour le test contre 72 %
pour le control

le control Mode batch
Mode batch
397 Kj/gMS Fed batch, 60-65°C Changet al, 2011
Réduction MVS :
55% (3j) 71% (15))
31 kHz Continu, Tiehmet al, 1997
3,6 kW, 64 s Augmentation de

Boues mixtes

TRH: 22 jours 37 °C

I’élimination de VS de
45,896 a 50,3% (+9 %)

9 kHz

200 W, 30 min
Boues mixtes
(25 g MS LY

11 jours a 36 °C

Batch, L’augmentation Wanget al, 1999
de la production de CH

de 21Ga

345 mL g* VS, (+64%)
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TRH: 8 jours 37 °C
41 kHz -150 min

Boues activées (SRT:

16 jours)

Semi-continu,
Augmentation de

I’élimination de VS de
21.596 a 33,7% (+36 %)

Tiehmet al, 2001

Boues activées

100 jours 35 °C
(9,38 g MS Y

20 kHz

0,33 W mL?%, 20 min

Batch,
Augmentation de la
production de Ckide
143 4292 g kg* TS,
(+104 %)

Chuet al, 2002

Boues activées
33 jours 37 °C
(54 g MS Y
20 kHz

200 W, 30 min

Batch,
Augmentation de la
production de biogaz
(+138 %)

Onyecheet al, 2002

Boues mixtes28 jours
35°C

20 kHz

180 W, 60 s

Batch,
Augmentation de la
production de biogaz
(+24 %)

Bienet al, 2004

Boues activées16
jours 35-37 °C
(27 g MS Y

20 kHz, 7000 and
15000 kJ kg'MS

Batch,
Augmentation de la
production de biogaz
(+40 %)

Bougrieret al, 2005

Boues activées
TRH: 20 jours
5000 kJ kg' MS

Semi-continu
Augmentation de la
production de biogaz
(+36 %)

Bragugliaet al, 2008

Boues activées

50 jours 37 °C
(17,1 gMS [}

20 kHz

108000 kJ kg' MS

Batch,
Augmentation de la
production de biogaz
(+84 %)

Salsabilet al, 2009

Boues activées

35 jours 36 °C
(2,14%MS)

20 kHz

9690 kJ kg* TS

Batch,
Augmentation de la
production de biogaz
(+44 %)

Erden et Filibeli,
2009

Boues activées

Batch, Augmentation de Perez-Elvireet al,

30 kWh m?® la production de biogaz 2009
(+42 %)
Boues activées Continu, Perez-Elvireet al,
TRH: 20 jours Augmentation de la 2009
30 kWh m?® production de biogaz

(+37 %)
Augmentation de
I'élimination de VS
(+25 %)
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Sonication de 25 % Augmentation de la Neiset al, 2009
de boues activées des production de biogaz

STEP de 330000 (+30 %)

EqH

TRH: 22.5, 29-33 °C Digesteur de forme Xie et al, 2007
Boues mixtes (1.5% ovoide 5000 m

MVS) Augmentation de la

=2
20 kHz W cm*, 1,5 production de biogaz

(+45 %)

A : rendement de la digestion aérobie sans prétnaint

2.3.2. Le traitement thermique

2.3.2.1. Principe

Le traitement thermique des boues est utilisé degeiinombreuses années pour I'amélioration
de la déshydratabilité des boues : il permet deiréde contenu en eau libre et en eau liée dans
les boues par déstructuration des flocs et lyselaieé (Neyens et Bayens, 2003).

Dans le contexte de l'utilisation de la tempéraomme facteur d’amélioration des digestions
aérobies ou anaérobies différentes stratégies peétre envisagées : a) I'utilisation de basses
températures (55 °C, 60-70 °C, 90 °C) et b) I'saifion de hautes températures (>100 °C).

Les traitements thermiques basses températureseagien favorisant I'étape d’hydrolyse lors
d'une phase assez longue de traitement aérobie maéra@bie notamment par le
développement d'une flore thermotolérante du geBaeillus connue pour sa capacité a
sécréter des protéases (Carréral 2010). Les traitements thermiques haute temm&rat
permettent eux la désagrégation de la structurdloes et le relargage de I'eau liée ce qui

conduit a une solubilisation importante de la beua une amélioration de sa déshydratabilité.

2.3.2.2. Modification des propriétés des boues

=» Modification des propriétés chimiques des boues

Les performances de solubilisation (tableau 1-l1dpeddent plus de la température de
traitement que de sa durée (Salsabil, 2008) et kéms a la fois a la désorption, a la
déstructuration du floc (Paet al, 2006) et a la lyse cellulaire (Prorot, 2008) Wssbasses
températures. Le traitement thermique agit pargoeinent sur la solubilisation de la matiere
organique plus que sur la matiere minérale (Bougeieal, 2008). Pour des températures
inférieures a 75°C, 'ordre de solubilisation dematiere organique est le suivant : substances

humiques>protéines>polysaccharides, et au-dela5d&C9ce sont les protéines qui sont les
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plus solubilisées (Laurent, 2009, Bougrral, 2008). Pour les plus faibles températures, la
déstructuration des flocs induirait principaleménsolubilisation des PEC (substances type
humique principalement), pour des températures @legées la lyse cellulaire induirait le
relargage de protéines (Bougredral,, 2008).

Tableau 1-14. Effets du traitement thermique sur la solubilisation des boues

Type de Température Temps de

. . Solubilisation Référence
boues de traitement traitement
Boues 170 °C 1h (TSH =5j) - Augmentation de Liet Noike,
activées 15 I'abattement de la DCO 1992
gDCOI/L de 30 % a 60 %
- Augmentation
d’abattement de Ila
matiére organique de
30 % a 60 %
- Augmentation du
volume de biogaz de
100 % (composition
non précisée)
Boues mixtes 130 °C 60 min Solubilisation de la Carballaet
70 % TSH = 20j DCO de 60 % al., 2004
primaires
30 %
secondaires
Boues 170 °C 60 min Solubilisation de la Valoetal,
activées DCO de 57 % 2004
17gMS/L
Boues 20°Ca 120 min - Solubilisation Laurent, 2009
activées 4 120°C substances type
gMS/L humique>protéines,
>polysaccharides
- 28 % de solubilisation
des MES

Le traitement thermique conduit également a la pecdn de composés réfractaires comme
la mélanoidine (Dwyert al, 2008), produit dans les dernieres étapes detdation de
Maillard (réaction entre les protéines et les patgharides). A haute température, on observe

aussi des réactions de caramélisation (entre pmiisaides) (Bougrieet al, 2008).
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Les données concernant les modifications des pte&srichimiques lors d'un traitement
thermique ont été développées par Laurent (2008)u& 1-8). Lors d’'un traitement
thermique entre 20 et 120 °C, le caractére hydrophdiminue mais de maniére moins
importante que lors de la sonication ou de l'ozimmatprocédés qui eux induisent une
destructuration des flocs. La capacité d’échangerigque des boues augmente jusqu'a 75 °C
puis diminue. Le traitement thermique n’induit missmodification du pH des boues traitées.
Lorsque la température augmente, la capacité dgghaprotonique totale diminue
(probablement en conséquence de réarrangementsculailés, réaction de maillard
notamment). Dans le méme temps, la capacité d’'@ehamnotonique de la phase soluble
augmente, conséquence directe de la solubilisateota matiére. Lorsque la température
dépasse 75 °C, on observe I'apparition d’'une fomctihimique supplémentaire dans la phase
particulaire des boues qui correspond aux groupedrosphoriques potentiellement rendus
accessibles par la déstructuration du floc. Au-del&5 °C, on observe dans la phase soluble
des boues traitées une augmentation de la contnibrelative des pKa associés a la fonction

amine et/ou hydroxyle), qui concorde avec un fauxtde solubilisation des protéines.

(a) (b)

120 120
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45 45

20 20
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0% 20% 40% 50% 80% 100% 0% 20% 40% 60% 80% 100%
% sites a la surface des flocs % sites dans la fraction soluble

[[] pKa 9.5310.08 - amine/hydroxyle [l pKa 7.79-8.65 - amine/hydroxyle [[] pKa 9.38-10.02 - amine/hydroxyle [l pKa 7.79-8.65 - amine/hydroxyle
[] pKa 6.29-8.90 - phosphorique W pKa 4.55-4.95 - carboxyle [] pKa 6.52-7.19 - phosphorique W pKa 3.81-5.26 - carboxyle

Figure 1-8. Contributions relatives des types de sites associés a leur pKa pour (a) la fraction
particulaire (flocs) et (b) la phase aqueuse de boues traitées thermiquement. La répartition des
différents groupements évolue de maniére significative (Laurent, 2009).

=»Modification des propriétés physiques de la boue

A basse température (<45 °C), le traitement thammiénduit une défloculation et une
moindre stabilité des flocs du fait de leur dedtrtation et de la désorption des PEC (Raul

al., 2006). Les propriétés de surface sont modifides flocs sont plus électronégatifs et
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moins hydrophobes. Cependant, la taille des fléest pas significativement affectée (Patil
al., 2006).

Au-dela de 45 °C, on observe une diminution drastide la taille des flocs de 653 a 178
pn?, diminution qui évolue avec la température de gx@nplus modérée (Laurent, 2009). Le
traitement thermique ne provoquerait pas réellerapatdésintégration de la structure du floc

mais seulement une défloculation des grosses pkesi¢Laurent, 2009 ; Paet al, 2006).

=>Modifications des propriétés biologiques de la boue
Lyse cellulaire

La solubilisation importante des protéines en dra@nt thermique laisse supposer une lyse
cellulaire mise en évidence dés 80 °C pour Pr¢20608) et dés 60 °C pour Yanal, (2008).

Selon les données de la littérature, le traitenteetmique permet la destruction de la paroi
cellulaire et le relargage de protéines (NeyerBagtens, 2003) démontrée et confirmée par

Prorot (2008) par la technique de cytométrie er.flu

Activités enzymatiques

Les activités enzymatiques peuvent étre affectéeslg température. Selon Dumes al
(2010), des conditions aérobies thermophiles (6% gé€nérent une augmentation de la
dégradation de la matiére organique attribuée rdehisification de I'activité hydrolytique.
L’étape aerobie thermophile permet selon Hasegetwa (2000) le développement d’'une
flore particuliére appartenant au geBacillus Ces bactéries sont connues pour excréter des

protéases et peuvent survivre a des conditiong@inias thermophiles.

= Modifications de la rétention des métaux

Potentiel de relargageAu cours du traitement thermique, le cuivreretdrgué dans la phase

soluble de maniére croissante jusqu'a 75 °C puioiEsante ensuite. Aucune variation
significative du contenu en cadmium dans la phadabk n'a été observée pour des
températures variant de 20 °C a 120 °C (Laurem@9R0Pour des faibles températures de
traitement (30 °C a 45 °C), Morgan-Sagatsume etmA{R005) ont observé le relargage d’Al,
Mn, Ba, Fe, Zn et Ti.
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Potentiel de sorption Pour des températures croissantes (20 a 120 l&Cjneilleure

disponibilité des sites de surfaces est contrebé@mar une diminution de la quantité des
sites disponibles pour la fixation des métaux (eatr2009). Le traitement thermique conduit
a une augmentation, puis a une diminution de laa#pde rétention du cadmium en fonction
de la température sans pour autant modifier lestaates d’affinité. Pour les températures
inférieures a 95 °C, la rétention du cadmium augmedn fait de 'augmentation de la surface
spécifique (liée a la diminution de la taille dé&xc$) et 'augmentation de la concentration en
ions PQ" qui favorisent la précipitation. Pour des tempéex plus élevées, la diminution du

nombre total de sites de fixations disponiblesiajue la diminution de la concentration en
ions orthophosphates conduisent a une diminutiofadmpacité de rétention du cadmium.
Dés 45 °C, la rétention du cuivre dans les boudsliestée pour des concentrations

inférieures a 300 pg/L par I'affinité de cet éléinavec la matiére organique solubilisée.

2.3.2.3. Amélioration des performances de digestion

Les données de la littérature indiquent qu’il exigh seuil de température au-dela duquel on
observe clairement une amélioration de la biodé&diité intrinseque des boues (autour de
150 °C) (Bougrieret al, 2008 ; Dohanyo®t al; 2004). Pour des températures comprises
entre 90° C et 200 °C Bougrieet al (2007) montrent qu’il existe un lien entre la

solubilisation de la DCO induite par le prétraitermet 'augmentation de la biodégradabilité.

a) Letraitement thermique a bassestempératures:

Le traitement thermique basses température peeatréalisé 1) en continu en conditions
thermophiles ou hyper-thermophiles en aérobie oarex@robie (on parle alors de digestion
aérobie thermophile, procédé ATAD) (Dumetsal, 2010), ou 2) peut étre réalisé en une
étape plus ou moins longue en amont de la dige¢Gamrereet al, 2010). L'utilisation des
basses températures semble un bon compromis éeffigeeité (Paukt al, 2006 ; Dumast

al., 2010 ; Hénet al, 2010).

En discontinu Selon Paulet al (2006), un traitement thermique a basses tempésat
permet d’augmenter la vitesse de dégradation adealéére organique biodégradable suite a
une désorption de molécules organiques liée adaubturation des flocs (Prorot, 2008) Pour
Salsabil et al (2010) au contraire, la mise en ceuvre de prémmahts batch basses

températures (40 °C, 60 °C, 90 °C pendant 60 msjue:n amont d’'une digestion anaérobie
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permettent d’améliorer les rendements de la proglucte biogaz (par rapport au témoin non
traité) de 18 % et 23 % pour les 2 températurest8® °C. En aérobie et en anaérobie, la
réduction de boue augmente avec la températumaitenent (tableau 1-15). Cependant dans
cette étude les prétraitements thermiques bassggtature restent moins efficaces que les

prétraitements par ultrasons ou par ozonation §8aist al, 2010).

En continu. D’autres auteurs en revanche démontrent que lidation des basses
températures peut conduire a une amelioration detEegradabilité a condition d’augmenter
les temps de contact par rapport aux procédés hemigérature. La mise en place d’'un pré-
traitement aérobie ou anaérobie thermophile (55 d€)hyper-thermophile (60-70 °C) en
amont d'une digestion anaérobie permet d’amélideerdigestion anaérobie de boues
primaires et secondaires (Carré@eal, 2010). Selon Dumast al. (2010), une digestion
aérobie thermophile (65 °C) en amont d’'une digestinaérobie mésophile (35 °C) permet
d’augmenter la biodégradabilité intrinseque desebode 20 a 40 % et I'élimination de la
DCO de 30 %. Les conditions thermophiles généraptaugmentation de la dégradation de
la matiére organique attribuée a lintensificatide I'activité hydrolytique. L'étape aérobie
thermophile permet selon Hasegagtaal (2000) le développement d’une flore particuliére
appartenant au geniacillus Ces bactéries sont connues pour excréter desages et
peuvent survivre a des conditions anaérobies thahites.

Tableau 1-15. Amélioration des performances de la digestion aérobie et anaérobie suite a un
prétraitement thermigue basse température

. Ameélioration Améliorgtion A
Mode de mise en oeuvre di . N digestion Référence
igestion aérobie AR
anaerobie
Traitement basse Continu 50,4 % Liu et al, 2010
température d’élimination des
55 °C procédé MVS apres 264 h
ATAD de traitement
ATAD 55 °C Continu 24h de traitement Jainet al,, 2010
60 °C Elimination de
21 % des MS,
27 % de la MO,
27 % des MES ;
33 % des MVS
Digestion Continu 180j Elimination des Dumaset al,
aérobie chauffée d’expérimentation MVS de 61 % 2010
continue hyper Amélioration de  contre 44 % pour
thermophile 30 % de la une digestion
(65 °C) biodégradabilité de anaérobie seule
la DCO
40 °C, 1h Batch 62,5 % 69,5 % Salsatibl,
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d’élimination des d’élimination des 2010
MES contre 59 % MES contre 66 %
pour le témoin pour le témoin

Batch Batch
60 °C, 1h Batch 65 % 73 % Salsabilet al,
d’élimination des d’élimination des 2010

MES contre 59 % MES contre 66 %
pour le témoin pour le témoin

Batch Batch
90 °C, 1h Batch 68 % 76,5 % Salsabilet al,
d'élimination des d’élimination des 2010

MES contre 59 % MES contre 66 %
pour le témoin pour le témoin
Batch Batch

En conclusion, le bénéfice des basses températésaterait plus dans 'augmentation des
vitesses de dégradation par 'augmentation deiViaEthydrolytique (et donc des temps de
séjour dans le digesteur anaérobie) et par la p#sorde matiere organique suite a la
déstructuration du floc (Pautt al, 2006) que dans l'augmentation intrinseque de la
biodégradabilité. Ainsi, pour étre efficaces lemittments basses températures doivent étre

longs (plusieurs jours).

b) Hautestempératures:

De nombreuses références attestent de l'utilisat@s hautes températures en prétraitement
ponctuel pour 'amélioration de la digestion and&0A notre connaissance, ce prétraitement
n'est pas utilisé en amont d’'une digestion aéroBies différentes études conduisent a une
amélioration de la réduction de la production daebet a une augmentation du volume de
biogas produit. Par ailleurs, la production de ragéhest linéairement corrélée a la DCO
soluble ce qui atteste de l'augmentation intringede la biodégradabilité (Carréee al,
2008). Les traitements hautes températures agisieent a la fois sur 'amélioration de la
biodégradabilité intrinseque et sur l'intensificatide I'étape d’hydrolyse (Carreet al,
2010). Un bon compromis en termes de rendement Isesab situer dans la gamme de
température de 160-180 °C pour un temps de traitede30 a 60 min. Par comparaison aux
traitements basses températures, la durée dunteaiteest courte (tableau 1-16). Au-dela de
cette gamme de température, la biodégradabilitthggtque diminue et cette diminution est

généralement attribuée aux réactions de Maillaiccgnduisent a la formation de composeés
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réfractaires (Bougrieet al, 2008 ; Mulleret al, 2004). Les traitements thermiques hautes
températures en amont d'une digestion anaérobi€rgen quelques inconvénients : une
augmentation de la fraction inerte soluble et usleration de I'effluent de sortie (Dwyet

al., 2008), une possible augmentation de I'inhibitota la digestion anaérobie par les ions
ammonium (NH') (Batsone et al, 2010). Ce type de procédé fait l'objet d'une

commercialisation (Cambi &o0THELYS).

Tableau 1-16. Amélioration des performances de la digestion anaérobie suite a un prétraitement
thermique haute température

conditions de

Substrat ?r%rﬁgls(;ns digestion Résultats Référence
Température) anaerobie
Augmentation de la production
. CSTR, TRH: CHa (+62%)
Boues 175°C 15 jours Solubilisation de la DCO de 40 % Hauget al,
activées 30 min 35 °C Augmentation de la 1978
biodégradabilité (abattement de la
matiére organique de 26 % a 48 %)
Boues 175 °C SSSTI(-)E}STRH: Production de Cil 252 mL ¢*
primaires 30 min 35 JOC DCQ, (pas d'effet)
Boues mixtes 175 °C SSSTI(-)E}STRH: Augmentation de la production
30 min J CH, (+14%)
35°C
Augmentation de la conversion
Boues 175 °C j%itr‘;h' 25 gg Lj E’+C4C2’ (‘;r; Chide 48 % a gy ckey et Mc
., . 0 0
activees 60 min 35°C Augmentation de 'abattement de laCarty, 1978
DCO de 30 % a4 60 %
Augmentation du volume de
biogaz de 108a
~_ 216 mL g* DCQ,, (+100%)
Boues 175 °C %‘E‘rTSR’ TRH:S (composition non précisée) Li et Noike.
activées 60 min J A Aug_rpentatlon_d abattement de la 1992
35°C matiére organique de
30% a 60%
Augmentation de I'abattement de la
DCO de 30 % & 60 %
Boues R , . .
activées 180 °C Batch, 8 jours Augmentation de la productionTanakeet al,
(industrielles) 60 min 37°C CH, (+90 %) 1997
Boues 160 °C STEP 45000  Augmentation de la prooluctiFjordside,
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conditions de

Conditions ) . . fex
Substrat (Temps/ dlge,stlor] Résultats Référence
) anaérobie
Température)
activées PE de biogaz (+60 %) 2001
CSTR, TRH:
15 jours
121 °C CSTR, TRH: Augmentation de la productionBayenbruch et
Boues mixtes 60 min 20 jours de biogas de 35G 420 mL §* kopplow,
36 °C MV, soluble (+20 %) 2003
Boues 121 °C Batch, 7 jours Qu%mentagon?’%%_lgfézguttlonKim etal,
activées 30 min 37°C € plogaz de 2003
m™ boueg, (+32 %)
Boues mixtes 170 °C Batch Augmentation de la productionDohanyoset
digérées 60 s, 0,8 MPa 20 jours de biogaz (+49 %) al., 2004
Augmentation de la production
de biogaz (+45 %)
Batch. 24 augmentation de I'abattement en
Boues 170 °C 'oir(; ’ Matiére organique de Valoet al,
activées 60 min 135 °c 59 % 2004
solubilisation optimale a pH 10 par
I'ajout de KOH
Boues 170 °C S()S?LE};-RH: Augmentation de la production
activées 60 min 35 JOC de CH, de (+61 %)
Fixed film
Boues 175 °C reactor, HRT: Réduction du volume des boues deGrajaet al,
activées 40 min 2.9 jours 65 % 2005
37°C
Boues 170 °C %itéh’ 24 Augmentation de la productionBougrieret
activées 30 min 135 °c de CH, de (+76 %) al., 2006
Boues 170 °C S()S?LE};-RH: Augmentation de la productionBougrieret
activées 30 min " J°c de CH, de (+51%) al., 2006

STEP 100000

. 140 °C, 1 min egH digestion Augmentation de la productionZabranskaet
Boues mixtes

0,6 MPa bi-étage de biogaz de (+18 %) al., 2006
55-53 °C
Boues STEP 62000
activées 160 °C PE Augmentation de I'éliniantion Chauzyet al,
(aération 30 min TRH: 15 jours de MS de de 25 % 45 % 2007
prolongée) 35°C

- 65 -



Chapitre 1

conditions de

Substrat gr%r:gggns dige,stior] Résultats Référence
) anaérobie
Température)

Boues 170 °C Batch Augmentation de la productiongi{gﬁgggzél
activées 30 min, 7 bar de CH, de (+50 %) 2008 N
Boues 170 °C Continu Qg%?gzgt;gzn(f%fgg%/do; ction
activées 30 min, 7 bar TRH: 12 jours

UASB bi-

étage TRH:
Boues 3.8 jours
activées 200 °C 35 °C _ _
(Eaux usées 30 min digestion des Augmentation de la productionYanget al,
d’une 20 MPa liquides aprés de CH, (+15 %) 2010
raffinerie de prétraitement
pétrole brute) (batch 33 jours

sans

prétraitement)
Boues Micro-onde _Batch, 18 Augmentation de la productionEskicogluet
activées 175 °C g’;rz de CH, (+31 %) al., 2009

Diminution de l'intégrité
membranaire des cellules

Boues 80 °C Diminution de l'activité Prorotet al,
activées 5 & 60 min i membranaire 2008

Corrélation entre lyse cellulaire
et solubilisation
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2.4. Conclusion de la deuxieme partie du Chapitre 1

comme la digestion aérobie ou anaérobie, est largentilisée pour réduire la masse to
de boues. Les étapes de digestion aérobie et &madrermettent tout a la fois de réduir

plus difficiles a digérer que les boues primairesffite-Trouque and Forster, 2002 ; Li ahd
Noike, 1992) et nécessitent des temps de digeglimnlongs de I'ordre de 30 a 60 jours.

Pour lever ce goulot d’étranglement, il est possiie mettre en place un certain nombre| de
prétraitements qui ont pour objectifs de facilitaydrolyse des macromolécules et ou la lyse
cellulaire. Les prétraitements permettent d’augeelat biodégradabilité et /ou les cinétigues
de dégradation des boues conduisant a de meillendements de réduction de la productjon
de boues et a une éventuelle diminution du tempségir hydraulique dans les digesteyrs.
Ainsi, 'amélioration de I'étape d’hydrolyse doitévitablement conduire a la réduction d
production de boues. Par ailleurs, pour des raigggismentaires (exigences accrues en terme
de concentrations de sortie en azote conduisamisdages de boues faibles et donc ajdes
guantités de boues produites élevées, exigenceseacaussi en terme de stabilisatior] et
economiques) et pour des raisons économiques (augtiom de la production de méthane,

réduction des temps de séjour dans les méthanjskursise en oeuvre des prétraitementsjsur
la file boue est fortement d’actualité (Carrétal., 2010).

Cependent, au cours de cette étude bibliographigmugs avons montré que ces traitements
étaient susceptibles de modifier les proriétés igjugs, chimiques et biologiques de la boye.

Notamment, les activités enzymatiques, les popuriatimicrobiennes, la rétention des
métaux, se trouvent impactées de maniére non readlig.
L'objectif du travail de thése sera donc d’évaldans quelle mesure, suite a un prétraitemgnt,

la sensibilité des boues a un élément métalliqaegtmium) se trouve modifiée au courside
I'étape de stabilisation biologique.
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1. MATERIELS ET DISPOSITIFS EXPERIMENTAUX

1.1. L’origine des boues

Les boues utilisées au cours de ces travaux pnoergrde la station d’épuration (STEP) de
Limoges d’'une capacité de 285 000 équivalent-hatsitéEH) et traite essentiellement des
effluents d’origine domestique. Elle recoit de neaeidiscontinue (et pour moins de 10% du
volume total entrant) les effluents de I'abattoumtipal. Une image satellite de la station est
présenté Figure 2-1. Les boues ont été prélevéeta saoucle de recirculation, du bassin
d’aération et au niveau du digesteur.

Les boues secondaires :

L'unité de boues activées dans la station d'émuratirésente des temps de rétention
hydraulique (TRH) et des boues de 8 h et 12 joespectivement. Les échantillons de boues
activées, recueillis dans la zone aérobie, avatMBES de I'ordre de 3,5 g/ L.

Figure 2-1. La station d’épuration de Limoges (1, Clarificateur ; 2, Recirculation des boues
secondaires ; 3, Digesteurs) (d’aprés une image satellite google map)

Afin de s’affranchir des effets potentiels de I'umn de leurs caractéristiques dues a un
long stockage, les boues ont été utilisées maxir@dnmheures aprés les prélevements et

conservées a 4 °C avant les expérimentations.
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Tableau 2-1. Les caracteéristigues moyennes des boues utilisées

Taux de matiere DCO totale (mg

MS (g/L) volatile (%) OlL)
Boues du Bassin
d’aération (Clarificateur 3.48 64 2650
n°l)
Boues de c>reC|rcuIat|on 45 68 3483
(n°2)
BOUGS(?\Es()ngeSteur 26.5 72 26500

1.2. Les traitements d’hydrolyse des boues

1.2.1. La sonication

Les boues de recirculation sont traitées grace sonitateur Sonoplus (Bandelin, HD 2200).
Le générateur ultrasonique convertit la tensionesggusqu’a une fréquence ultrasonore de
20 kHz. La sonde utilisée est une sonotrode standlan diamétre de 13mm de diametre. Les
volumes des échantillons a traiter aux ultrasoms de 800 mL (mis dans des béchers de 1
L). La puissance fournie est de 100 W. Afin de mpuwcomparer les résultats avec la
bibliographie, le traitement a l'ultrason est cégasé par I'énergie spécifique fournie (ES).
Cette énergie spécifique est une fonction de Igeeiournie, du volume de I'échantillon, de

sa concentration en matiere seche (équationl):

PxTs
Es= Eqg.1l
VISV (Eq.1)

ech

Avec :

- Es : energie spécifique (J'gS)

- P : puissance fournie (W)

- Ts : temps de sonication (S)

- MS : concentration en matiére séche {g.L
- Vech : volume de I'échantillon (L)

Les énergies spécifiques étudiées sont 0, 100 100066000 kJ.kg.MS
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1.2.2. Le traitement thermique basse température

Les boues de recirculation sont traitées dans imtbharmostaté (ISOTEMP 120). 100 ml de
boues sont introduites dans des flacons en Py@X ifiL) de marque Schott Duan fermés
hermétiquement afin d’éviter les phénomenes d’ératmm puis sont mis dans le bain-marie.
La température est maintenue constante a 95°Ctetrips de traitement (temps de contact)
est fixé a 2h, considéré par des études préalablesne durée optimale de traitement au
regard des parametres de solubilisation (Sals2®@8). 20 min environ sont nécessaires pour

gue la température du contenu des flacons attéagieenpérature recherchée.

1.2.3. L’ozonation

L'ozoneur utilisé est de type Trailigaz 5LO. L'oz(0;) est produit par décharge électrique
dans I'air comprimé. Un circuit de refroidissemassure I'absorption de I'exces de chaleur
produite. Le débit de gaz est réglé sur 'appar@DO L.H, la puissance fournie est de 150W

et la pression de production de I'ozone est déar8

DISPOSITIF DE
DOSAGE DE

’OZONE RESIDUEL D |:|
e —— ————— ¢
;F b ] A © O
GENERATEUR
. D’OZONE

DESTRUCTEUR n o o I

D’OZONE
\—Y—’ BOUES

IODURE DE
POTASSIUM 1%

AIR
COMPRIME

Figure 2-2. Schémas du dispositif utilisé pour le traitement des boues activées a I'ozone (source :
Prorot, 2008)

Le réacteur d’'ozonation (1L) est équipé d'un diffus a fines bulles permettant un bon
transfert de I'ozone dans la boue. Le traitemerst bleues par '@ est effectué sur des

échantillons d’'un volume de 600 mL. Afin de faveride transfert de I'ozone dans les boues
et d’éviter un moussage visuel trop important,lé&Edn laveur est maintenu sous agitation

continue au cours du traitement.
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La concentration en ozone est mesurée en sorti@¢atgeur par la méthode iodométrique
selon la méthode 070035D (Trailigaz Ozone SAS)zai® en sortie du réacteur est soumis a
un barbotage successif dans deux flacons dosentesnamt chacun 400 mL d’une solution
d’iodure de potassium (KI) tamponnée a pH=7 (20g/&3g NaHPO,, 2H,0, 3,59 KHPO,
pour 1L). Le volume de gaz traversant le montagenesure a I'aide d’'un compteur de gaz
monté en aval du dispositif de dosage. L'ozonedtédi est détruit par un destructeur
thermique.

L’'ozone présent dans le gaz réagit avec l'ioduréleimant de I'iode. Une fois I'ozonation des
boues terminée, la solution de Kl ayant réagi éstpérée (2 x 800 mL) et homogénéisée.
500 mL sont aliquotés puis acidifiés par I'ajout 22 mL d’'une solution d'EBO, a 4,5
mol/L. Le diiode (}) formé est dosé par une solution de thiosulfateatkum a 0,05 M. Les

réactions chimiques mises en jeu lors de ce dosamgides suivantes :

Lors du barbotage de I'ozone dans la solution de®J+2I~ +H,0 - 1, +20H™ +0O,
30,+17 - 10, +30,
Soit globalement 40, +3I " +H,0 - |, +10, +20H" +40,

Lors de I'acidification :10,” +51 " +6H " - 3I, +3H,0

Apres cette acidification, on retrouve 4 moles dédibérées pour 4 moles d’'ozone absorbées
dans la solution soit une stoechiométrie de 1molkemo

Lors du dosage titrimétrique :
l,+2e o 217

250, +1, » S0 +2¢

25,0, +1, - S,0,” +2I~

Ainsi, une mole de thiosulfate peut réduire ¥ nideliode libérée par %2 mole d’'ozone.
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e Calcul de la dose d’'ozone appliquée

La dose d’'ozone consommeée par les boues est datsrpar difference entre 'ozone produit
(déterminé lors d'un essai a blanc en absenceqdélé dans le premier flacon) et 'ozone

résiduel dosé lors de I'essai selon la démarchaste :

1) Au cours de l'essai a blanc, la quantité d’'ozagant réagi avec le Kl correspond a la
production d’ozone de l'appareil tandis qu’elle respond a I'ozone résiduel n‘ayant pas

réagi avec les boues lors de I'ozonation de celiles-

[thiosulfag] XV, XV, X M (0ZONg

m(ozong = Ty
Kldosé

(Eq.2)

Avec :

- m(QO;) : Masse d’'ozone ayant réagi avec la solution tiéoks des essais a blanc (ozone
produit et des essais sur les boues (ozone résigpel

- [thiosulfate] : concentration de la solution téosulfate de sodium utilisée pour le dosage
(0,05 mol/L)

- Vgq: volume équivalent de solution de thiosulfatesddium (mL)

- Vkitotal - VOlume de KI présent dans les flacons doseussde I'essai (800 mL)

- M(O3) : masse molaire de I'ozone (48 g/mol)

- Vkidose : Volume de Kl aliquoté pour le dosage (500 mL)

D’ou I'on obtient la concentration en ozone daa® lbzoné selon la formule suivante :

m(O;),,
C - anc
% V,

blanc

(EQ.3)

Avec :
- Coz : concentration en ozone produit dans I'air oz@iE)
- M(O3)pianc: Masse d’ozone produite lors de I'essai a blgihc (

- Vpianc: Volume d’air ozoné mesuré lors de I'essai a bl
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2) Dose d’'ozone transférée dans les boues
La dose d'ozone transférée dans les boues peutatidée selon la formule suivante.
CO xvessai_ m(OS)

D= 3 résiduel Eq.4
Vbouesx[MS] ( q )

Avec :

- Dose d’'ozone transférée dans les boues;(g Datiere seche)

- CO;5: concentration en ozone produit dans I'air ozaig)(

- M(Gs) resiquel: Masse d’ozone résiduel lors de I'ozonation drgeb (g)
- Vessai VOlume d’air ozoné mesuré lors de I'ozonation bleses (L)

- Vboues: VOlume de boues a ozoner (800 mL)

- [MS] : concentration en matiéres seches dankdass a ozoner (g/L)

1.3. Les tests de stabilisation aérobie et anagrobi

1.3.1. Digestion aérobie mésophile des boues enenhadich

Les essais sont réalisés dans des fioles en vemevdlume égal & 120 mL ou 160 mL. Le
volume final du milieu de culture pour la digesti@@robie est de 10 ou 13,5 mL
respectivement pour les fioles de 120 mL et de &80 Les milieux de culture sont
ensemencés a 20% (v/v) avec des boues activéeslgmtrsts en aérobie. Le volume de
boues traitées (VBT) est tel que la [COD] ne dais pxcéder 150 mg C/L pour que l'apport
d’oxygéne ne soit pas un facteur limitant de lactiéa. Le méme volume de boues non
traitées est rajouté pour les séries témoins. lieurest tamponné a pH 7-8 par ajout de 3 g/L
de NaCQ et 3 g/L de NaHC®afin d’éviter I'acidification de celui-ci. Les fies sont fermées
(apres remplissage) avec un septum en butyl puiseseElles sont incubées dans une
enceinte thermostatée (35 °C) et agité a 120 RPM/he tableau ci-dessous représente les
compositions des milieux de culture mis en incuratpour les tests de biodégradation
aérobie.

Trois témoins ont été ajoutés : un témoin endog@jeut d'eau distillée seulement a
'inoculum, afin de quantifier la production de baz endogene : Get un témoin glucose
ou éthanol (ajout de la méme quantité de COD ewogk/éthanol) afin de quantifier la

production de biogaz maximale (composés compléetebiedégradable).
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Pour les séries traitées et non traitées, le cadneist ajouté sous la forme de chlorure de

cadmium. Différentes concentrations en chlorureca@dmium sont utilisées entre 0 et 100

mg/L (Tableau 2-2). Chaque essai étant réalisé eptugle voir en octuple, les valeurs

présentées correspondant a la moyenne des 7 (éaudats obtenus.

Tableau 2-2. Composition des fioles lors des tests batch destion aérobie mésophile

V2 Type_ Inoculum Boue Métaux Tampon
d’échantillon
BT VT tel que

[COD]<150mg/L Chlorure de
BNT Vent=VET cadmium >
Boues du 98 %
Témoin négatif bassin (Merck) N&COs &
(Grr?;glrggg)n Eau d’aération - 10 3g/lLet
distillge STEP concentrationg NaHCG a
20 % vol soit différentes- N 3g/L

Témoin positif 2,7 mL 0,1,2,3,5,7
glucose 10, 20, 40,
Témoin positif 100 mg/L

éthanol

1.3.2. Digestion anaérobie mésophile des boues @senbatch

Les digestions anaérobies des boues prétraitéasrogont réalisées dans des fioles en verre

d’'un volume de 160 mL. Les fioles sont rempliesGa%8 en volume avec des boues et un

inoculum. L’inoculum (boues du digesteur) repréegse®® % (v/v) et les boues a digérer

représentent 80 %. Le volume de boues rajoutéekgue la charge soit égale a 1 g DCO/g

MES. Le volume des boues traitées est égal au wldenboues non traitées. La DCO des

boues est de 6 g.. Pour les deux types de boues (traitées ou ratees), on rajoute des

concentrations croissantes en cadmium. Les coratEmts du cadmium ajouté dans les fioles
sont0, 1, 2, 3,5, 7, 10, 20, 40, 100 mg/L. Lié®iknts milieux sont tamponnés a pH 7-8 par

ajout de solutions de MaO; et de NaHC@®telles que leur concentration soit a 3 g/L dass |

milieux (Tableau 2-3). Les proportions sont donndess le tableau ci-dessous. Chaque essai

est réalisé en triplicat. Trois témoins ont été&ige : un témoin endogene (ajout d'eau distillée

seulement a l'inoculum, afin de quantifier la protion de biogaz endogene : €OCH,) et

un témoin acétate ou éthanol (ajout de la mémeti@ate DCO en acétate/éthanol afin de

guantifier la production de biogaz d'un composémetement biodégradable).
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Avant d’étre bouchées a l'aide d’'un septum de 20 @momacol (spécifique a la digestion
anaérobie) maintenu par une capsule métalliqualatdrd’Interchrome et serties, les fioles
sont dégazées par un bullage a I'azote afin d’é@i@mi’oxygene. Elles sont ensuite mises a

incuber dans une enceinte thermostatée a 35 °Cagitation a 120 rpm/min.

Tableau 2-3. Composition des fioles lors des tests batch destiion anaérobie mésophile

Ty,pe de Inoculum Boue Métaux Tampon
melange
BT Boues de recirculation
traitées a une DCO de 6g/L Chlorure de
BNT Boues de recirculation non cadmium
traitées \b1=Ven1=95.8mL >98%
Témoin négatif (Merck)
) Boues du .
end(()bglggzg Eau digesteur -10 I\IS"J‘Qgc/:ISkef1
distillée STEP : concentrations NaHCG; a
20 % vol soit cer ) f
25 6mL différentes- 3g/L
Témoin positif ’ 0,1,2,3,5,7,
acétate 10, 20, 40, 100
. . L
Témoin positif mg/
éthanol
2. METHODES

Les méthodes développées dans cette partie onppgratif dans un premier temps d’évaluer
'effet du traitement sur les caractéristiques tesies et dans un second temps d’évaluer
limpact du traitement sur la sensibilité des boaesadmium lors de I'étape de stabilisation

biologique en aérobie ou en anaérobie.

Pour chacun des traitements appliqués, les caistimaes physiques, chimiques,
biochimiques (composition de la matiére et acts/itehzymatiques), microbiologiques

(populations) ont eté mesurées et comparées aweshmmn traitées.

L’'impact du traitement sur la sensibilité des boaeadmium a été évalué par la mesure au
début et a la fin des tests de digestion en modehbades performances épuratoires, de
I'inhibition de l'activité respiratoire, de certaa activités enzymatiques impliquées dans le
métabolisme, de la spéciation du cadmium et enéinles potentielles modifications des

populations microbiennes aérobies (Bactéries) atraiies (Archaea).
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\Ineculum {boues du |
: BA/ du digesteur)

Qarac.’térisaﬁnns-
chimiques, physiques,
biochimiques

Caracterisations
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biochimiques

Etude des -prugriétés de .

surface

Etude enzymatique etde
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Figure 2-3. Méthodologie mise en ceuvre pour la thése
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2.1. Séparation des phases solubles et particsilaire

La séparation des phases solubles et particulegestalisée en fonction des mesures selon
les techniques décrites dans le tableau 2-4. Pearrdisons pratiques, la méthode de
séparation entre fractions soluble et particulaiest pas toujours la méme en fonction des
analyses effectuées. Dans ce manuscrit, les molsbiisation", "soluble" et "solubiliser"
seront utilisés afin de faciliter la compréhensi@eci permet de différencier la phase
particulaire (culot de centrifugation du gateauitletion) du surnageant de la centrifugation
ou du filtrat. En réalité, une partie de la matieomsidérée ici comme "soluble" ne I'est pas

réellement dans la mesure ou elle comporte unédracolloidale.

Tableau 2-4. Protocoles utilisés au cours des différentesyaralpour séparer la phase soluble
de la phase particulaire

Analyse / protocole Séparation soluble / particulaire

MES / MVS des boues

Titration acide-base
Centrifugation CR3i multifunction Jouan

CEP (6000g, 20 minutes, 4°C)

Etudes enzymatiques (Lipase, protéase,
glucosidases)

Mesures de la DCO, du COD, des
polysaccharides, des protéines et des
substances de type humique

Filtration sur membrane en nitrate de
pH, conductivité cellulose de la marque Sartorius Stedim a
0,45um

Analyse des espéces métalliques

Chromatographie ionique (ions majeurs) Filtration a 0,22um

Le tableau (2-5) ci-dessous consigne les diffésentesures réalisées afin de caractériser les
phases totale et soluble des échantillons. Lesérdiites méthodes du tableau sont

développées dans les paragraphes ci-apres.
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Tableau 2-5. Techniques de caractérisation des propriétésgums, chimiques et
biochimiques de phases patrticulaires et solublevdaes

Volume Précision

Mesures Phase(s) de,bou,e Type/Source sur la

prélevé mesure
(mL) (%)
pH Totale/soluble / pH 730 WTW 1
Conductivité Totale/soluble / CME VBl iser 1
LF538
MS, MO, MES, MVS Totale 40 NF T 90 105 3-5
Méthode colorimétrique
DCO Totale/soluble 2 Hach 0-1500 mg gL 5
Lowry et al, 1951
Dosage des protéines Totale/soluble 1 modifiée par Frolunet 5
al., 1995
DOS"?‘ge des sulosnses Totale/soluble 1 Idem 5
humiques
D isetal, 1
Dosage des. Totale/soluble 1 uboiset al, 1956 10
polysaccharides
CcoD Soluble 5 COTmetre Phoenix 8000 . ,
Dohrmann
Kit LCK 381 (Hach
COT Totale 2 Lange) 10
TAC Totale 25 NF T90-036 5
Dosage des AGV Totale 25 NF T90-036 5
Dosage des especes
loniques par. Soluble 5  Dionex DX120 AS50 15
chromatographie
ionique
Titration Totale/soluble 40 721 NET Titrino /
potentiométrique
Dosage du Cd par .

i . Varian SpectrAA 880Z
absorption atomique Totale/soluble 5 GTA 1007 10
four
Dosage du Cd par .
absorption atomique Totale/soluble 5 Xarlan_SpectrAA 220 0.2-5

tomci

flamme
Extraction du Cd a
'EDTA : capacité de Toale et

, 30 - 5-10
soption et de relarguage soluble
des boues
Dosage des biogaz (CO
en aérobie et CH+CO, Gazeuse 0.15 - 5
en anaérobie)
Dosage enzymatique Totale/soluble 20 - 5
Analyse moléculaire Totale 4 - /
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2.2. Caractérisation physique, chimique et biochueides boues

2.2.1. La détermination de la quantité de matierele sa répartition

La détermination des différentes fractions de léiéna est réalisée par pesées et séchages des

boues selon la méthode normalisée (AFNOR, 1997).

Pour déterminer la teneur en matiere séche tokd® Eu en matiere organique (MO), un

volume connu de boues (30 mL) est introduit dan<neniset en porcelaine, préalablement
séché, de masse connue. Le creuset est mis ad’atd@5 °C pendant 24 heures. L'eau est
ainsi évaporée, il ne reste dans le creuset qumadtere séche. Durant ce séchage, les
composeés volatils comme les AGV sont volatilisés ne sont pas comptés dans la mesure de
la matiere seche. Le creuset est pesé apres lisf@mlent dans un dessiccateur. La différence
de masses correspond donc a la matiére seche gentiams les boues. En considérant le
volume de boues introduit, la mesure est alorsiex@ en g/L (concentration en matiere

seche contenue dans I'échantillon).

Le creuset est ensuite mis au four a 550 °C perdiaunt heures. Apres refroidissement, le
creuset est de nouveau pese : il ne reste plutaquatiere minérale. La masse de la matiere
organique est obtenue par différence entre la mdssuaatiere seche et la masse de matiere

minérale. La matiere organique est assimilée dal@éne volatile a 550 °C.

Les matieres en suspension (MES) et les matieréatiles en suspension (MVS) sont
déterminées de la méme facon, sur le culot de ifiggdtion. Le volume d’échantillon
considéré est alors le volume de boues avant figgdtion (40 mL). L'erreur sur les mesures

estde l'ordre de 3a 5 %.

2.2.2. Caractérisation chimique et biochimique tesies

2.2.2.1. Dosage de la demande chimique en oxyge@®)

La DCO correspond a la quantité d’oxygene nécessafiin d’oxyder chimiquement les
matiéres réductrices contenues dans une solutemmesures de la DCO ont été réalisées en
microtubes (ISO 15705 :2002) sur les fractions léstades boues et les surnageants de
centrifugation selon la méthode colorimétrique. I€eti ont été effectuées en triplicat et
I'erreur de mesure est de l'ordre de 5 %. Il ex@tesieurs gammes de mesure qui varient en
fonction de la concentration en DCO de I'échantiliet sont : 0-100, 0-1000 et 0-15000 mg
Oa/L.
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2.2.2.2. Le dosage des protéines et des substa®chgpes humiques

La teneur en protéine est déterminée par la métholbgimétrique de Lowret al (1951)
modifiee par Frglunet al (1995). Ce dosage repose sur 2 réactions : @aaiog de type
Biuret et une réaction au réactif de Folin-Cioaaltka réaction de type Biuret conduit a la
formation d'un complexe pourpre entre le biuret {MHD-NH-CO-NH) et deux liens
peptidiqgues consécutifs en présence de cuivre éruralcalin. En paralléle, le réactif de
Folin-Ciocalteu, a base de phosphomolybdate ehdspghotungstate, réagit avec les tyrosines

et les tryptophanes pour donner une colorationebtpti s'ajoute a celle du biuret.

Afin de s’affranchir des interférences avec lesssaices de type humique, la coloration est
mesurée avec et sans ajout de CulB@ de I'analyse. Quand Cug@st omis, la coloration
est due aux composés humiques et aux acides aofim@®ogenes. Sans Cu$@a couleur
développée par la BSA diminue de 20 % mais pas lesusubstances de type humique. Les
absorbances dues respectivement aux protéinex suaistances de type humique sont alors
calculées avec les formules ci-dess@ulund et al 1995) :

A\otal = Aprotéines + Ahumiques

Ablanc = 072A

protéines + Ahumiques

Aprotéines = 125(Aotal - A\)Ianc)
Ahumiques = Ablanc - 072Ahumiques

Avec :

- Aiotal = @bsorbance totale avec CuSO

- Apianc = absorbance totale sans CuSO

- Anumiques= absorbance due aux composés de type humique

- Aproteines= absorbance due aux protéines

Les concentrations en protéines et substancespdehtymique sont ensuite calculées a partir
de droites d’étalonnage préparées a l'aide deisanlétalons de BSA (Sigma A7906 98%) et
d’acides humiques (Fluka 53680) pour les protéieedes substances de type humique
respectivement. Les gammes de concentrations d&tee 0 a 200 mg/L pour la BSA et les

acides humiques.

Le protocole utilisé est présenté dans le Table@ul2s réactifs et la solution a doser sont

introduits dans des tubes a essai.
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Tableau 2-6. Protocole de dosage des protéines et des subs@acgpe humique

Tubes Avec CuSQ Sans CuSQ
Solution C1 (mL) 5 0
Solution C2 (mL) 0 5
Echantillon a doser (mL) 1 1

Homogénéiser au vortex

Laisser reposer 10 minutes

Solution D (mL) \ 0,5 \ 0,5

Agiter au vortex

Laisser reposer 20 minutes a I'obscurité

Mesurer I’'absorbance & 750 nm contre un blanciféact

Avec :
- Solution A : 500 mL A1 + 500 mL solution A2

-Al: NaCOz; a4 % m/V : Peser 53,96 g de 8&s.10H,0 ou 20 g de N&O; et diluer dans
500 mL de HO distillée

-A2 : NaOH a 0,2 M : Diluer 100 mL de NaOH a 1 vhd&00 mL de kD distillée

-B1 : CuSQ.H,O a 1 % m/V : Peser 6,39 g de CuSahhydre et diluer dans 1 L de®i
distillée

-B2 : tartrate double de K et Na a 2 % m/V : Pesgrde tartrate et diluer dans 100 mL de
H.O distillée

-C1:98mLA+1mLB1+1mLB2
-C2:98 mL A+ 1 mL de D distillée + 1 mL B2

-D : réactif de Folin a 1 N : diluer 2 fois le ré&& 2 N du commerce

2.2.2.3. Le dosage des polysaccharides

Les polysaccharides sont dosés suivant la métholdeirnétrique de Duboigt al. (1956).
L’échantillon est mis en présence de phénol (1%&tg d’acide sulfurique concentré (95 %).
L’ajout de I'acide provoque une élévation de terap#ne, les saccharides sont hydrolysés,
lors du chauffage, par I'acide sulfurique,8@,) puis les monosaccharides sont déshydratés
par l'acide phénique pour donner finalement uneoredion orange. La teneur en
polysaccharides est ensuite déterminée a l'aideedgamme étalon (gamme de 0 a 100
mg/L) préparée a l'aide d’'une solution de glucd3e @lucose, VWR Prolabo RECTAPUR
24379-363). Le protocole utilisé est présenté danFableau 2-7. Les dosages ont été
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effectués en triplicat et I'erreur de mesure estl'dedre de 2 a 7 %. Les résultats sont

exprimés en gramme équivalent de glucose (g eqGhuc.

Tableau 2-7. Protocole de dosage des polysaccharides

Echantillon & doser (mL) 1
Solution de phénol 5% m/m (mL) 1
Acide sulfurique 95% m/m (mL) 5

Laisser reposer 10 minutes

Agiter au vortex

Laisser reposer 20 minutes dans un bain thermas28°C

Mesurer I'absorbance a 490 nm contre un blanciféact

2.2.2.4. Le dosage du carbone organique dissouPJCO

Les concentrations en COD sont réalisées a I'dide @OTmeétre Dohrmann

Phoenix 8000 dans un intervalle de mesure allafit,5lé 20 mg C/L. Les échantillons filtrés
(2 0,45um) sont dilués préalablement a I'eau distillée afitre dans cette gamme. Le
principe de la mesure repose sur la minéralisatitale de la matiere organique présente dans
'échantillon (4 mL) par oxydation au persulfate dedium (1 mL a 100 g/L) sous
rayonnement UV. Le C{dégagé par la réaction est ensuite détecté paranige et permet

la détermination de la quantité de carbone organar rapport a une gamme étalon obtenue
a partir d’'une solution connue d’hydrogénophtaldée potassium. Avant la réaction, les
formes inorganiques du carbone (carbonates, aint) &diminées par acidification (0,5 mL
d’acide orthophosphorique a 20%) et bullage d’apetedant 120 secondes.

2.2.2.5. Le dosage des cations et anions majeurs

Les espéces ioniques majeures{Cllg?*, Na', K*, NH*, CI', NO,, NOs, PQ*, SQ?) sont
déterminées sur les échantillons préalablemengdilh 0,22:m par chromatographie ionique
(DIONEX, DE 120, USA).

2.2.2.6. La caractérisation des fonctions chimiquess les phases solubles et
particulaires des boues

Les titrations acido-basiques ont été réalisées géterminer les groupements fonctionnels a
la surface des flocs avant et aprés traitemetadit de déterminer les constantes d’acidité
(pKa) et le nombre de sites correspondant (Ni) faikaa la surface des flocs et dans la phase
soluble. Le nombre total de sites accepteurs dempsa'est-a-dire de groupements ionisables

est appelé capacité d’échange protonique (CEP)Y€b&l2009).
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L Préparation de la biomasse et de la fraction selpbur la titration

2 x 40 mL de boues traitées sont d’abord centé$ud.e surnageant est récupéré pour la
titration en phase soluble. Le culot est resuspelashs 40 mL d’'une solution de Nakl{©,01
mol/L) puis centrifugé une deuxieme fois. Le sueayg est jeté et la procédure réitérée
encore une fois. Aprés le rincage final, le cukitune derniére fois redilué dans la solution de
NaNG; pour un volume final de 2 x 50 mL. Cette suspansit donc utilisée pour la titration

de la biomasse.
& Titration de la biomasse

La suspension de biomasse (50 mL) est transfémée utze cellule thermostatée a 25 °C qui
est recouverte d’'un couvercle étanchéifié a I'aldeParafiim. Ce dernier est perforé pour
laisser passer la sonde pH, le dispositif d'in@ttdes réactifs ainsi qu’'un tuyau pour le
bullage de I'azote. La suspension est dégazée d&vanesure pendant 30 minutes a I'azote
afin d’éliminer le CQ atmosphérique. Une pression positive d’azote estiiie maintenue

durant la mesure. Le systeme est maintenu sowstiagita I'aide d’un agitateur magnétique.

Les titrations sont réalisées dans une gamme ddepBl,5 a 10 a 25 £ 1 °C a l'aide d'un
titrateur automatique 721 NET Titrino (Metrohm DtdL’électrode pH est calibrée en trois
points (pH 4, 7, et 10) avant chaque expérimentati@ titrateur est programmé en mode
dynamique (DET) pour le dosage. Ce mode ajouteqdesitités variables de solution en
fonction des variations de pH : les plus petitsugsont effectués lorsque les variations de
pH sont les plus importantes. Les ajouts sont féecquand la dérive du signal atteint 6
mV/min. Deux burettes interchangeables séparé&9dnlL sont utilisées : une pour l'acide,
lautre pour la base. Deux aliquots de 50 mL samés pour chaque échantillon pour
minimiser les interférences dues a la désintégrates boues a des pH extrémes. Le premier
est titré jusqu’a pH 2,5 avec de I'acide nitrique,@1 mol/L. Les données sont enregistrées et
la burette changée. Un deuxiéme aliquot de 50 nilakess titré avec de la soude a 0,01
mol/L jusqu’'a pH 10. La durée de chaque titratish approximativement de 35 minutes. La
soude et l'acide nitrique utilisés sont préparésermporanément a partir de solutions

commerciales a 1 mol/L (Laurent, 2009).
& Titration de la fraction soluble

50 mL du £ surnageant de centrifugation issu du lavage déolmasse sont transférés dans

la cellule de titration. Le protocole utilisé estrhéme que pour la biomasse excepté que les
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titrations a l'acide et a la base sont effectuégsles méme aliquot : la solution est d’abord
titrée jusqu’a pH 2,5 avec I'acide nitrique (0,0blfh) et ensuite a pH 10 avec de la soude
(0,01 mol/L).

% Analyse des données

Les données des titrations sont enregistrées suP@nen utilisant le logiciel TINET
(Metrohm). Les courbes de titrations sont alorsrppitetées par un modele non électrostatique
d’adsorption des protons a l'aide du logiciel PRGT. C’est un outil pour I'analyse des
données issue de dosages acido-basiques et est poocg I'optimisation de modeles de

protonation de différents types de surfaces d’'ndagninérale ou biologique.

PROTOFIT peut également optimiser les constantasidité a partir d’'un modeéle choisi
parmi les quatre disponibles, ceci pour un a qufes de sites de surface. Ces modeles
incluent le modele de la double couche (DLM : Deubhyer Model), le modeéle de la
capacitance constante (CCM : Constant Capacitaradely) modele Donnan Shell (DSM :
Donnan Shell Model), et un modéle non-électrosti@itNEM : non-electrostatic model). Les
coefficients d’activité peuvent étre modélisés lgaréquations de Davies, Truesdell-Jones et
Debye-Huckel étendue, ou peuvent étre considérésmeo égaux a 1. Une présentation
détaillée de la modélisation de la protonation ddase ainsi que du fonctionnement du
logiciel PROTOFIT sont disponibles dans les travalax Turner et Fein (Turner et Fein,
2006).

Le modele d’adsorption des protons non électragtatchoisi repose des réactions de surface
formant des groupements monovalents positifs ouatifég selon les équations-bilan

suivantes :

~RH - -RO" +H"

~RH? < -RH+H"

Ou R représente un groupement fonctionnel organique

Le modele est optimisé en faisant I'hypothése gueH est fixe a chaque étape de la titration
et que la surface est a I'équilibre avec la solutidn certain nombre de réactions d’échange

de protons, de la forme de I'’équation précéderde sepposé avoir lieu a la surface, avec

- 107 -



Chapitre 2

chacune une constante déquilibre et un nombreis. sLa loi d’action de masse est

exprimée dans le modele nonélectrostatique comméswations 5 et 6) :

[-RO][H'] _
[-RHI[H"] _
CRHE] K1 (Eq.6)

Le choix du nombre de types de sites et de leuwnprigtés (acide, base, amphotére) est
effectué selon la configuration offrant le meill@justement entre données expérimentales et

calculées avec le modele (Laurentl, 2009).
2.3. Mesure des activités enzymatiques

2.3.1. Les protéases

Par convention, une unité d’activité¢ enzymatiquerespond a la quantité d’enzyme qui
dégrade 1 mg d’azocaséine par minute a 28 °C diC60e substrat utilisé lors de ce dosage
est l'azocaséine qui en présence de protéase satiyformation d’'un groupement azur et

d’'une caséine (protéine du lait).

Azocaseéine Protéase, Azur + Caséine

l NaOH l TCA

Do a 440nm Précipitation

Figure 2-4. Hydrolyse de 'azocaséine par la protéase

L’échantillon est placé dansun tube Eppendorf 20(gelction totale, particulaire ou soluble)
auquel on rajoute 800 uL de substrat (0,5 % d’asioa dans du tampon tris-HCL a 20 mM,
pH 8). Le tube est directement mis en incubatiomdpat 1 heure a 37 °C (température des

BMP : Biological Methane Potential).

La réaction est arrétée par ajout de 500 pL dehltnio acide acétique (TCA) a 15 %. Aprés
30 minutes d’incubation a température ambiante,centrifuge 414000 rpm pendant 10
minutes et puis dans une microcuve on met 800 psudeageant auquel on rajoute 200 pL
de NaOH a 2 M. L’absorbance est lue a 440 nm (Rsrak, 2009).
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2.3.2. Les lipases

Une unité d’activité lipase correspond a la quantitenzyme qui catalyse la formation
d’lumol de paranitrophénol par minute. Cette ai@nzymatique est exprimée en Unité/g
MES.

Le dosage s’effectue par le suivi de I'apparitiam gharanotrophenol (p-NPP). La lipase
hydrolyse donc la liaison ester et libere le pemhénol qui colore la solution au jaune. La

coloration est proportionnelle a sa libération.

Para-nitrophenol palmitate Lipase , p-NPP + palmitate
Do a4 410nm

Figure 2-5. Hydrolyse du p-NPP par la lipase

Une solution de p-NPP (Sigma) a 20 mM dans degdiigpanol est diluée 20 fois dans du
tampon Tris-HCL a 20 mM, pH 8 contenant de la gonamabdique a 0.1% et du Triton X-100
a0.5%

9 mL de cette solution finale sont mises a 37 °Adpat 10 minutes, puis 1 mL d’échantillon
(fraction totale, particulaire ou soluble) est tdaf@ 500 pL sont prélevés toutes les 3 minutes
et mis au bain a sec 100 °C dans un Eppendorf pebdainutes. L'absorbance est lue a 410

nm (Gessesset al, 2003). Les cinétiques sont suivies sur 20 min.

2.3.3. Alpha et béta Glucosidases

La béta ou alpha glucosidase catalyse les résatasrtaux non réducteurs du béta ou alpha

glucosides avec libération de glucose.

Le dosage des activités alpha et béta glucosidaféectue par le suivi de I'apparition du p-
nitrophénol qui colore la solution en jaune. Cedpiib est libéré lors de I'hydrolyse de la
liaison ester par ces enzymes. Les glucosidasesolligdnt les polysaccharides en

oligosaccharides, puis les oligosaccharides en samobarides.
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p-nitrophényl alpha-D-glucopyranoside almhucosidase

p-NPP + glucose

vy

béta-glucosidase
Do a 410 nm

Figure 2-6. Hydrolyse du p-nitrophényl-D-glucopyranoside par les gluosidases

Le mélange réactionnel comprend 6mL de tampon HIG& a 20 mM, pH 7,2 et 4mL de
solution substrat a 5 % du méme tampon. Ce mélasgenis dans un bécher a 37 °C puis
agité a 150 rpm aprées avoir rajouté 10 mL d’échiantide boue (fraction totale, particulaire
ou soluble). 1 mL est prélevé toutes les 3 minetesis au bain a sec 100 °C dans un
Eppendorf pendant 5 minutes. L’absorbance est WE0anm. Les cinétiques sont suivies sur

20 min.

L’activité enzymatique (A) correspond a la quantiegproduit libéré (umol) par minute et par
millilitre d’échantillon.

A= axV x107° x10°

Eq.7
TXExv (Eq.7)

Avec:

- A : pmol min' ml*

- a : coefficient directeur (Do min)

- V : volume réactionnel total (mL)

- | : longueur du trajet optique dans la cuve (cm)

- E : coefficient d’absorbance molaire (L mai?®) (pour le n-NPP E= 14.080) (Cadoret, 2003)

- v : volume d’échantillon (mL)

2.4. Le dosage des éléments métalliques dans lesbo

2.4.1. La préparation des échantillons

% La fraction soluble

Elle est obtenue par filtration des échantillonstsie membrane en nitrate de cellulose de
porosité 0,4um. Les échantillons sont par la suite acidifiéscaygelques gouttes d’acide

nitrique (HNQ) concentré (69 %) puis stockés a 4 °C dans des te polyéthylene.
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% La fraction totale des boues

5 mL de boue sont introduits dans un tube en \a=re&0 mL préalablement mis dans un bain

d’acide nitrique, lavé a I'eau distillée puis séchés échantillons sont ensuite minéralisés a
'eau régale (2 mL HCI 37 % + 1 mL HN®9 %, hautement pure pour le dosage d’éléments
traces) pendant 2 h a 150 °C. Une fois les échamgilrefroidis, ils sont filtrés a I'aide de

filtre & seringue (0,4hm) avant analyse.

Les mesures sont effectuées sur un spectrométbsatjgion atomique flamme ou four en

fonction des concentrations en éléments métalliguns I'échantillon.

2.4.2. La spectrométrie d’adsorption atomique flaan(RAAS)

Un spectrométre VARIAN 220 FS est utilisé pour gesnmes de concentration en cadmium
allant de 0,1 a 6 mg/L. L'analyse se base sur ¢giigon de photons par les atomes a I'état
fondamental a une longueur d’onde spécifique dériént a doser. L'échantillon a I'état

liquide est aspiré et injecté dans une flamme @étidene qui va assurer I'atomisation de
I'élément, 'absorbance est mesurée et la condemrde I'élément est déterminée grace une
droite d’étalonnage. Les échantillons sont dilud®au distillée si besoin. Les paramétres

utilisés sont les suivants (Tableau 2-8) :

Tableau 2-8. Méthodes utilisées pour le dosage des élémentdliogéts par SAA dans la

flamme
. Type de Longueur Largeur de Courant de la Gamme de
Eléement , mesure
flamme d’'onde (nm) fente (nm) lampe (MA)
(mg/L)
Cd Air/acétylene 228,8 0,5 4 0-5

2.4.3. Spectrométrie d’adsorption atomique four ARAB)

Un spectrometre d’absorption atomique (Varian Spéct 800) a atomisation
électrothermique équipé d'un systeme de correctlienfond Zeeman a été utilisé pour
mesurer les trés faibles concentrations en cadnailemt de 0 & 6 pg/L. Le principe de la

mesure est le méme qu’en flamme, alors que l'at@tiois de I'élément est dans ce cas
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réalisée au sein d'un four électrothermique en lgtap permettant ainsi d’augmenter la

sensibilité.
Les parametres utilisés pour le dosage sont leasis (Tableau 2-9) :

Tableau 2-9. Méthodes utilisées pour le dosage des élémerttdlimées par ETAAS

Longueur Largeur de Courant de Gamme de

Elément T};gte”de d’onde la fente la lampe mesure Md%dlrg(;?:iecgr
(nm) (nm) (mA) (ng/L)
Cd A 228,8 0,5 4 2-10 1g/L Pa
plateforme
Cu Normal 324,8 0,5 4 10-60 NA

2.4.4. Mesure de la spéciation du cadmium dandtases

Le protocole de cette manipulation s’'inspire dasdux effectués par Het al (2003). 30 mL

de ce mélange de boues traitées ou non traitéamigstn contact avec des concentrations
croissantes en cadmium entre 0 et 100 mg/L jusghbtantion de I'équilibre (3h selon les
conditions déterminées par Laurent (2009). A l'isiuce temps on réalise une extraction
séquentielle du métal : Trois centrifugations (18@nin)—resuspensions sont alors réalisées
et les surnageants sont recueillis séparémentolLdaian de resuspension est une solution
d’EDTA a 1 mM (0,1N NaCl) tamponnée a pH=7. Ledaintes fractions obtenues sont
ensuite analysées par absorption atomique fouaeinie en fonction des concentrations en
éléments métalliques dans I'’échantillon afin d’éealles quantités de cadmium relargées et
adsorbées avant et apres traitement et avantés digestion.

2.5. Mesure de I'action du pretraitement sur le @ solubilisation et sur les
performances épuratoires :

2.5.1. Taux de solubilisation apres le traitement

Le calcul du taux de solubilisation permet de tefiée transfert de phase du particulaire vers
le soluble du aux traitements d’hydrolyse. Le ta@xsolubilisation de chaque variable est
déterminé par le ratio entre la difféerence des enftrations solubles (a linstant t et
initialement) et la concentration initiale dansfriaction particulaire. Il est donc calculé par

I'équation suivante :
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_ Composg-Composg,
“omPese - Composé, - Composé,

x100 (Eq.8)

Avec

Scomposé= taux de solubilisation du composé (%)

Composé= concentration du composé en phase soluble &pitament (mg composél)
Composé = concentration initiale du composé en phase $®l{ing composé:L)

Composéy = concentration totale initiale du composé (mg posé. L")

2.5.2. Performances épuratoires

Le taux d’abattement pour un compose donné estléadelon I'équation suivante :

(Ci _Cf)
C

%Abattement x100 (Eq.9)

Avec Ci and Cf les concentrations initials (tOfietles (tf) du compose en (mg/L).

2.6. Mesure de I'activité respiratoire

2.6.1. Mesure du volume et de la composition dugageux

Au cours des tests de stabilisation aérobie etrahegles échanges gazeux sont mesurés par
chromatographie en phase gaz (tableau 2-10). Lenwtographe utilisé est un GC-2014
(Shimadzu). Celui-ci permet le dosage de six gaz@d, N,, CO,, CH, et CO. Il comporte
une colonne Hayesep Q 8/100 (Alltech) d’'une longuwku3,3 m et un tamis moléculaire15X
80/100 d’'une longueur de 2 m. La température deolanne est de 40 °C. Le gaz vecteur
utilisé est I'nélium. Le débit est fixé a 15 mL/menla température du détecteur est de 150°C.
La concentration des échantillons est déterminée ép@onnage externe. Le gaz étalon
(Alltech) utilisé est composé de 5 % (v/v) de £LB% de CO, de 4 % d}ide 4 % d'Q, de 5

% de N et de 4 % de CH L’erreur de mesure est de I'ordre de 5 %.
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Tableau 2-10. Méthodes de mesure du volume et de la compoditidniogaz lors des tests de
digestion en mode batch.

Volume Composition

Test batch aérobie Pas de variation du volume. nBsurés : Coet G
Volume injecté : 150 pL du
ciel gazeux (une seringue
SGE Removable Needle
Syringe).

Test batch anaérobie Mesure du biogaz produit @@z mesurés : G@t CH,
un déplacement d’eau. Uné&/olume injecté : 150 uL du
seringue est fixée a un tuyagiel gazeux (une seringue
relié a une éprouvetteSGE Removable Needle
graduée. Celle-ci est plongéesyringe).

a l'envers, dans un bécher
rempli d’eau acidifiée. Lors
de la libération du biogaz par
pigire dans le septum, le
niveau de leau dans
I'éprouvette diminue. La
différence de niveau est égale
au volume de biogaz produit.
L’erreur de mesure est
d’environ 4 %.

2.6.2. Calcul des vitesses instantanées et modaisale l'inhibition par le
cadmium, détermination de la CI50.

U Détermination de la vitesse instantanée

En anaérobie, la mesure des concentrations en eCl@ CH et en aérobie la mesure de la
concentration en C{permettent de calculer les vitesses instantaré@satiuction de biogaz

(g) a I'aide de I'équation (2).

ABiogas(t2 - t1)(mmolC)

biogas(mmolC/ j) =
ablogast 2 A2~ ()

(Eq.10)

Le tracé de gpgasen fonction du temps permet de déterminggd max I vitesse instantanée
maximale pour chaque type de boues et pour champeeotration en cadmium.

% Modélisation de I'inhibition de I'activité respire et calcul de la CI50
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Le pourcentage d’inhibition dengk est calculé par I'équation (11) selon la méthoderite

par(Semerci et Cecen, 2007)

| (%)= (qmax“’””"' — qm”"X) *100 (Eq.11) (Semerci & Cecen, 200

maxcontrol

Avec avec Onax controll@ Vitesse instantanée maximale obtenue sans @gooadmium lors de
test pour les boues traitées et non traitéeg gt vitesse instantanée maximale obtenue lors

de I'ajout de concentrations croissantes en cadmium

L’évolution de | en fonction de la concentratiomissante cadmium est modélisée grace a

I'équation (12)

o<1 IM]
| (%) (I"‘“K|+[M]] (Eq.12)  (Het al, 2003)

avec Imax et | respectivement le pourcentage ditibn maximal et le pourcentage

d’inhibition observé de gmax., [M] la concentratiem cadmium dans la phase soluble
(mg/L), KI la concentration en Cd causant 50 % Hhilaition de gmax encore noté IC50 en
mg/L. Les constantes du modéle on été détermin@émeattiquement par une méthode de
régression non linéaire de type algorithme de Newto
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2.7. La caractérisation des populations microbiens la biologie moléculaire
L’étude des populations bactériennes présentesivaawn des boues activées est réalisée a
I'aide d’outils de biologie moléculaire par disciimation des ADN génomiques codant pour
la région 3 de 'ARNr 16S par la technigue de PCBEE. Cette technique a été mise au

point au début de ces travaux de these. La démasth@ésentée dans la figure 2-7.

Microarganismes
(bacteries ou archaea)

|Extraction dacide nucléique

‘ ADN ‘

IPCR

Fragments du géne de
IADNr 165

DGGE

Excision des bandes
-PCR & DGGE pour verification

Analyse statistique
(dendrogramme,
matrice..)

l Séquencage

r

Analyse phylogénétique

Figure 2-7. Protocole d’analyse des échantillons de boues activées par PCR-DGGE

2.7.1. La méthode d’extraction des ADNg totaux

L’'extraction des ADN totaux est réalisée a l'aide kit PowerSoil DNA extraction kit selon
les recommandations du fabricant (Mo Bio Laboragrinc, Carlsbad, USA). 2 mL de boues

activée du bassin d’aération ou des boues de uaiian ont été centrifigés puis stockés a -
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20 °C. 0,5 mL de boues du digesteur ont été coasenrn20 °C. Le culot est récupére apres
centrifugation des échantillons de boue. A ce colut été rajoutés les billes et le tampon
(premiere étape du kit) afin de disperser les palgs des boues et dissoudre les acides de
type humique. La lyse cellulaire est initiée pamjdut d’'une solution S1 contenant un
détergent qui permet de faciliter la lyse puisiséa par action mécanique de micro-billes de
zirconium dans un vibro-broyeur (Vortex Genie 2)ng@nt 15 min. Les inhibiteurs
d’amplification par PCR (notamment les acides hweg) sont éliminés par précipitation en
ajoutant la solution S2... Apres une vingtaine apés environ, 'ADN est ensuite récupéré a
l'aide d’'une solution d’élution S6. L’ADN ainsi et est conservé a -20 °C. Une estimation
de la qualité et de la quantité d’ADNg est effeetygar simple électrophorése sur gel
d'agarose a 0,8% (m/v) - TAE 1X en présence de brend’éthidium (BET) permettant la
visualisation de I'ADN sous UV. Le marqueur de l&aiQuick load 1Kb DNA Ladder

(BioLab) est utilisé comme référence. Les extractions deNAont été réalisées en duplicats.

2.7.2. L’amplification par PCR de la région V3 dADNr 16S

Par la suite, les fragments des génes codant pdRNI 16s ont été amplifiés par PCR a

'aide d’amorces spécifiques pour les bactériesF3@C (incluant une Séquence GC-clamp
formée par 40 paires de bases de guanine et deirgf@t 518R ou 907R (tableau 2-11). Les
amorces utilisées pour les archaea sont 934F-GI3¥R. Pour les bactéries nous avons
choisi deux paires d’amorces, car la premiere 380#18R a été utilisé au début des
travaux de these pour construire une vue globale demmunauté au sein des échantillons
mais celle-ci a généré des séquences de 177 phiagegt pas suffisant pour discriminer

certains fragments pour définir le phylum, la otasa I'espéce.

Par contre, la paire d'amorce 341F-GC/907R (tab2dil), apres amplification par PCR,
génere des séquences de 566 pb. Ainsi, nous auddsmifier les microorganismes avec des

pourcentages d’identités supérieurs a 98 %.
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Tableau 2-11. Séquences des amorces utilisées pour I'amplificaiéol' ADN (F=Forward=sens
; R=Reverse=antisens).

Microorganismes  Séquences (5'-3) Positions Longueur Température
cibles/nom des d’hybridation des d’hybridation
amorces a amplicons °O

(pb) °

Bactéries

5'_

CGCCCGCCGCGCC
CCGCGCCCGTCCC — 341-357
GCCGCCCCCGCCC
GCCTACGGGAGGC

AGCAG-3 518-534

GC-341F*

194 56

5'-
ATTACCGCGGCTG

>18R CTGG-3

GC341F* -
CGCCCGCCGCGCC

CCGCGCCCGTCCC 341-357

GCCGCCCCcGCecee

GCCTACGGGAGGC 586 56
AGCAG-3'

y 907- 926
907RP CCGTCAATTCMTTT
GAGTTT-3'

Archaea

5-GC-
GC-934F AACGCGAAGAACC 968-984

TTAC-3'

379 63

1390R 5'-

TAGCGATTCCGACT 1330-1346

TCA-3

&: Numérotation chez Eoli

b-M, CIA; Y, CIT; R, AIG.
W, AT K,GIT.
d

: longueur de la séquence amplifiée ne tient pagpte de la GC clamp

*: la séquence surlignée en noir est la GC claatachée a I'extrémité 5’ de 'amorce sens pouetdnique
DGGE uniqguement (domaine a grande stabilité quriebe en G et C afin d'éviter la séparation corngpldes
deux brins d’ADN)
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Ces amorces sont associées a différents produiit@mnt le « mix PCR » (Tableau 2-12).
Toutes les réactions PCR ont été effectuées damslume réactionnel total de 100pL.

Tableau 2-12. Composition du mix PCR pour 100uL de réaction

Produits PCR-DGGE
Enzyme polymérase (tag de Qiagen) Tag0,5puLa25U 50uL
Master mix (Qiagen) DNTPs+tampon 0,2 mM dNTPs
Eau ultrapure (Mobio) 33uL
Amorce sens 8uL (0,5uM)
Amorce antisens 8uL (0,5uM)
ANDg extrait lpL

Le mix contenant 'ADN extrait est ensuite dépos@side petits tubes Eppendorf de 0,5mL
eux-mémes mis dans un amplificateur (thermocyclder Biorad) dont les conditions

opératoires sont préalablement réglées (Table&).2-1

Tableau 2-13. Conditions opératoires de la PCR-DGGE

341F-GC/518R 341F-GC/907R 934F-GC/1390R

Etapes (bactéries) (bactéries) (archaea)

Température . Température . Température .

o Durée 5 Durée 5 Durée
I (0) (0) (0)

Dgpaturatlon 94 3 min 94 3 min 94 4 min
initiale
Dénaturation 94 30s 94 30s 94 45s
Hybridation 55 30s 52 30s 58 45min
Elongation 72 30s 72 50s 72 45s
Elongation 72 15min 72 10min 72 15min
finale
Nombre
totale de 30 28 25
cycles

La vérification du bon déroulement de I'amplificatiest assurée par une électrophorese sur
un gel d’'agarose a 1,3 % en présence de BET. Lguear de taille 100 bp DNA Ladder
(BioLab) est utilisé comme référence. Les produits issusladé®CR (amplicons) sont
conservés a -20 °C avant DGGE.
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2.7.3. La discrimination par DGGE des ampliconsaatlyse des données

20 pL de produit PCR ont été déposés sur un gel D@8 % d’acrylamide/bis-acrylamide
avec un gradient dénaturant de 40 a 60 % (uréeetnfermamide v/v) pour les bactéries
(figure 2-8). Un gel a 7 % d’acrylamide/bis-acryldmincluant un gradient dénaturant de 35
a 60 % est préparé pour la migration des amplicbachaea. La migration a été realisée
dans une cuve Dcode Systeme (Bio-rad) pendant tie$éd 80 V dans du TAE 1X et a
60°C. Le gel a été coloré dans 30 mL d'une solutlenTAE 1X en présence de 30 pL de
GelStar (Lonza Rockland, Inc., CA, USA) pendantr2idutes. Le GelStar tout comme le
BET permet de révéler sous Ultraviolet (UV), leagiments d’ADN en s’intercalant entre
leurs bases coplanaires, formant ainsi le comphRbl-éthiduim par exemple. Le gel est
ensuite décoloré dans du tampon TAE 1X pendant 20utes puis immédiatement
photographié sous UV a l'aide du transilluminatelyf GelDoc XR (Bio-Rad Laboratories,
Segrate, Milan, Italy). Les images sont analysédsmgées a lI'aide du logiciel QuantityOne
de version 4.6.1 (Bio-rad Laboratories, Hercules, GSA).

= Calcul des similarités/dissimilarités-dendrogramme

Le niveau de similitarité (lien de parenté) enee différents profils a été défini en utilisant le
coefficient de Dice comme méthode de calcul, ebddrice de similarité a été convertie en un
dendrogramme par l'utilisation de la méthode UPGaWac le logiciel QuantityOne de Bio-

Rad dans sa version 4.6Lh formule du coefficient de Dice est la suivante:

B
Z Min(s 1))

. _ i=1
sim 200 x 5

Z (s;+¢)

i=1

dist = 100 —sim
(Eq.13)
Les dendrogrammes sont générés a partir de lacaate similarité dissimilarité et illustrent les

liens de parenté existant entre profils.
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Figure 2-8. Appareil de DGGE : D-code system (Biorad)

2.7.4. Sequencage de fragments d’ADN

Le séquencage de fragments d’ADN est réalisé ar piatl’excision des bandes d'intéréts
d’'un gel de polyacrylamide. Les bandes excisées isonbées une nuit a 4 °C dans 50 pL
d’eau stérile. L'ADN contenu dans les mailles dlidjfuse dans I'eau et 2 puL serviront de
matrice pour une amplification par PCR. Avant ségage, les produits PCR sont purifiés sur
colonne avec le kit “QIAquick PCR purification Kit (QIAGEN, GmbH). Les fragments
d’ADN sont séquencés par la firme MilleGen (Labdgance).

2.7.5. Analyse phylogénétique

Les séquences obtenues sont comparées a cellesitlisp dans les banques de genes avec le
programme BLASTN (http://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blagi). Les séquences les plus proches
sont sélectionnées. L'alignement des différentequeséces est obtenu par ClustalW
(Thompsoret al, 1994). Les arbres phylogénétiques sont constseion la méthode du plus
proche voisin (Neighbour Joining Method) (SaitouNei, 1987) et leur robustesse est testée
par une analyse de “bootstrap” obtenue sur 1@fications. Les arbres sont ensuite tracés
avec le programme MEGA 5.05 (Tamwhal, 2011). Les séquences générées au cours de

ces travaux sont déposées dans la base de donG&s N
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2.8. Expériences effectuées
Le tableau 2-14 présente les différentes sérid¢egle réalisées, ainsi que les analyses

effectuées pour chaque série.

Tableau 2-14. Traitements et analyses effectuées au cours de gde these

. Métal
-l;a'tl? rrlljeér;tss ajouté Digestion Analyses effectuées
ppliq (mg/L)
-Ultrasons -Etudes des populations microbiennes,
100000 respiromeétrie
kj/kg MS -Répartition de la matiére (MS, MES, MVS...)
-Ozonation / -Solubilisation de la matiere
0,108 g aérobie et -Composition des boues (DCO, COD, protéines,
Os/MS / A1ODi acides de type humique...)
Lyse anaérobie
thermique el
95 °C 4
(Juin- Juillet
2009)
-Etudes des populations bactériennes,
respirometrie
-Répartition de la matiére (MS, MES, MVS...)
-Composition des boues (DCO, COD, protéines,
Lyse : )
. acides de type humique...)
thermique e -
o o -Solubilisation de la matiere
90 °C Cd aérobie ! L o R
N . -Détermination du nombre de site ionisable a la
0a6l (35jours) oo
. surface et dans la phase soluble (capacité
(Nov.- Déc. déch D
2000) echange protonlque—CEP_) o
-Etude de I'impact du cadmium a différentes
concentrations sur les populations bactériennes,
sur la digestion et le prétraitement (dosages
ETAAS et FAAS)
-Etudes des populations bactériennes,
respiromeétrie
-Répartition de la matiere (MS, MES, MVS...)
Composition des boues (DCO, COD, protéines,
acides de type humique...)
Ultrasons -Solubilisation de la matiere
165000 -Détermination du nombre de site ionisable a la
kj/kg MS Cd aérobie surface et dans la phase soluble (capacité
0a 100 (35jours) déchange protonique=CEP)
(Juin- Juillet -Etude de I'impact du cadmium a différentes
2010) concentrations sur les populations bactériennes,

sur la digestion et le prétraitement (dosages
ETAAS et FAAS)

-Etude du potentiel de sorption et de relargage
(extraction a 'lEDTA)
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-Etudes des populations microbiennes,
respiromeétrie

-Répartition de la matiére (MS, MES, MVS...)
-Composition des boues (DCO, COD, protéines,
acides de type humique...)

Ultrasons e -

165000 -Sqlublll_satlgn de la matiere o .

. ... -Détermination du nombre de site ionisable a la

kj/kg MS Cd anaeérobie o

4 04100 (55 jours) surface et dans la phase soluble (capacité

(Avril- Mai J d’échange protonique=CEP)

2011) -Etude de I'impact du cadmium a différentes
concentrations sur les populations microbienne,
sur la digestion et le prétraitement (dosages
ETAAS et FAAS)

-Etude du potentiel de sorption et de relargage

(extraction a 'EDTA)

-Influence de l'introduction d’un traitement
Pilotes  thermique sur les flux de cuivre et de cadmium

Lvse avec dans un pilote de traitement des eaux usées a

tk?/ermi e alternances boues activées.

5 (Avril-(I:I\/Iai / de phase -Apercu complet des performances de réduction

2009) d’aération des boues en excés avec un traitement thermique

et d’anoxie a 90 °C couplé avec des boues activées a

(70 jours) I'échelle pilote: élimination de la DCO et de N,
Suivi des populations bactériennes, et devenir
des métaux lourds
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CHAPITRE 3 — COMPARAISON DES EFFETS DE 3
PRETRAITEMENTS PAR DESINTEGRATION (THERMIQUE,
CHIMIQUE, ULTRASONS) SUR LES PERFORMANCES ET
LES COMMUNAUTES MICROBIENNES LORS DE L'ETAPE
DE STABILISATION AEROBIE.
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Contexte : La stabilisation est une étape importante pourdiement et le rejet des boues
d'épuration. Les boues produites a I'état liquideyent étre stabilisées par des procédés de
traitements chimiques ou biologiques (digestioroli& ou anaérobie). La stabilisation des
boues par voie aérobie consiste, par une aérataangee, a provoquer le développement de
micro-organismes aérobies jusqu’a dépasser lageéde synthése des cellules et réaliser leur
propre auto-oxydation (respiration endogeéene). Lducgon des solides volatils des boues
constitue I'un des principaux critéres d’évaluattncette digestion. Le taux de réduction des
matieres volatiles varie entre 15 et 25 % en famctle la température du temps de séjour et
de la nature de la boue notamment. Pour des ra&smsomiques, la digestion aérobie des
boues biologiques a été utilisée en particuliersdan stations d'épuration de taille moyenne
et de petite taille. Au cours de la digestion a&rates boues, la proportion importante de
microorganismes dans des flocs de boues biologifamhte I'adsorption des composeés.
Apres adsorption, les composés biodégradablesiqlaites ou solubles), subissent une
hydrolyse pour produire des substances facilemssitmélables par les bactéries. L'hydrolyse
microbienne de grandes molécules organiques estl@ape limitante du procédé.

Différentes stratégies sont actuellement dévelopm&ir améliorer la réduction des boues
lors de la digestion aérobie. Les procédés ditdésntégrations et notamment le traitement
thermique, l'ozonation, et la sonication, mis envi@ien amont de I'étape de digestion,
conduisent & une amélioration significative du tdaxéduction de la production de boue. Ces
procédés agissent en facilitant I'étape d’hydrolge@ par la génération de molécules de
faible poids moléculaires soit par la libératiors agmzymes hydrolitiques et la solubilisation

de la matiere organique.

Les processus de désintégration des boues agferamment sur la structure cellulaire des
boues. Proroét al. (2008) ont montré qu'aprés un traitement thermigjuene ozonation, les

parois cellulaires des boues sont plus perméahl&pmes une sonication (ou les boues
« explosent » mais ne sont pas préalablement pbitiséas). Ainsi, I'impact de ces différents
procédés de désintégration sur la communauté nicrob devrait étre différent. Selon Yan
et al. (2008), lors d’un traitement par ozonation, laick&gration des cellules survient lorsque

la dose d’ozone est supérieure a 0,02%/g @SS.

Connaitre et suivre I'évolution des especes miemtés au cours d’'un procédé constitue une
clé d’entrer fondamentale pour en maitriser I'ef6it€. Dans ce contexte, nous nous sommes

particulierement attachés a démontrer que declanigue de PCR-DGGE pouvait étre un
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outil efficace pour suivre I'évolution d'une comrauté microbienne lors de la mise en ceuvre

de procédés de réduction de la production de boues.

Suivi de I'évolution des communautés microbiennesap PCR-DGGE :

Ces dernieres années, plusieurs techniques d’emgsemoléculaires ont été utilisées afin
d’identifier les structures des communautés mi@obeés d’environnements divers. A partir
de ces nouvelles techniques, Wagner et Loy (2062nis en évidence une grande diversité
bactérienne dans I'environnement ou les phyla pré@mnts sont les Proteobacteria (alpha,
beta et gamma), les Bacteroidetes et les Actinebaciavec également la présence de
différentes especes d’Eucarya et d’Archaea (Batrad, €996) (Figure 3-1). La composition

et la répartition de ces communautés microbiennes fonctions des paramétres physico-

chimiques, hydrauliques et du procédé.
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Environmental
sequences

Figure 3-1. Arbre phylogénétique des trois domaines du monde vivant et qui a été réalisé a partir des
séquences de ’ARN ribosomal 16S et 18S reconstruit avec les méthodes de maximum de
vraisemblance et de parcimonie d’aprés DelLong et Pace (2011)

Les techniques moléculaires offrent un suivi raptiesemi-quantitatif des microorganismes
dans leurs communautés et permettent I'étude degyements de la communauté spatiale et

temporelle au sein des écosystemes microbiens gi8gkiet al. 2001, O’Flahertyet al.

2006).
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Les techniques moléculaires pour I'étude des pdipaks nécessitent la mise en ceuvre de 3

étapes (Figure 3-2).

[ Extraction ] >[ Amplification ] >[ Détection ]

Figure 3-2. Les différentes étapes de I'étude des populations par biologie moléculaire (méthodes
indirectes)

=>» Extraction de I'’ADN total :

Les études meétagénomiques commencent par I'epimactie I'ADN de tous les
microorganismes présents dans un échantillon dwiraanement donné. L’extraction des
acides nucléiques comporte quelques spécificiées lprincipalement a la charge en micro-
organismes et donc d’ADN dans I'échantillon. L'iswlent de '’ADN pur a partir de I'eau
usée est souvent compliqué, du fait de I'abondaesepolysaccharides et des polyphoénols
dans certains échantillons difficiles a élimindiadde des kits standard d’extraction d’ADN
(Koonjul et al, 1999).

®Extraction de I'’ADN dans les eaux uséePour les échantillons environnementaux,

I'efficacité des méthodes d’extraction d’ADN esteaténinée par le taux d’extraction d’ADN
et la réduction des inhibiteurs du produit PCRndiat al, 2005). Le degré de pureté de
I’ADN extrait des eaux usées joue un role importdants la sensibilité et I'utilisation d’outils
moléculaires tels que la PCR et I'hybridation sUDM microarrays (Lemarchandt al,
2005).

®Extraction de 'ADN dans les sols ou dans les boudsisieurs méthodes ont été mises au

point pour I'extraction d’ADN métagénomique a pades sols pollués (Zhoet al, 1996 ;
Burgmannet al, 2001 ; Kauffmanret al, 2004 ; Bertranet al, 2005). Dans tous les cas,
l'acide humique a été considéré comme étant unbiielir majeur de la PCR: des

concentrations inférieures a 10 ng peuvent inhileeréaction (Tsai et Olson, 1992).
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Actuellement, il existe des kits commerciaux tregfgrmants présentant de hauts rendements
d’extraction destinés aux échantillons environndimen récalcitrants (boues activées) et
présentant une forte charge en substances typajharaisavoir le "Powersoil DNA isolation
kit * de MOBIO.

= Amplification des ADN 16S

L’étape suivante est 'amplification par PCR. LaRP@écessite l'utilisation de plusieurs
réactifs : '’ADN génomique, I'enzyme polymérases léesoxyribonucléotides (DNTP), les
deux amorces et le tampon (solution de fonctionméroptimale de I'enzyme) (figure 3-3).

Les amorces utilisées lors de la PCR peuvent éire s
- universelles : elles ciblent les domaines bagténichée ou eucaryote.

- ou spécifiques : elles visent des genes dorddaence est plus ou moins conservée parmi le

groupe, genre ou espéce phylogénétique ciblé.

‘Nucléotides

|
l\ Amorces,

Figure 3-3. Les composants de la PCR
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Dans I'étude de la diversité de la microflore dees§stemes, '’ADN ribosomique 16S est
majoritairement employé comme cible moléculate. géne code pour la sous-unité 16S de
'ARN ribosomal (ARNr) et est essentiellement @i en raison de sa structure, trés
conservée chez toutes les bactéries. En effest it@nstitué d’'une succession de domaines
conserves, sites de complémentarité pour les amotceverselles utilisées pour le
séquencage de ce gene, et d’autres portions dersggpipropres a un groupe de bactéries,
nommeées séquences signatures (espéece, genregjaindl choix de I'ARN 16S plutt que
23S ou 5S est d’ordre technique (taille du génenbre d’informations) et, surtout, les
banques de données de séquences du gene 16S mamt’hui trés développées. Enfin,
l'identification est fiable : les résultats obtemer séquencage du gene 16S sont similaires a
ceux obtenus avec le génome entier. Une amorceenseNe est choisie, courte chaine
nucléotidigue de 15 a 25 nucléotides, complémeantde la séquence d’ADN connue a
amplifier et située juste en amont de la zone aiedepr. Cette amorce est nécessaire a
'accrochage de I'ADN polymérase&Cet outil moléculaire d’identification a révolutio@

I'écologie microbienne (Dabeet al, 2002).

Le choix des amorces PCR est important pour taxpéreence ultérieure telle que la DGGE
afin d'isoler des organismes spécifiques. Un gnaomhbre d’amorces différentes ciblant le
gene 16S a été publie. Ces amorces peuvent étuerselies (Bakeret al, 2003) ou
spécifiques. La paire d’amorces 341F/907r, estamerce largement utilisée "universelle”
pour les bactéries, et a été utilisée pour les ADNune fois amplifiés seront déposés sur des
gels DGGE par exemple (Muehlirgg al, 2008). Certaines de ces amorces sont résumees
dans le tableau (3-1) ci-dessolmsfine, notre choix s’est porté sur les paires d’amoBzEd--
GC/518R ou 341F-GC/907R et arcGC-934F/1330R spéefi aux bactéries et aux archaea
respectivement, en raison du fait que le pourcentgmicroorganismes que I'on peut cibler,

a ce jour, a l'aide de ces amorces reste supép@urapport aux amorces utilisées dans la

littérature (tableau 3-1).
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Tableau 3-1. Les amorces principales amorces utilisées pour I'amplification des ADN 16S pour les populations de bactéries et d'archaea

Microorganismes Séquences (5'-3) Organismes Positions Longueur des Température Références
cibles/nom des ciblesace dhybridation ® amplicons d’hybridation
amorces jour (%) (pb) ¢ (°C)
Bactéries
GC-341F* S'-
CGCCCGCCGCGCCCCGLeae Yan et al, 2008
CCGTCCCGCCGCCCLCCGLCCC 93 341-357 Dar et al, 2004
518R GCCTACGGGAGGCAGCAG-3' 194 56 Muyzer et al, 1993
5-ATTACCGCGGCTGCTGG-3' 87.3 518-534
GC-341F* 5'-
CGCCCGCCGCGLCCLCLELeae
CCGTCCCGCCGLCCceeeaecece 93 341-357 Chanet al, 2003
907R" GCCTACGGGAGGCAGCAG-3' 586 56 Muehling et al, 2008
5'- MacCracken et al,
CCGTCAATTCMTTTGAGTTT 89.2 907- 926 2001
-3
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Bactéries
GC-968F 5'-GC- 61.5 968-984 Nibel et al, 1997
AACGCGAAGAACCTTAC-3 379 63
1330R 5-TAGCGATTCCGACTTCA- 26 1330-1346 Nlbel et al, 1997
3
Archaea
934F 5'-
AGGAATTGGCGGGGGAGCA 91.2(1997) - Wu et al, 2001
1390R-GC -3 456 58 Wagner et al., 2009
5'- Wagner et al,, 2011
CGCCCGGGGCGCGCCCCGG 85 -
GCGGGGCGGGGGACGGGL
GGTGTGTGCAA-3'
Archaea
GC-arc344F* 5'-
GCCCGCCGCGCGCGGCGGG 52 344-363 Yu et al, 2009
CGGGGCGGGGGCACGGGEGEG Banoet al, 2004
GACGGGGYGCAGCAGGCGC 191 56 Lane, 1991
519R° GA-3'
5'- 54 519-534

GWATTACCGCGGCKGCTG3!
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Méthanogenes 5'-

0357F CGCCCGCCGCGCGCGGLCGG
GCGGGCGGGGGCACGGGGG 44 340-357 Tabatabaeiet al,
GCCCTACGGGGCGCAGCAG- 334 58 2009
3 Watanabeet al, 2004
0691R 5-GGATTACARGATTTCAC- 23.5 707-691
3

Archaea universel
PARCH340F 5'-

CGCCCGCCGCGCGCGGCGG 10 340-357 Tabatabaeiet al,
GCGGGCGGGGGCACGGGGG 2009
GCCCTACGGGCYGCASCAG- 179 60 Watanabeet al, 2004
3

PARCH519R 5-TTACCGCGGCKGCTG-3’ 96 533-519

: Numérotation chez Eoli
.M, CIA; Y, CIT; R, A/G.
“:W,AT K,GIT.

d: longueur de la séguence amplifiée ne tient pagpte de la GC clamp

*: la séquence surlignée en noir est la GC claatfachée a I'extrémité 5’ de I'amorce sens pouethnique DGGE uniquement (domaine a
grande stabilité qui est riche en G et C afin d&via séparation complete des deux brins d’ADN)

*:F, Forward (sens) ; R, Reverse (antisens)
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Justification du choix de la technigue de PCR DGGBpour cette étude :

A lissue de I'étape de la PCR on obtient des fragis de méme taille mais de séquences

différentes. L’enjeu consiste alors a étudier lasations dans la séquence pour établir la

diversité.
[ Détection ]
\ 4 \4
Méthodes indirectes Méthodes directes
FiSH
v v

Fragments de Fragments de
méme taille aprés taille différents
PCR

DGGE RFLP

SSCP RADP

Figure 3-4 . Stratégies de I'analyse des communautés microbiennes.

Les méthodes indirectes sont celles qui nécessitemtttape d’amplification par PCR avant
de passer a la technique d’analyse des populatiBasni les nombreuses techniques
moléculaires d’analyse de la biodiversité, on eiteta DGGE, la SSCP, la RFLP, la RADP
etc (figure 3-4). Les principaux avantages et inémients des méthodes explicitées ci-dessus
sont résumés dans le tableau ci-aprés. Dans |e cidicette étude, nous avons choisi de
développer Il'utilisation de la technique de DGGHiple suivi des populations de bactéries et
d’archaea. Celle-ci est la plus adéquate pour kaeades échantillons de boues activées de
part sa rapidité et permet I'analyse d'un grand lm@md’échantillon sans passer par le

clonage, (tableau 3-2).
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Tableau 3-2. Les principaux avantages et inconvénients des techniques de biologie moléculaire citées
ci avant

Avantages Inconvénients

-Peu colteuse -Lourde & mettre au point a

-Détection des empreintes génétiques de 'apprentissage (necessite un

population bactérienne (sous forme de personnel expérimente)

bandes) -Le nombre de bande correspond

- Détection des microorganismes viables relativement au nombre d'especes
mais non cultivables dominantes

-Culture mixte comme les boues activées -Pas de mise en évidence des

populations minoritaires
-Suivi simple et rapide de la variabilité

DGGE - . -Analyse de séquences de taille
spatio-temporelle des populations
o)
microbiennes <600 pb (avec 95% de
polymorphisme détecté)
-Relativement facile d’avoir une vue
globale des especes dominantes d’un -Non quantitative
écosysteme donné -Une séquence peut étre représentée
-Méthode adéquate pour lI'analyse d’'un par des bandes multiples
grand nombre d’échantillon (héteroduplex)
-Séquencage possible sans clonage
-Détection des empreintes génétigues de -Aussi lourde que la DGGE a
population bactérienne (sous forme de  mettre au point
bandes) -Analyse de séquences dont la taille
-Détection des microorganismes viables varie entre 200 et 400 pb (a 300 pb
mais non cultivables environ 90% des mutations sont
SSCP

-Souvent utilisé pour les cultures pures detectees)

-Ne nécessite pas l'insertion d la GC clampiUne sequence peut etre representee

par des bandes multiples

-Pas de gradient sur gel
Y Y (hétéroduplex

-Séquencage possible sans clonage
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-Procédure relativement simple et rapide -L’hétérogénéité de la taille des

mais qui colte chere

-L’abondance des espéces peut étre estim®

fragments rend I'analyse

leogénétique moins sdre

a l'aide de la force du signal de fluorescene8équencage impossible

T-
RFELP -Permet une comparaison entre les -Pas de réels avantages en
différents essais comparaison a la DGGE qui reste la
méthode la plus utilisée.
-Les profils sont moins riches que
la DGGE et la SSCP
-Pas de nécessité de créer des amorces -Pas d’'information phylogénétique
specifiques -Probléme de reproductibilité
RADP -Pas de besoin d’équipement spécifique -Séquencage possible aprés clonage
-Bandes d’intéréts peuvent étre excisées sur
gel
-Méthode simple et facile si les sondes sorBonne connaissance de
disponibles I'écosysteme a étudier et les
-Permettent la visualisation directe des ~ Microorganismes a detecter (avec la
microorganismes non cultivables combinaison d'autres techniques
moléculaires)
-Méthode quantitative
-Pas de nouvelles bactéries
-Quantification de groupes microbiens
FISH  spécifique -La création d’une nouvelle sonde

-Détection différentielle / préférentielle de

microorganismes actifs

-Destinée pour une utilisation de routine

-Ouitil robuste pour la détection et la

et I'optimisation des conditions
d’hybridation sont tres difficiles et
nécessitent beaucoup d’expériences

et de dévouement

-La quantification est fastidieuse et

guantification des AOB des biofilms et deSComp|exe (Analyse d’'image)

flocs des boues activées
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La technique de la DGGE permet de discriminer dagnients d’ADN de tailles identiques
(200-700 bp), mais de compositions en bases nidigoes différentes (substitution de
bases) (Muyzeet al, 1993). La technigue PCR-DGGE a été validée danfdgne, par
Muyzer et al (1993) afin d’étudier la diversité des populatomicrobiennes issues de
différents écosystemes. Depuis sa mise en platte, teehnique reste la plus efficace pour la
détection et la caractérisation des bactéries et admmpignons provenant des déchets
industriels, du sol et des boues activées (Kow&lehtwal, 2002 ; Smiet al, 1999 ; Vainio et
Hantula, 2000 ; Yaet al, 2007 ; Kreuzingeet al., 2003).

Les Amplicons (produits PCR) obtenus possedent@8mentaille et ils ne peuvent donc pas
étre séparés par électrophorése sur gel d’agdragdifféerence de mobilité électrophorétique
des amplicons est fonction de leurs températurdagien (température a laquelle les doubles
brins de I’ADN se dissocient : c'est-a-dire 50%I'&®N sous forme double brin et 50% de
'ADN sous forme simple brin). Une modification deéquence entraine donc une
modification de température de fusion. Cette modifon est mise en évidence par
électrophorése sur gel de polyacrylamide en présatign gradient d’agent dénaturant
(formamide, urée). Le pourcentage d’agents dénaisirast prédit soit a partir de I'analyse
bibliographique ou apres plusieurs essais de mispant. Les produits PCR avec leurs
différentes séquences (de méme taille) passentgesigement sous la forme de simple brin
au fur et a mesure de leur migration au sein durgglre 3-5. Plus les acides nucléiques sont
riches en G et C, moins ils seront dénaturés faeife. Une des amorces utilisées posséde une
extrémité 3' trés riche en GGC clamp qui permet d’éviter (i) la dénaturation complée

la séquence sous l'effet des agents dénaturafitsletrs sorties du gel d’élécrophoréese.
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Figure 3-5. Schéma du principe de la DGGE

Objectifs : Les objectifs de cette étude ont été de compaseattivités des communautés
microbiennes et les changements potentiels de @@snanautés au cours de la digestion
aerobie de boues pré-traitées. Trois types de géscéde désintégration ont été appliqués aux
boues avant I'étape de digestion aérobie: la sbaic§l00 000 kJ/kg MS), I'ozonation (0,108
g0s/gMS) et le traitement thermique (95 °C, 2h). Le®difications potentielles des
communautés bactériennes apreés le prétraitemeprés I'étape de digestion aérobie ont été

suivies par la technique de PCR-DGGE.

Les résultats de ces investigations sont présesuigs la forme d’'une publication acceptée

dans la revue Environmental Technology.
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COMPARING THE EFFECTS OF THREE PRE-TREATMENT
DISINTEGRATION TECHNIQUES ON AEROBIC SLUDGE
DIGESTION: BIODEGRADABILITY ENHANCEMENT AND

MICROBIAL COMMUNITY MONITORING BY PCR-DGGE

Kais Jaziri, Magali Casellas, Christophe Dagot

Environmental Technology, Volume 33 (10-12), pp33-4.444, Available
online 17" October 2011. DOI: 10.1080/09593330.2011.632653

dGroupement de Recherche Eau Sol Environnement,338,45ite de 'ENSIL, Parc ESTER Technopdle, 16 rue
Atlantis, 87068 Limoges Cedex, France

Abstract

The objectives of this work were to compare ancestigate the effect of three activated
sludge disintegration processes before aerobigeldtjestion on 1) aerobic biodegradability
enhancement and 2) microbial community evolutiothwhe Polymerase chain reaction-
Denaturent gel gradient electrophoresis (PCR-DG@&Ehnique. The comparison of 3
disintegration processes: thermal treatment (9214), sonication (100,000 kj/kgTS) and
ozonation (0.108 g&gTS) showed that the disintegration processesdadifferently
according to the composition of the soluble phaskta the DNA damage. Thermal treatment
led to significant protein solubilisation and to BNnodification. Sonication and ozonation
resulted in similar soluble phase compositions diaddnot lead to any DNA modifications.
During activated sludge aerobic digestion, intendiiodegradability enhancement was
observed for thermal and ozone activated sludgarpagments. The analysis of the DGGE
patterns at the end of aerobic digestion showetdpihyaulation diversity was affected by both
the aerobic digestion and by the pre-treatment. disgimilarity percentages measured at the
end of aerobic digestion in the control sample iantthe treated sludge were equal to 22, 25
and 20% for thermal treatment, sonication and ozemaespectively. This study indicated
that PCR-DGGE, used for the comparison of disiratign processes before and after aerobic

digestion, could be a useful tool.
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CHAPITRE 4 —ANALYSE DES EFFETS D'UN
PRETRAITEMENT THERMIQUE BASSE TEMPERATURE
SUR LA SENSIBILITE AU CADMIUM DE BOUES ACTIVEES
LORS DE L'ETAPE DE STABILISATION BIOLOGIQUE:
MESURE DES ACTIVITES RESPIRATOIRES ET DES
ACTIVITES ENZYMATIQUES IMPLIQUEES DANS LE
METABOLISME
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Contexte : L’étude bibliographique a démontré que le traitetibermique basse température
pouvait constituer une alternative attractive pmugmenter les rendements de réduction de la
production de boue en amont de I'étape de statidisaérobie (Salsabit al, 2010), ou
anaeérobie (Hérgt al, 2010, Bougrieet al, 2006). Camacho (2001) a montré qu’au-dela de
60 °C, il était possible d’initier un processusgdubilisation significatif. La mise en place
d’'un traitement de désintégration par élévationadeempérature a pour objectif de faciliter
I'étape d’hydrolyse de la matiere organique. Lédraent thermique agit par destructuration
du floc, lyse cellulaire et libération des enzyreeshassées dans la matrice de boues activeées
(Prorotet al, 2011 ; Laurenet al, 2011 ; Yaret al, 2008). Aprés adsorption, les composeés
biodégradables (particulaires ou solubles), subtsssme hydrolyse pour produire des
substances facilement assimilable par les bactéfiede étape implique plusieurs enzymes
extracellulaires: estérases, carbohydrases, lipasgwotéases utilisées pour convertir les
molécules de haut poids moléculaire (colloides, nesécules d'acides humiques et des
composés de particules) en molécules plus simfles. molécules simples peuvent ainsi
traverser la membrane cellulaire comme nutriments jpes microorganismes. Cependant, a
ce jour, il existe peu dinformation concernant lesnséquences d’un traitement basse
température sur l'activité métabolique des orgaesmactivités enzymatiques impliquées

dans le métabolisme et activité respiratoire.

Objectifs : L’'objet de ce chapitre est donc d’étudier les éguences de l'introduction d'un
traitement thermique basse température (90 °Csh)activité métabolique des organismes
et en particulier lorsque ces derniers sont sounik présence d'un élément toxique.
L’élément toxique choisi est le cadmium. Le cadmiesh un métal toxique pour ’homme et
pour I'environnement. Sa toxicité est connue defmssannées 50, et porte principalement sur
des atteintes au niveau du foie et des reins. BREcpart, il a été démontré que des formes

inorganiques du cadmium conduisent a la format®tudheurs malignes chez I'animal.

Du fait d'une probable « fragilité » accrue des dmwapres traitement thermique, on peut
s’interroger sur les potentiels effets d’'une expagiau cadmium. Afin de mettre en exergue
les potentiels effets de I'exposition des bouescadmium sur les activités respiratoires et

enzymatiques les concentrations en cadmium utdigégent de 1 a 100 mg/L.

L’activité respiratoire a été mesurée au cours docgssus de stabilisation aérobie et

présentée en terme de profils £®lus stables que ceux de 4.0
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La matrice de boues activées est constituée decmatrganique (80 % environ pour les
boues testées) issue des eaux usées et des Izaetéde matiere minérale. Cette matiere
organique étant principalement constituée de Igigeotéines, d’acides humiques et glucides.
Les activités enzymatiques impliguées dans le moétabe de dégradation (enzymes
hydrolytiques principalement) ont donc potentiekgun réle crucial dans I'efficacité de la
digestion. Ainsi, les principales activités hydtajyes (lipases, protéases, glucosidases) ont
été étudiées afin d'évaluer le potentiel effet daitément thermique sur les activités

enzymatiques impliquées dans le métabolisme.
Ce travail a fait I'objet d’'une publication qui wied’étre soumise en Novembre 2011.
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CADMIUM DURING AEROBIC BATCH TESTS
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Abstract

The effects of low thermal treatment on activatedige sensitivity to cadmium were assessed
through respirometric (COproduction basis) and enzymatic activities (lipapeotease,
glucosidase) measurement. Low thermal sludge pegrtrent (90°C, 2h) was used previous to
aerobic digestion in order to enhance sludge remludDifferent cadmium concentrations were
added (from 1 to 100 mg/L) at the beginning of beEresludge digestion. Cadmium effect on
CGO;, production was noticeable from 5 mg/L, for treated non treated sludga.saturation-
type relationship was used to put in relati@@Omax inhibition and the respective metal
concentration of cadmiunmlThermally pre-treated sludge was submitted to muongortant
inhibition compared to untreated sludge for cadmicomcentrations above 10 mg/L. The
maximum values of inhibition level (1) were respectively equal to 72% and to 40.2%
respectively for thermally treated and untreateddgt. The assessment of cadmium
concentration which inhibited 50% of gq&Qx (K, or IC50) revealed that there were no real
differences between treated and non treated shelcguse the concentration value was slightly
above 3 mg/L in both cases. In the conditions efdkperiment, most of the cadmium being in
a particulate form, the toxicity level of cadmiumregard to C@production could be related to
the total metal concentration. The effect of loverthal treatment on enzymatic activities

sensitivity to cadmium was also studied. The mainymatic activities implicated in aerobic

-173 -



Chapitre 4

sludge biodegradation were investigated: lipase, protease and glucosidase. Heat treatment led to
better enzymatic residual activity during aerobic digestion compared to non treated sludge. It

was not possible to evidence any cadmium inhibition on these enzymatic activities.

Keywords: Low thermal treatment; activated sludge aerobic batch test; respirometry;
enzymatic activities; Heavy metals
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CHAPITRE 5 — EFFETS D'UN PRETRAITEMENT
THERMIQUE BASSE TEMPERATURE (90°C, 2H) SUR LA
DIVERSITE DES POPULATIONS BACTERIENNES, SUR LES
PERFORMANCES DE REDUCTION DE BOUE : RESULTATS
OBTENUS SUR LA BOUCLE DE RECIRCULATION AU
NIVEAU DE LA FILE EAU ET AU NIVEAU DE L'ETAPE DE
STABILISATION SUR LA FILE BOUE
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Contexte : Dans ce chapitre nous nous sommes particuliereinéiiessés a la mise en
ceuvre d’un prétraitement thermique basse tempérg@0°C, 2h) soit sur la boucle de
recirculation d’'un procédé a boues activées classspit en amont de I'étape de stabilisation

aerobie des boues (Figure 5-1).

Décantation

Eau Traitement ' Eau
gses = biologique - traitée

N
7

T

Boues
residuaires

Digestion l

i Technique

l %%;b de

| désintégration
] e .:. IE |

Figure 5-1. Positionnement du prétraitement thermique lors des études sur la file eau et sur la file
boue

Au cours de cette étude, nous avons cherché aegwiline part les performances de réduction
de boues mais aussi les potentielles perturbaiimhstes par la mise en ceuvre d'un preé-
traitement thermique soit sur le fonctionnemenprhcédé en lui-méme soit sur les populations
microbiennes. La possibilité d'utiliser la PCR-DGGittil de biologie moléculaire, pour suivre

I'évolution des communautés microbiennes dans ongoe et pour I'évaluation des effets du

prétraitement, du procédé (digestion aérobie) ®nugtaux a été explorée.

Apports de la technigue de PCR-DGGE a la mise en &ence de l'éffet des

prétraitements ou des métaux sur les populations mmiobiennes

L’analyse PCR-DGGE des amplicons donne un profhglexe sur gel, qui peut étre
trés sensible a la dynamique spatio-temporellegeGethnique est couramment utilisée dans la
caractérisation des empreintes moléculaires derfarmnauté bactérienne et pour analyser la
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population bactérienne dans des environnementéreiiffs et la dynamique de la population
(Muyzeret al, 1997 ; Benlloclet al, 2002). L’analyse reste reproductible, fiabléatreement

facile a utiliser, rapide, permet le screening ki&tillons multiples et reste un outil de
dépistage relativement peu colteux. Certains traoat fait appel a cette technique afin de

mettre en évidence I'impact des procédés ou deoputluants notamment les métaux.

=>» Des études précédentes utilisées avec succesomténgue cette technique permettait de
révéler lI'impact des procédés de réduction de ddymtion des boues sur les communautés
microbiennes (Tableau 5-1). Par exemple, le tratd@nthermique des boues conduit a une
augmentation de populations spécifiques qui sanb&eteries thermophiles appartenant a la
classe deBacillis (Yanet al, 2008). Récemment, Tat al (2010) ont démontré qu'il y avait
un changement dans les consortiums microbiens aprésitement thermique-alcalin a 60
°C et pH 7 et que les bactéries dominantes apaetena I'espec8acillus thermotolérante.

lIs ont aussi montré qu’un traitement thermiqueoagsa une solution alcaline de pH éleve
(13) présente des modifications plus prononcéeka gmpulation bactérienne comparée au
traitement a 60 °C seul. L'analyse DGGE a révél@aurcentage de dissimilarité de 40 % de
la population bactérienne en comparant un réaetiéuenté ou non avec des boues traitées a
l'ozone (Yaret al, 2009).

Yan et al (2009), ont montré qu’'a des doses supérieure82y @/g MES, les changements
de la communauté s’accentuent avec la disparitesnbdindes DGGE. D’autre part, I'analyse
DGGE a révélé un pourcentage de dissimilarité de%lQau cours de la stabilisation

biologique des boues ozonées par comparaisondodes non traitées.

Tableau 5-1. Récapitulatif des procédés affectant les populations microbiennes démontré par PCR-

DGGE
. Durée
Typ_e de Type de mise en du Effets sur la biomasse  Référence
prétraitement ceuvre test
pH 11 : conditions
Fed batch : optimales en terme de
NaOH 10 M acclimatation par réduction de boues mais
- _ Tanet al,
pH7, pH 11, remplacement tous 8 modifications importantes 2010
pH 13 les deux jours de la jours des populations
60 °C (24h) moitié du volume par Genre Bacteroidetes et
des boues traitées protobacteries

prédominants
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continu (procéde

Apparition d’espéces

Thermique ATAD : digestion 234  thermophiles et disparition Liu et al,
55°C aérobie autothermal heures d’espéces moins 2010
thermophilique) thermotolérantes
pH=7
Batch (CSTR: ) . .
NaOH 3N ) o Prédominance de I'espece
réacteur anaérobie ]
35 °C, . . Aeromonas au déebut du
. complétement agité L .
concentration procédeé ainsi que diverses
] en mode batch) 33 . o Leeet al,
de lactosérum , _ especes de Clostridium. La
o traitement des eaux jours ) . 2008
ajoutée telle ) o population bactérienne est
usées enrichies de o .
que DCO ) significativement modifiée
perméat de
soluble ] au cours du temps.
lactosérum en poudre
=bmg/L
procédé a boues _ N _
. Disparition de certaines
activées incluant un .
. ' souches dominantes
traitement thermique o
_ _ notamment les nitrifiantes
Thermique au niveau de la ) ) o Laurentet
65 meésophiles ainsi que
90 °C boucle de _ o o al., 2011
. ) _ jours  I'apparition/intensification
(1h/jour) recirculation. .
d’'autres bactéries
Alternance de phase '
o thermophile et/ ou
d’oxygénation et ]
_ thermotolérantes
d’anoxie
Ozonation le pilote traité présente des
(0.15 g O3/g o différences de l'ordre de 40
procédé a boues ) o
MES) L avec le pilote témoin.
activées incluant un ) o _
300 ml de . . au debut du procédés certaine
traitement a 'ozone .
boues de , 122 bactérie telles que Yanet al,
_ _ au niveau de la _ . B
recirculation jours  Sphaerotilus sp., Unclassified 2009

traitée/ jour

boucle de

recirculation.

nitrosomonas... étaient

prédominantes. Il y a eu

apparition d’autres especes

pour le piloté traité.
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=>Les effets des métaux sur les populations de baciesees peuvent aussi étre mesurés par
des techniques de biologie moléculaire. Ainsi, Tetaal (2005) montrent que des boues
activées alimentées avec un effluent contenant 3L nde cadmium présentent des
caractéristiques de population tres différentes lirges activées natives. Les bactéries tres
impliquées dans I'élimination des nutriments (iles bactéries nitrifiantes Nitrosomonas
communiy, les bactéries formant des flocs Zooglamigeraet des bactéries accumulant le
phosphore (Rubriviagelatinosu} disparaissent dans le réacteur alimenté avec/b dggCd
générant une diminution des activités épuratoioesespondantes.

L’application de la DGGE a des sols enrichis enxeasées contaminées par des meétaux
lourds a révélé des différences dans la structeréeadcommunauté archaea relatives a la
contamination croissante en métaux lourds (Saptab, 1999). De méme, dans un compost
pollué en cadmium, de nouvelles bandes ont émeags k& premiere phase d'incubation, et

certaines bandes ont disparu dans le stade finahdebation (Cheret al, 2010).

Objectifs : L'objectif de ce chapitre sera donc d’étudier dguglle mesure I'introduction
d’'un procédé de désintégration sur la file eauwrdasfile boue impacte les performances du
procédé en termes de dépollution et en termesveesité microbienne. Les performances des
procédés ont été évaluées dans les deux cas {fileetefile boue) et comparées a celles de
boues non pre-traitées. La diversité des populati@ctériennes a été suivie par la technique
de PCR-DGGE. Dans le cas de la mise en place dBRRRmont de I'étape de stabilisation
aérobie, une attention particuliere a été portéee @otentielle modification de la sensibilité

des boues a un élément toxique le Cadmium.

Ce travail a fait I'objet de deux publications lairacceptée dans Process Biochemistry,
(doi:10.1016/j.prochio.2011.06.007) et 'autre sstimise en Novembre 2011.
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COMPREHENSIVE INSIGHT OF THE PERFORMANCES OF
EXCESS SLUDGE REDUCTION BY 90°C THERMAL
TREATMENT COUPLED WITH ACTIVATED SLUDGE AT

PILOT SCALE: COD AND N REMOVAL, BACTERIAL

POPULATIONS, FATE OF HEAVY METALS
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Abstract

A continuous lab-scale activated sludge procesplowuthermal (90°C) sludge disintegration
of a part of return sludge was investigated. Thgecilve was a comprehensive
characterization of the process, including bothrajpenal (sludge reduction efficiency,
pollution removal, fate of micropollutants, costabsis) and more fundamental aspects
(microbial community evolutions).Thermal disintegpa effectively decreased sludge
production by 30% when comparing results with calnteactor running in parallel. However,
the solubilization of sludge compounds and the ks of VSS concentration in the aeration
tank led to a higher organic load in the reactdrkis affected the overall treatment
performances: COD and TSS removal efficiencies wdereased by 15%. The loss of
nitrification efficiency was evidenced in the treatline and was linked with bacterial
community modifications (evidenced by PCR-DGGE teghes). The similarity percentage
between the control and the thermally treated "ud@gs equal to 59% after 9 weeks.
Moreover, the fate of heavy metals (Cd, Cu) wa® afected, due to sludge physico-

chemical characteristics modifications: the releafseopper in the treated effluent increased
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and the heavy metals sludge contents was increased. A simple energy balance showed that
thermal treatment could be economically viable as soon as sludge global handling cost
exceeds 72€ / wet ton.

Keywords:thermal treatment, activated sludge, pilot, PCR, DGGE, heavy metals
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LOW THERMAL TREATMENT [IMPACT ON THE
EFFECTIVENESS OF AEROBIC SLUDGE DIGESTION
UNDER CADMIUM EXPOSURE.

Kais Jaziri, Thibault Stalder, Magali Casellas, i€faphe Dagof,

Submitted on November 2011

Groupement de Recherche Eau Sol Environnementgdsiie de Limoges, 16 rue Atlantis, Parc Ester
Technopdle, 87068 Limoges Cedex, France

Abstract

A low thermal treatment (90°C, 2h) was applied ttivated sludge and led 1) to organic
matter solubilisation, 2) to lipase, protease, alpimd beta-glucosidase enzymatic activity
decrease by 41.3%, 45.4%, 91.4% and 51.5% resphci@nd 3) to modifications of the

bacteria population (dissimilarity percentage of682 compare to the control). Thermally
treated and non treated sludge were aerobicallised during 36 days and were exposed to
increasing cadmium chloride concentrations fromo01l00 mg/L. Low thermal treatment

affected total solids and nutrient removal undetngiam exposure compared to non treated
sludge. The thermal treatment also impacted thar@adf the populations during aerobic
digestion and led to 1) uncultured bacterium baates HQ910926 disappearance, 2) a
decrease of the level of cadmium sensitivity fansaspecies (uncultured Nitrospirae sp.) and

3) an increase of the level of cadmium sensitifotysome others (uncultured Proteobacteria).

Keywords: Aerobic batch test; thermal treatment minimizatiosludge process;
biodegradability; cadmium; PCR-DGGE
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CONCLUSION GENERALE ET PERSPECTIVES

Les boues d’épurations constituent un déchet iakdtment généré par le traitement de I'eau.
D’un point de vue structurel, les boues doivent &onsidérées 1) comme de véritables
systemes colloidaux dont la forte stabilité esed@inée par la nature des propriétés de
surface des colloides, par les interactions eeggéarticules et 2) comme un systeme réactif,
siege de réactions enzymatiques et microbiennesquantités de boues produites dépendent
notamment de la nature et des caractéristiquesiquighimiques des eaux résiduaires, du
type de traitement biologique mis en ceuvre de HElitgudes étapes de stabilisation et de

séparation des boues.

L’étape de stabilisation des boues consiste a estréduction du caractére fermentescible
des boues organiques, pour éviter les nuisancémnnuent I'émission de mauvaises odeurs,

et minimiser les risques sanitaires.

Si la stabilisation aérobie des boues permet diatte 15 a 25 % de réduction des matieres
organiques, rendement faible en comparaison deforpemces obtenues en digestion
anaerobie (45 a 50 %), il est possible d’en am&lites performances lorsqu’elle est conduite
en conditions thermophiles (45 °C, 60 °C) ou sipuétraitement dit de désintégration est

introduit en amont.

Ces prétraitements ont pour conséquences une caidifi structurelle des boues, une
sélection des écosystémes microbiens initialeme&sients et des réactions intrinséques.

Dans ce travail, nous nous sommes intéressésiiséition de différents prétraitements en
vue de I'amélioration de I'étape de stabilisati@madie. Les différents travaux meneés sur le
sujet ont démontré que la mise en ceuvre de proafittesle désintégrations provoquaient
d’'une part une amélioration de la réduction dertadpction de boues (Salsabil, 2008) mais
d’autre part des modifications importantes de tacstire physique et chimique des boues
conduisant notamment a une modification du compuete des espéces métalliques (Laurent,
2009). Ces derniéres observations nous ont donmé&sna compléter ces travaux, afin
d’expliquer certaines hypotheses en qualifiantrfexlifications potentielles de l'impact de
certains micropolluants (dans notre cas les mdtauxls) sur 1) 'activité de la biomasse pré-
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traitée et sur 2) I'évolution de la diversité deéteeméme biomasse au cours du procédeé de

digestion ensuite.

L'objet de ce travail de recherche a donc congisigcipalement a évaluer les effets de pré-
traitements sur le degré de sensibilité des boubsxposition a des espéeces métalliques

toxiques lors de I'étape de stabilisation.

Le plan de travail décrit dans le manuscrit rappdes développements sur le choix des
prétraitements, le choix d’'un métal et le choix dessures a réaliser. Trois prétraitements ont
été choisis : le traitement thermique a basse teatyé (95 °C, 2h), la sonication (100 000

kJ/kg MS) et I'ozonation (0.108 gl@g TS). Les choix des doses de traitement ont été
effectués en tenant compte du bon niveau de pesficende réduction de boue obtenu en
regard de la littérature et des études antérieuegses au laboratoire. Le métal choisi dans le
cadre de cette étude est le cadmium et ce pougreliffes raisons : les études préalables
menées sur ce métal dans le laboratoire, sa foreitt pour les boues, son caractére

fortement particulaire qui conduit a le retrouvéut@t dans les boues que dans les eaux de
sortie, et enfin une réglementation stricte conaeinsa présence dans les boues avant
épandage. Ainsi, les performances du procédé, kumede l'activité respiratoire et des

activités enzymatiques aprés le prétraitement etcams de I'étape de digestion aérobie, et
surtout le suivi de I'évolution des populations roltiennes par la techniqgue de PCR-DGGE
sont présentés. Concernant cette derniére techniljgéagissait, en outre, de démontrer

l'intérét de I'utilisation de cette technique pdarsuivi et le contréle des performances des

procédés.

Dans un premier temps (partie résultat chapitr@, Hiois types de procédés de
désintégration (ozone, ultrasons, basses tempéyatunt €té mis en ceuvre en amont de
'étape de stabilisation aérobie. Les performanobsenues ont été comparées et les
modifications des populations bactériennes anadydéss trois prétraitements ont conduit a la
solubilisation des boues, mais les résultats, emeg d'amélioration de la biodégradabilité

aérobie, et en termes de modification des populatilifferent d’'un prétraitement a l'autre.

- Le prétraitement thermique (95 °C, 2h) conduit alyae des cellules, a la

solubilisation de la matiére organique particulaee particulier les protéines. Au
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cours de la digestion aérobie, la réduction desbat la biodégradabilité ont été
significativement améliorées.

Le prétraitement par ultrasons (100 000 kJ/kg T&)conduit & aucune modification
du profil des communautés microbiennes mesuré @&-BGGE ce qui corrobore
I'absence de lésions de I'ADN. Au cours de 'étdpaligestion aérobie, la réduction
des boues et la vitesse instantanée spécifiquenmasxide production de biogaz
gmaxCQ ont été améliorées. Néanmoins, la vitesse initlal@roduction de COVi,

et la production de COn'ont pas été augmentées, démontrant ainsi que le
prétraitement par ultrasons n'a pas réeellementwbadune amélioration intrinseque
de la biodégradabilité des boues.

Une dose d'ozone significative a été appliqueed@dQy/gTS) lors du prétraitement
des boues. Les taux de solubilisation des protgohes substances « humiques-like »
et des polysaccharides sont comparables a ceuxuwsbters d’'un prétraitement par
sonication. En dépit d’une dose d'ozone signifiegtles profils microbiens des boues
obtenus par la technique de PCR-DGGE n'ont pasmédifiés. Au cours de la
digestion aérobie, la vitesse initiale de productie CQ Vi, la vitesse instantanée
spécifigue maximale de production de biogaz gmax&@ production totale de GO
ont été améliorées (20 %, 10 % et 5 % respectivemeénas résultats montrent que la
biodégradabilité aérobie des boues a été signiferaent améliorée suite a un

traitement par ozonation.

D’autre part, cette étude a permis de démontrer lgueechnique de PCR-DGGE
constituait un outil fiable permettant d’obtenireuvision globale de la variation de la
population microbienne apres l'introduction du g de désintégration des boues ou
pendant la digestion. En effet, une reproductiilile 100 % a été obtenue sur les
échantillons. Les modifications de la diversitéa@opulation ont été étudiées au début
et a la fin de la digestion aérobie. L'étude dedilsrde DGGE obtenus a prouveé que: 1)
le procédé de digestion aérobie conduisait a i &@ne modification de la diversité de
la population (65,5 % seulement de similarité efgrdébut et la fin de la digestion) ce
qui correspondait & une diminution du nombre dedbarde 31 a 23, 2) I'application,
méme sur une courte durée, d'un prétraitement dent@gration a conduit a une
modification des profils des communautés microbésna la fin de I'étape de digestion.
Les pourcentages de dissimilarités mesurés a ladéinla digestion aérobie dans
I'échantillon de contréle et dans les boues trait@mnt égaux a 23, 25 et 20 % pour le
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traitement thermique, la sonication et I'ozonati@spectivement. Ces écarts peuvent
étre attribués notamment a la disparition de oertaespeces par rapport aux boues non
pré-traitées.

Pour la suite de I'étude (partie résultat chapitfe seul le traitement thermique basse

température (90 °C, 2h) a été retenu notamment getacilité de mise en ceuvre. L’'objet de

ce chapitre était d’étudier I'impact de la miseceavre d’un tel prétraitement sur la sensibilité

des boues au cadmium lors de I'étape de stabdrsatérobie. Les effets du cadmium sur

I'activité métabolique des boues pendant la digesiérobie ont été évalués par la mesure de

I'activité respiratoire et notamment la productidem CQ (qCQ,) et a travers les principales

activités enzymatiques impliqguées dans la biodegrad des boues a savoir les activités

lipase, protéase et glucosidase.

Comme attendu, sans addition de cadmium, le tramenthermique a basse
température (90 °C, 2h) a conduit & une augmentatéla production de GQyui
pourrait étre expliquée par une meilleure accd#siloiu substrat.

Une inhibition de la respiration a été perceptibeir les boues traitées et non traitées
a partir de 5 mg / L de cadmium. Une relation deetgaturation a été utilisée pour
corréler l'inhibition (1%) de l'activité respirat@ qCQmax a la concentration en
cadmium. Les constantes du modele Kl (ou CI50jnetxl ont été déterminées a partir
des données expérimentales par une méthode dssi@graon linéaire (algorithme de
Newton). Les résultats ont montré que les bouedraitées thermiquement ont été
soumises a une inhibition plus importante de la@iraon en comparaison des boues
non traitées pour des concentrations de cadmiugrisupes a 10 mg / L. Ces résultats
ont été confirmés par la détermination mathématapiémax a partir du modéle, avec
des valeurs de Imax respectivement égales a 72 40,2t% pour les boues traitées
thermiquement et non traitées. Le calcul de la l&@oncentration de cadmium qui
inhibe 50 % de qCgnax) a révélé gu'il n'y avait pas de différencdleéentre les
boues traitées et non traitées, la valeur de caoratem est légérement supérieure a 3
mg/L dans les deux cas. Dans les conditions dpdigence, il a été démontré que le
cadmium est principalement sous forme particuldaes les boues. Apres traitement
thermique, I'accumulation du cadmium dans la php@stculaire serait lié a un niveau

de précipitation important avec la matiére minératdubilisée plutét qu'a une
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augmentation de la capacité de sorption des bduresi, il semblerait que le cadmium
précipité serait potentiellement plus toxique queddmium adsorbé sur les EPS.

- Dans une deuxieme étape, limpact de l'expositioncadmium sur les activités
protéase, lipase et glucosidase a été étudié.dteafiement thermique a conduit a une
diminution drastique des principales activités ematiques résiduelles (soit la lipase,
la protéase et glucosidases) par comparaison auwsshaon traitées. L'ensemble des
activités résiduelles a diminué passant de 91,4%%,2%. Aprés I'étape de digestion
aérobie, et excepté dans le cas de l'alpha-glumsside prétraitement thermique a
conduit a de meilleures activités enzymatiquesdugdies en comparaison des boues
non traitées. Il n'a pas été possible de mettrévaence une inhibition du cadmium
sur les activités protéase, la lipase et glucosidase les boues soient traitées ou non

traitées, ce qui signifie que la biodégradatiormbier n'est pas affectée a ce niveau.

Dans la derniéere partie (Chapitre V), nous nousmsesattachés a comparer les effets de
l'introduction d’un traitement thermique basse téngpure soit sur la boucle de recirculation
de la file eau soit en amont de I'étape de digasdiérobie. La technique de PCR-DGGE a été
utilisée dans ce travail pour suivre en particuliarpact de I'introduction d’un tel traitement

sur la diversité des populations microbiennes.

- Un traitement thermique basse température (90 P@pduit sur la boucle de
recirculation d'un procédé a boues activées a pedairéduire de maniére efficace la
production de boues biologiques (30,4 % diminuti&@gpendant, la qualité de I'eau
traitée a été affectée en termes de teneur en MES® et élimination de l'azote. La
diminution des rendements d’élimination de la DOOde I'azote est principalement
liée dans ce cas a une augmentation du ratio Fik¢ sw prétraitement et a un
lessivage de la biomasse autotrophe. Les modiicati des conditions de
fonctionnement (F/M, age de boues) liées a l'intobidn du traitement thermique ont
conduit & une modification des populations bactéés qui a été confirmée par PCR-
DGGE. Aprés 9 semaines de fonctionnement, le patage de similarité des profils
de DGGE obtenus sur les boues du réacteur témaiardés boues du réacteur traité
thermiquement a diminué jusqu’'a 59 %. Ce changeragnt étre lié a la perte de la
capacité de nitrification dans la ligne traitéerthiguement ‘ligne de traitement’
(disparition de certaines bandes) et a I'appardmtinouveaux groupes" probablement

liés au développement de bactéries thermophilésude de la spéciation des métaux
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lourds a montré que le traitement thermique indudmfortes modifications : la fuite
du cuivre avec les effluents traités a été fortenaeigmentée (de 13 % a 40 % de la
sortie totale), alors que l'accumulation de cadmilens les boues en exces a été

presque doublée.

- Le méme prétraitement thermique a été mis en ceenr@mont de I'étape de
stabilisation aérobie. Compte tenu du niveau aataccumulation du cadmium
observé précédemment, une attention particuliéte aortée au cours de cette étude a
I'effet du traitement thermique sur la sensibitigs boues au cadmium. La mise en
ceuvre d'un prétraitement thermique a également wibnd une modification
importante de la diversité de la population de drdes. L'analyse des profils de
DGGE a révélé un pourcentage de dissimilarité dé 9@ entre les boues traitées et
non traitées. Les boues traitées thermiquemenoretnaitées ont été stabilisées dans
des conditions aérobies meésophiles et ont été érpos des concentrations
croissantes en CdgChllant de 0 & 100 mgL Au cours de la digestion aérobie des
boues pré-traitées, I'élimination des MES et dagiges n'a pas été affectée par
I'exposition au cadmium. En revanche, I'éliminatides substances « humiques like »
et des protéines s’est révélée étre sensible dasanditions a I'ajout de cadmium.
Cela pourrait étre mis en relation avec une déatitur des enzymes suite au
traitement thermique comme vu dans le chapitreds modifications des populations
bactériennes au cours de la digestion des boudéesaet non traitées et apres
exposition a des doses croissantes de cadmiunuest @€ quantifiées. Nos résultats
ont démontré que les changements des communautésrianes permettent de
suivre les modifications imposées comme le traitgmbermique ou l'ajout de
cadmium. Un traitement thermique basse tempérauwenduit a des modifications
importantes a la fois de la nature de la microflerele la sensibilité des bactéries au
cadmium. En effet, il a été démontré que pour oesta espéces le traitement
thermique permettait de diminuer le niveau de $#litéiau cadmium et pour d’autres,

de 'augmenter.
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PERSPECTIVES

Les résultats de cette étude ont montré que ledfeitroduire un prétraitement thermique
pouvait modifier le comportement des boues lord'éape de stabilisation aérobie si ces
dernieres étaient exposées a un produit toxiquermha cadmium. En particulier, ce travail a
démontré que lactivité respiratoire des bouestédesi thermiquement était plus fortement
inhibée et que I'on pouvait s’attendre a une modifon plus importante de la flore avec
notamment des espéeces dont le seuil de résistanmdanium était accru. En revanche, il n'a
pas été possible de mettre clairement en évidenceéel effet du traitement sur 1) la
sensibilité au cadmium des activités métaboliquesurées par les rendements épuratoires et
2) les activités enzymatiques. Dans tous les easaitement thermique permet d’améliorer
les rendements de conversion et de maintenir a iveam plus élevé les activités
enzymatiques pendant la digestion. Enfin ce tragaipermis pour la premiere fois en
laboratoire de démontrer que I'outil de PCR-DGGEv@it étre un outil efficace pour le suivi
global des populations au cours des procédés. @aptrcet outil ne peut trouver sa pleine et
complete utilisation que s'il est possible de relime perte de fonction avec une espéce
spécifique. Cet aspect a été traité en partie dette thése mais il nécessiterait au laboratoire
un approfondissement a travers notamment la réalisae banques de clones permettant

d’avoir une vision encore plus précise des espeuetenues dans les boues.

Ces résultats montrent qu'il est possible de séleeer un certain type de flore susceptible de
veéhiculer des genes de résistance aux métaux.rB’patt lorsque I'on sait que la résistance
aux métaux est aussi souvent fortement coupléerasiatance aux antibiotiques (Torrice,
2011), sélectionner des especes résistantes pauérat doublement dangereux. Cette
guestion nécessiterait d’étre traitée en utilisted outils de la biologie moléculaire afin de

réaliser une étude des genes de résistance part&sfiore ainsi sélectionnée.

D’autre part, il s’avere que le cadmium est dattghus toxique dans les boues
thermiquement traitées qu'il est précipité avemiaiere minérale beaucoup plus que sorbé
sur les EPS. On peut donc dans un second tempesrsiger aussi sur la capacité de la boue
ainsi produite a « relarguer » I'espece métalliqRies largement, une ouverture a ce travalil
consisterait a s'interroger sur la qualité des bqueduites en terme de potentiel de relargage
soit de genes de résistance comme vu précédemswhile micropolluants (métalliques

comme dans cette étude) ou de maniére plus contampa des micropolluants organiques
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prioritaires faisant actuellement I'objet de régésmation dans les eaux. Leur étude dans les

boues est certainement une perspective ambitieuse.

Dans le futur, une attention particuliere devraite éaccordée aux processus de
minimisation des boues dans le contexte du rejst sl#stances prioritaires dans les
ecosystemes aquatiques (Cadre européen de dideetivdans le choix des options

d'élimination des boues (Terres agricoles d'épagdag
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Résumé

La production de boues en France représente pldsndidlion de Tde MS/an et 15 a
20 million T/an en Europe et leur élimination pérerdevient de plus en plus problématique
du fait des contraintes réglementaires, environmgates, économiques, et sociales. Depuis
plusieurs années, des procédés visant a redupmdthuction ou le volume de boues ont été
développés notamment en amont de I'étape de s@ifdin. Cependant, ces traitements ont
des conséquences sur la structure physique, cheneigonicrobiologique de la boue pouvant a
terme modifier le comportement des micropolluanBans ce travail, l'impact de
l'introduction d’'un procédé de réduction de la proiibn de boue sur i) la flore microbienne,
i) sur les activités enzymatiques et respiratoiegsii) sur la sensibilité a un micropolluant a
ete étudié. Le micropolluant choisi est le cadmuurfait de son occurrence potentielle dans
les boues et de sa forte toxicité. L'évolution gepulations microbiennes a été mesurée par
PCR-DGGE.

Dans un premier temps trois types de procédeés siatdgration (ozone, ultrasons,
basses températures) ont été mis en ceuvre en ataobétape de stabilisation aérobie.
L'étude des profils de DGGE obtenus a prouvé qilee IJprocédé de digestion aérobie
conduisait a lui seul a une modification de la tsité de la population (65,5 % seulement de
similarité entre le début et la fin de la diges}i@h I'application, méme sur une courte durée,
d'un prétraitement de désintégration a conduit & umodification des profils des
communautés microbiennes a la fin de I'étape dedtign. Ces écarts ont été attribués
notamment a la disparition de certaines espécespport aux boues non prétraitées.

Plus particulierement, les boues non traitéesagéas thermiquement (90 °C, 2h) ont
éte stabilisées dans des conditions aérobies miésopbt ont été exposées a des
concentrations croissantes en Ggdéllant de 0 & 100 mg™L Une inhibition de la production
de CQ (qCQ) a été mesurée pour les boues traitées et ndéesad partir de 5 mg'L de
cadmium. Une relation de type saturation a étéséél pour corréler l'inhibition (1%) de
l'activité respiratoire qC@nax a la concentration en cadmium. Les boues [iéds
thermiquement ont subi une inhibition de la regfraplus importante en comparaison des
boues non traitées, pour des concentrations deioadsupérieures a 10 mg'LCe résultat a
été mis en relation avec une accumulation accrueadmium dans la phase particulaire, liée
a un niveau de précipitation important avec la ématminérale solubilisée. D’autre part, le
prétraitement thermique permet d’améliorer les eemehts de conversion et de maintenir a
un niveau plus élevé les activités enzymatiquesiginla digestion. Le traitement thermique
basse température a conduit a des modification®riammtes a la fois de la nature de la
microflore et de la sensibilité des bactéries almdam. Pour certaines especes, le traitement
thermique permet de diminuer le niveau de senwbdu cadmium et pour d’autres, de
'laugmenter.

Mots clés : PCR-DGGE, digestion aérobie, boues activées, aadmactivité respiratoire,
activités enzymatiques, traitement thermique, sdign, ozonation.





