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Résumé :

Cet article présente un pilote expérimental deiltiafion et une méthodologie permettant d'infédes
processus liés a la croissance bactérienne et aodiinatage a partir de mesures globales. On montre
gu'il est possible de relier I'évolution de la chude pression a l'intérieur du biofiltre, a des aaretres
plus locaux, difficiles a mesurer en continu (emtipalier des profils de porosité et de concentoatien
biomasse). Ces mesures sur pilote seront utilipées tester des modéles de simulation de biofiltres
basés sur une compréhension et une modélisatioprbesssus physiques en présence a I'échelle des
pores.

Abstract :

This paper presents a pilot for wastewater biddilion and a methodology allowing the description of
processes linked to biomass growth from global mmessents. It is shown how this strategy can be used
to estimate from pressure drop measurements thesfigrand the biofilm fraction along the column
versus time. These measurements will be used it malcroscopic modelling for bioreactor based on
upscaling techniques.

Mots-clefs :
biofilm, biofiltration ; couplages hydrodynamique-biomasse ;
1 Introduction

L'étude du développement de biofilms dans des wmxiliporeux couvre de nombreux
domaines d'applications allant de I'environnememx applications médicales. La croissance
d’un biofilm est un processus complexe qui impligies écoulements de fluide, du transfert de
masse et des transformations biologiques. Depuss ¢ deux décennies, beaucoup de travaux
ont été effectués afin de modéliser le développermmena morphologie de biofilm sur des
substrats plans ou sphériques (Piciorestnal 2003). Dans la plupart de ces travaux, le biofilm
est regardé comme un continuum, i.e. qu'il estitipar des équations de conservation.

Afin de décrire le comportement d'un bioréactdun,ast pas possible de simuler tous les
processus physiques se produisant a I'échelleotkign employant les modéles ci-dessus. Pour
surmonter ces difficultés, une approche continud’géhelle de Darcy) est habituellement
préférée (Taylort al, 1990). Cette approche consiste en la détermmatione description
macroscopique continue du milieu poreux, afin dénitédes parametres effectifs moyens.
Deux méthodologies sont possibles pour établiecggscription macroscopique. La premiére
consiste a écrire la description équivalente deéreennt a I'échelle macroscopique. La seconde
consiste a dériver le modele continu a partir dedéscription des processus a I'échelle
microscopique (échelle des hétérogénéités) en gapioune technique de passage micro-
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macro échelle (Wood et al, 2002). Dans les deuxleasprévisions des modeles doivent étre
comparées aux propriétés effectives mesurées suvraie réacteurs afin de valider la
modélisation a I'échelle des pores. Cet articles@née certains résultats préliminaires obtenus
avec cette stratégie de modélisation. L’accentrésten particulier sur des mesures effectuées a
I'eéchelle d’un pilote expérimental.

Dans une premiere partie, une installation expériaie partagée par 3 laboratoires de
Grenoble est présentée : cette plateforme est iségamutour d'un bioréacteur pilote qui sera
compléetement décrit. Dans une deuxieme partie,plmmeétres mesurés et les protocoles
d'analyse sont présentés. Enfin, quelques résgkatst détaillés et discutés, en particulier, la
mesure du profil de pression qui peut étre unecsodfinformation trés utile pour prédire
I'évolution de la répartition de biomasse dang#eteur et a terme son colmatage.

2. Matériel et méthodes
2.1 Description de la plate-forme expérimentale

2.1.1 Pilote expérimental

La figure 1 décrit schématiquement le dispositipéxmental utilisé dans ce travail. Le
systéme est principalement basé sur une coloni®/énde hauteur 0.57 m et de diameétre 0.15
m, soit un volume total de 0.0£nia colonne est remplie de Biolite®, billes d’degéxpansée
de 4 millimétres de diamétre provenant d’un BiBfofDegrémont), afin de constituer un lit fixe
granulaire. Cette Biolite® est maintenue entre dguiles. Le lit fixe (biofiltre) est alimenté en
nutriments par l'intermédiaire de deux pompes tadtigues (Masterflex). La pompe principale
est reliée en amont & un réservoir de 6.4ontenant de I'eau maintenue & une température
constante de 30°C par un bain thermostaté. Afimedtenir une concentration constante en
oxygene dissous en entrée de colonne, ce résestadéré en utilisant un diaphragme relié a un
réseau d'air comprimé. La deuxieme pompe périgtatipermet d’injecter les nutriments
nécessaires au développement et a la croissanceictesorganismes. Cette pompe est reliée a
un réservoir de nutriment de 22 L.
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FIG 1 : pilote expérimental
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2.1.2 Instrumentation

Afin de suivre les évolutions temporelles et spesiales transformations biologiques du
polluant organiqgue modele dans la colonne (quicest phénol, contaminant fréquent dans les
procédés industriels), le biofiltre est équipé dexddispositifs d'échantillonnage sur la hauteur
de la colonne. Un premier support de prélevememhpcenant 5 piquages permet le
prélevement de la solution circulante. Le deuxiérmepport composé de 9 ports
d'échantillonnage permet la mesure de la presdisal@e ainsi que la pression relative le long
de la colonne grace a un capteur de pression Drck®0-100). La référence de pression est
prise sur le port n°1 en bas du réacteur.

2.1.3 Souche bactérienne

La souche bactérienne utilisée &steudomonas putidaC'est un organisme mésophile,
aérobie et autotrophe bien connu pour ses capad@édégradation d'une grande variété de
composés aromatiques (qui peuvent étre considévésme dangereux, les phénols par
exemple). En plus de cette capacité a minéralesgrcbmposés organiques, cette bactérie a
tendance a former facilement un biofilm sur towtdace.

2.2. Protocoles standards de manipulation

Les protocoles complets ont déja été décrits parakiaet al (2006) et nous ne donneront
donc que les informations principales. Une évatunatie la porosité initial®, est effectuée par
drainage de la colonne. Une mesure de la permiéabiitiale K, est effectuée en début de
I'expérience et basée sur la loi de Darcy. Le pal®de colonisation du biofiltre exige des
étapes préliminaires (3 cultures successives) ayant but d’adapter physiologiquement le
micro-organisme au substrat a dégrader (Karradl, @006). Le biofiltre est ensuite colonisé en
faisant circuler en boucle fermée une culture ded &avers la colonne pendant 24 h a un débit
de 5 Lh'. Au bout de cette durée, on considére que la ceagfranulaire contenue dans la
colonne est correctement colonisée par les miagarosmes (ce qui est vérifié par microscopie
optique).

Dans ce travail, les deux paramétres de contrGhs da travail sont la concentration en
substrat a I'entrée du biofiltre et le débit (Qvabattement de la concentration en phénol et la
consommation d’oxygéne sont mesurées par préléved¥échantillons au niveau de chaque
piquage. La perte de pression entre les piquage® 1cf figure 1) est mesurée en continu grace
au systeme d'acquisition FieldPoint© connecté aR@ et piloté par programme sous
Labview©. De plus, un profil complet de la pressilenlong de la colonne est mesuré
manuellement et quotidiennement.

Quand la colonne a atteint son état d'équilibreprisssion globale ne varie plus et on
considére que le biofilm est arrivé & maturité cblonne est alors vidée : la colonne est divisée
en 6 couches et la Biolite® de chaque coucheéespérée. Les billes de chaque couches sont
alors lavées afin de récupérer toute la biomassmetree a la surface. L'analyse consiste en
une mesure des protéines liées aux bactéries eEBSx ainsi qu'a une mesure de matiéres
séche (Karrabét al, 2006).

3. Exemple de résultats

L’idée de base de ces manipulations est de poulMmiuire les paramétres de croissance
bactérienne a partir de ces mesures globales.&Saktats seront ensuite utilisés pour tenter de
valider des modéles continus des processus declléatiu pore a I'échelle macro. Une donnée
trés importante concerne I'évolution de la permiéakavec la porosité du milieu, qui permet de
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suivre le colmatage du biofiltre. Les données pri&ses ci-dessous sont extraites d’'un essai
effectué dans les conditions suivantes : Qv = 53kknoi enree 200 Mg/l, G enree 6 M/l

3.1 Méthodologie

La connaissance des profils de pression permetd&a la perméabilité K(z,t) via la loi de
Darcy (on suppose que la production d’'EPS n’affgae la viscosité du liquide). En ce qui
concerne I'évolution de la porosité, la méthodaoguivie étant destructive, il n'est possible
d’accéder au profil de concentration de biomassengfin d’expérimentation, lorsque I'état
stationnaire est atteint. Les profils de conceitna{rapportés au volume de la tranchies
protéines Gowines(Z,tina) des cellules et des EPS ainsi que de matiéree SBgHz, tina) SONt
mesurés. La porosité est alors déduite du profilareentration par :

q)rel (thfinal) =¢(thﬁnal)/q}0= 1'fx(zvtfinal)

ou f, est la fraction volumique de biomasse déduitendesures de feines€t Gus. Les profils
K(z,tinar) €t P(Z,tna) permettent alors de dériver une loidK( Cette loi étant connue, les profils
D(z,t) , & (z,1), Gusey Peuvent étre déduits pour tous les autres temparta des profils de
pression.

3.2 résultats

Les figures 1 et 2 présentent les profils de poessibtenus lors d’'une expérience type
ainsi que les profils de porosités déduits paréthade présentée ci-dessus.

0 hauteurém)
— *— 4days ‘m
01 ~ 0 - 6days 0.1 1 — < — 3days i
_x— — -+ — 7days [l
X — 8days -
~ 02 @ 10 days 024 |7*~ 12 Says /‘j,/d//”‘;‘f
-e- ays

" By B LA
§ Ergun 0.3 1 ~~— 17days //;ﬁ// /‘ /‘
£ 047 0.4 | R //4 ‘

05 g(w’ /x oy 4

7, I/ / /
051 Y A
0,6
0,6 T T
0,7 - . - 0 0,1 0,2 0,3 0,4
0 50 100 150 200 (p
Pressure Absolue (mbar)
FIG. 2 : Evolution des profils de pression FIG. 3 : Evolution des profils de porosité
dans le biofiltre au cours du temps dans le biofiltre au cours du temps

Ces courbes montrent le colmatage progressif dite fét 'on peut suivre de maniére
temporelle et spatiale I'évolution du front de rnatage et du contenu en biomasse du filtre.
Ces courbes permettent de déduire une loi dévaluatiola perméabilité relative,dcK/Kq avec
la porosité relatived,,=P/P, (Figure 4)

Ces évolutions expérimentales et les mesures gstadsociées (pression, contenu en
matiere séche mais aussi d’autres quantités comsedncentrations des divers substrats)
seront alors comparées avec des prédictions baséates modéles a petite échelle. Il est a
noter que les expérimentations présentées icégneffectuées plusieurs fois pour les mémes
conditions opératoires et les résultats présem@sreproductibles en terme de loi®)( Les
résultats présentent de nettes différences avéaircemodeéles classiques comme par exemple
le modele de Clément (1996)
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La figure 5 présente des mesures de tracage dectlans la colonne au cours
d’expérimentations similaires, dans les mémes timmdi opératoires. Ces courbes montrent de
maniére manifeste un décalage du pic de concemtraéirs la gauche au cours du temps, c'est-
a-dire une diminution du temps de séjour dans lance lié a 'augmentation de la vitesse
intersticielle. Moyennant certaines hypothéses firende Peclet faible, position du front de
colmatage ....), il est possible, de déduire du picahcentration, le temps convectif de séjour
moyen dans la partie colmatée et d’accéder a urasipd moyenne. Le profil de porosité étant
connu d’autre part en appliquant la méthodologés@ntée en 3-1, par intégration spatiale, on
peut aussi calculer la porosité moyenne danst@epeoimatée. Les deux techniques donnent
des résultats cohérents entre elles en terme @sifgoce qui corrobore les résultats présentés
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FIG.5 : courbe de tracage (Qv=5 I/h,
Cphénol:zooppm)

FIG. 4 : Evolution de la perméabilité relative
Kre @avec la porosité relativ@,.=®/®d,

3.2 Lien avec la modélisation

A T'échelle microscopique, i.e. des pores, le milgoreux peut étre vu comme un milieu
constitué de trois phases : le squelette solidgpaaé indéformable, le biofilm fixé sur le
squelette solide et la phase fluide. L'écoulemenfiudde Newtonien est généralement supposé
lent et permanent, il est décrit par les équatidasNavier Stokes. Le transport du soluté
(phénol) s'effectue par convection, diffusion denphase liquide et par diffusion réaction (loi
de Monod) dans le biofilm. La croissance du biofigst décrite par un terme de réaction
(Monod). Avec ces hypotheses, Chen Charpentied9(18 proposé de décrire a I'échelle du
réacteur, i.e. a I'échelle de Darcy, 'ensemblecdes phénoménes physiques par le modele
macroscopique suivant : I'écoulement est décritlpdoi de Darcy, le transport du phénol est
décrit par une équation de convection-dispersiactién. La croissance du biofilm est décrit un
terme de réaction similaire a celui de I'échellernscopique. Cette description macroscopique
comprend plusieurs parametres effectifs (tenseypedméabilité, tenseur de dispersion...) qui
dépendent des propriétés physiques des différphieses a I'échelle microscopique mais aussi
de la microstructure 3D du milieu poreux : supmmiide, forme et répartition du biofilm au
sein du milieu granulaire. Cette microstructur@sague son évolution au cours du temps est
actuellement difficilement accessible. A tout imsfeelle dépend fortement de la déformation,
de la croissance et du détachement partiel duldiotjui varient en fonction des conditions
hydrodynamiques. Le protocole expérimental présdatés cet article permet actuellement de
guantifier la répartition moyenne (fraction volum& du biofilm. Des hypothéses sur la
répartition du biofilm a I'échelle de pores doiveour l'instant étre formulées, si I'on souhaite
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estimer numériquement les parametres effectifsésplvant, sur des Volumes Elémentaires
Représentatifs, les problémes aux limites issuspdessus d’homogénéisation, i.e. de
changements d’échelle (Wood et al. 2002).

4. Conclusions

Ce travail expérimental présente le développeméant ttacteur biologique a I'échelle
pilote. On montre que par des mesures globalest ipossible de relier I'évolution de la chute
de pression a lintérieur du biofiltre, a des parres plus locaux, difficles a mesurer en
continu (en particulier des profils de porositéetconcentration en biomasse). Ces mesures sur
pilote seront utilisées pour tester des modelessidailation de biofiltres basés sur une
compréhension et une modélisation des proced&challe des pores.

Un point important concerne le calcul de la pernigélet de la porosité. Pour l'instant
nous n'avons pas considéré de modifications deideosité ou de la rhéologie de la phase
mobile par la production des EPS notamment. D’godirg, la relation concentration en matiére
seche et volume d’occupation des pores n’est paalér. Cette relation dépend en effet de tres
nombreux facteurs liés a la structuration localédilm selon les conditions opératoires (état
physiologique des cellules, ration EPS/cellulegjcstiration géométrique ...) D’'une maniére
générale, ces deux problématiques sont liees auglages entre I'hydrodynamique (et les
mécanismes de transferts qui en résultent) eruatatation du biofilm. Cette partie fait aussi
partie intégrante du projet et est en cours deldgpement (études sur micro-cellule)

Dans les expérimentations présentées ici, I'oxygeste pré-dissous a I'amont, afin de
séparer les effets du aux bio-colmatage des affetsa I'écoulement du gaz dans le lit fixe. Le
systeme biologique est donc dans un état trésainhttyne partie, complémentaire, de ce projet
est consacrée aux écoulements gaz-liquide sousfdispersée dans un lit granulaire. Des
résultats concernant la perte de pression due affé#s diphasiques sont déja disponibles dans
(Bordaset al, 2006). La perspective a court terme est de colgdedeux études, notamment en
effectuant des expérimentations avec une oxygénatitisant un systéme de génération de
microbulles.
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