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Résumé

Le BioRéacteur a Membranes (BaM) est une technologie qui répond a 1'un des défis du
21éme siecle : la réutilisation des eaux usées. En combinant un traitement biologique et une
filtration membranaire, ce procédé permet d’atteindre une qualité d’eau adaptée a la réuti-
lisation, en permettant une rétention poussée des Matieres En Suspension (MES) et bacté-
ries. Néanmoins, son essor économique est fortement limité par le colmatage membranaire
qui, quand le systéeme est optimisé, est di principalement a la Matiere Organique Dissoute
(DOM). Ainsi, le but de cette these était de comprendre I'implication de la DOM dans les
mécanismes de colmatage et de développer des indicateurs permettant son suivi dans le
procédé, que ce soit a 1’échelle pilote ou a I’échelle d'une station d’épuration. Une approche
en quatre étapes successives a ainsi été élaborée. Dans un premier temps, la DOM prélevée
dans une station d’épuration BaM a été fractionnée suivant des criteres de taille et d'hy-
drophobicité, en utilisant une dialyse et des résines XAD, puis filtrée. Les tests de filtration
montrent que la fraction des colloides hydrophiles (protéines) et la fraction hydrophobe
(substances humiques) sont respectivement responsables du colmatage externe et interne.
En mélangeant les fractions, la chute de flux est plus importante et le colmatage plus irré-
versible que lorsque les especes étaient seules en solution. La fluorescence3D (3DEEM) a
ensuite été utilisée pour identifier et suivre ces fractions lors du traitement biologique et de
la séparation membranaire. Le signal qualitatif de la 3DEEM a été calibré en utilisant une
méthode de séparation et de quantification de la DOM par taille : la LC-OCD-OND. Ce nou-
vel aspect de I'exploitation des résultats de 3DEEM a été testé et validé pour le suivi de la
DOM lors du traitement par BaAM d’effluents domestiques et urines réelles. D’autres indica-
teurs, comme la concentration en biomasse active estimée par respirométrie, ont été utilisés
afin de mettre en évidence des interactions entre les parametres opératoires, 1'évolution de
la DOM et son caractére colmatant. L'approche développée au cours de cette these a permis
de mettre en évidence une fagcon d’exploiter quantitativement les résultats de 3DEEM, pour

le suivi de 'activité de la biomasse active, comme pour le suivi de I'impact de la DOM sur



le colmatage, apportant ainsi des informations complémentaires sur 1'impact de la DOM
dans le procédé. La 3DEEM et le traitement croisé des spectres obtenus confirment 1'intérét
et la potentialité de cette technique analytique comme indicateur en temps réel du suivi, du

controle et de I'optimisation de 1’étape de séparation.
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Abstract

Membrane Bioreactor (MBR) technology is well-suited to help address the reuse of was-
tewater, one of the most important challenges of the 21st century. Combining biological
treatment with a membrane separation step, MBR produces reusable water from physical
disinfection. Nevertheless, the democratization of this process is limited by membrane fou-
ling which is primarily caused by Dissolved Organic Matter (DOM) even when the system
is optimized. The purpose of this thesis was to understand the role of DOM in fouling me-
chanisms and develop indicators suitable for the monitoring of the process, at lab-scale or
full-scale MBR to help control it. To do so, a four step approach was developed. DOM was
first sampled in a full-scale MBR and subsequently fractionated by size and hydrophobicity.
After filtration tests, hydrophilic colloid fractions (proteins) were identified as responsible
for external fouling and hydrophobic fraction for internal fouling. Mixed fraction filtrations
led to a higher loss pf permeability and irreversible fouling, in comparison to single frac-
tions. For fouling control, a solution may be to control DOM production with the MBR. To
investigate this, 3DEEM was used for the identification of DOM compounds. By combining
this technique, usually used for qualitative analysis, with a size separation and quantifi-
cation method (LC-OCD), it was demonstrated that 3DEEM can be used to quantify the
concentration of DOM compounds. Based on this observation, 3DEEM was used to monitor
DOM in a lab-scale MBR treating source-separated urines, and a full-scale MBR, treating do-
mestic wastewater. 3DEEM was combined with other methods and indicators, such as ope-
rating parameters and active biomass concentration estimated using respirometric assays.
The approach that was developed highlighted a procedure for the quantitative monitoring
of active biomass and membrane fouling using 3DEEM. This emphasizes the potential for
the on-line application of 3DEEM for more affordable monitoring, control and optimization

of the membrane separation step.
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INTRODUCTION GENERALE

La gestion des eaux usées « urbaines » est une problématique sanitaire datant de I’Anti-
quité. En effet, les grandes cités telles que Rome collectaient déja les eaux usées pour les re-
jeter en aval de la ville, via des canaux de collecte [7]. Au cours du 19eme siecle, avec la forte
croissance démographique dans les grandes villes, due a la révolution industrielle, les quan-
tités d’eaux usées déversées étaient de plus en plus importantes. Ce fut le cas notamment de
la ville de Londres, qui en 1811 comptait pres de 1 050 000 habitants [8]. Malgré la collecte
des eaux usées par des canaux, la Tamise était un égout a ciel ouvert, engendrant ainsi des
problémes sanitaires majeurs comme des épidémies de choléra ou de fievre typhoide [9].
C’est a cette époque que des scientifiques ont commencé a mettre en ceuvre les premiers
systemes de traitement a grande échelle, notamment via 1'utilisation de filtres a sable a par-
tir de 1893 [7]. En 1913, le procédé boues activées est découvert et mis en application par les
ingénieurs Edward Ardern and W.T. Lockett, permettant d’intensifier le traitement des eaux
usées [10]. En 1920, la premiére station d’épuration boues activées voit le jour a Sheffield

(Royaume Uni), suivie de nombreuses autres aux Etats Unis ou en Allemagne [11], [7].

De nos jours, les eaux usées sont traitées dans de nombreux pays pour respecter les
normes de rejet imposées. En Europe, c’est la Directive Cadre sur I’'Eau (Directive Cadre
2000/60/CE) qui impose a toutes les stations d’épuration des concentrations de rejet infé-
rieures a 35, 25 et 125 mg/L en MES, DBOs et DCO, respectivement. Néanmoins, la raréfac-
tion de la ressource, la croissance démographique et sa demande en eau associée, ainsi que
le cotit du traitement de 1’eau, remettent en question notre perception des eaux usées qui
sont souvent considérées comme un déchet final. En effet, le cotit du traitement en France
s’éleve a 10,6 milliards d’euros par an, pour une production d’eaux usées traitées d’environ
7km? en 2011 [12]. Sachant que pour I'ensemble des besoins des activités humaines (agri-
culture, domestique, industrie), 33 km3 sont prélevés chaque année (données 2009), les eaux

usées traitées représentent une ressource secondaire en eau douce non négligeable.

La sémantique est donc en train d’évoluer, il n’est plus question Station d’Epuration, mais
d’usine de traitement et de valorisation des ressources (WRREF, Water Resource Recovery Fa-
cilities). C’est dans ce contexte que les BioRéacteurs a Membranes (BaM) ont été développés,
avec une premiere installation mise en ceuvre des les années 60 [13]. En combinant un trai-
tement biologique par boues activées et une séparation liquide/solide par membrane, il est

possible d’atteindre une qualité d’eau plus adaptée a une éventuelle réutilisation (REUT,
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Reutilisation des Eaux Usées Traitées), en assurant notamment une rétention poussée des
matiéres en suspension et des bactéries [14]. Néanmoins, ce procédé est associé a des cofits
énergétiques de fonctionnement plus élevés que les procédés boues activés classiques (en
moyenne 0.62kWh/m3 contre 0.3kWh/m?) [15]. Ceci diminue ainsi la compétitivité des BaM
dans les zones ou la réutilisation des eaux n’est pas encore une priorité, ou dans les zones
ot les moyens économiques sont limités. Le développement de membranes performantes et

le maintien des performances de filtration sur le long terme sont donc des enjeux majeurs.

Ainsi, la maitrise du colmatage membranaire pourrait permettre de diminuer les cofits
associés a la maintenance de la membrane. Néanmoins, apres plus de quatre décennies de
recherches sur le colmatage dans les BaM, représentant 22% des des travaux publiés sur les
BaM, le colmatage reste un challenge scientifique pour 1’optimisation des BaM [16]. Certains
auteurs préconisent quant a eux de laisser le biofilm se développer sur la surface externe de
la membrane pour favoriser la rétention et/ou l’élimination de certain composés, tels que
les micropolluants ou les virus [17], [18]. Plusieurs avancées majeures ont été faites notam-
ment en ce qui concerne le matériau membranaire, la gestion du colmatage par ajout de
promoteurs de turbulence (MCP, Mechanical Cleaning Particles) ou la découverte du Quo-
rum Quenching pour controler le biofilm [19], [16]. Cependant, le colmatage membranaire
étant un mécanisme complexe, il reste inévitable et difficilement contrdlable, malgré la mise
en place de stratégies de décolmatage comme les lavages chimiques, 1'injection de bulles de
gaz au voisinage de la membrane, la relaxation ou le rétro-lavage [20]. Ces trois dernieres
stratégies permettent de controler principalement I’accumulation de matiere particulaire en

créant notamment des forces de cisaillement au voisinage de la membrane [21].

Néanmoins, la fraction dissoute, aussi qualifiée de Matiere Organique Dissoute (DOM,
Dissolved Organic Matter), continue a s’accumuler en permanence sur la membrane en
contribuant notamment au colmatage irréversible [22], [23]. Les liens entre DOM et colma-
tage ne sont d’ailleurs pas clairement définis, car il existe beaucoup de contradictions entre
les études réalisées. Celles-ci seraient en partie dii a la diversité des procédés étudiés et des
techniques de mesures utilisées [2]. En effet, de nombreuses études utilisaient et utilisent
des méthodes colorimétriques de quantification des protéines [24], [25] et des polysaccha-
rides [26], qui ne sont finalement pas adaptées aux matrices des BaM [27]. La seconde raison

évoquée dans cette méme étude est la diversité de la DOM. En effet, 1’activité bactérienne
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intense dans les boues activées engendre la sécrétion de molécules appelées substances ex-
tracellulaires polymériques liées (EPS, Extracellular Polymeric Substances), lorsqu’elles sont
liées a la bactérie, et EPS-dissoutes ou produits microbiens solubles (SMP, Soluble Microbial
Products), lorsqu’elles sont sécrétée dans la solution aqueuse. Ainsi, ce sont les SMP qui
sont considérés comme les principaux composés de la DOM [28], [29]. Néanmoins, leur
concentration, composition et propriétés colmatantes dépendent fortement des conditions

opératoires, ainsi que des propriétés de l'intrant.

Ainsi, les verrous scientifiques abordés lors de ces travaux de these sont les suivants :

— Quels sont, parmi les molécules de la DOM, les agents principalement responsables du
colmatage ?

— Peut on les identifier et quantifier de fagon rapide et spécifique dans un objectif de suivi
dynamique ?

— Quelles sont les interactions entre les agents colmatants et ou entre les agents colmatants
et le matériau membranaire. Comment les mettre en évidence ? Et comment ces interac-
tions peuvent-elles changer les mécanismes et les dynamiques de colmatage ?

— Les parametres opératoires influencent-ils la production de ces composés colmatants et
leurs effets sur le colmatage membranaire ?

— Peut-on discriminer analytiquement les composés provenant de l'intrant et celles pro-

duites au sein du BaM ?

Pour tenter de répondre a ces problématiques, ces travaux de these ont consisté en (i) une
analyse bibliographique des travaux déja publiés sur le sujet et (ii) un travail expérimental
d’identification des composés colmatants a partir d’échantillonnage sur station réelle trai-
tant un effluent urbain et sur unité pilote de laboratoire. Les résultats du travail réalisé sont

synthétisés dans ce mémoire construit autour de six chapitres.

Le premier chapitre est une synthese bibliographique préliminaire permettant une des-
cription de la DOM et de ses principaux constituants dans le surnageant de BaM, en lien
avec les mécanismes de colmatage. Dans ce méme chapitre sont abordés les effets d’interac-
tions entre les molécules en question, ainsi que le lien entre leur production et les parametres

opératoires d"un bioréacteur a membrane dédié au traitement des eaux usées urbaines.

Le second chapitre décrit les matériels et méthodes employés au cours de cette étude.
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Le troisieme chapitre consiste en 1’étude des mécanismes de colmatage de fractions de
la DOM différenciées par taille et par hydrophobicité, ainsi que I'impact de leurs possibles
interactions sur ces mécanismes de fagon a identifier les principaux responsables du colma-

tage contenus dans la DOM.

La quatrieme chapitre est consacré a la description de la mise en place d’une méthode
de quantification des protéines et des substances humiques dans le surnageant et le perméat

d’un BaM traitant des effluents urbains.

Le cinquiéme chapitre est I'étude globale d’'un BaM traitant des eaux usées urbaines
pour mettre en évidence des possibles liens entre parameétres opératoires et production de
composés colmatants, ainsi que les liens entre la présence de ces composés et les dynamiques

du colmatage membranaire.

Enfin, le dernier chapitre, correspond a la recherche de I'apparition ou de la consomma-
tion de la DOM en fonction des conditions opératoires pour le cas particulier du traitement
de l'urine, aprés séparation a la source, pour permettre un éventuel pilotage en fonction de

leur production.



Chapitre I
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CHAPITRE 1. SYNTHESE BIBLIOGRAPHIQUE

1 Les Bioréacteurs a Membranes

Le Bioréacteur a Membranes (BaM) est un procédé présentant de nombreux avantages au
regard des techniques classiques de traitement notamment en terme (i) de conception, car il
permet la mise en place d’un réacteur multifonctionnel, et (ii) de qualité d’eau traitée, le tout
rendant la filiere de traitement plus compacte. Néanmoins, c’est un procédé présentant des
désavantages majeurs liés notamment a des aspects énergétiques et de robustesse. Ainsi, une
meilleure maitrise du procédé conforterait le BAM comme une alternative efficace pour faire
face a I'augmentation de la consommation en eau, liée a la croissance démographique. Ceci
permettrait également de considérer 1'eau traitée comme une ressource secondaire d’eau

douce et, indirectement, de protéger la ressource globale.

Le BaM consiste en 1’association d"un procédé a boues activées (i) contenu dans un bassin
réactionnel (mono ou pluri-étagé) contenant des cultures bactériennes épuratives présentes
en suspension dans une suspension aqueuse et (ii) d’une filtration sur membrane micro
(valeur moyenne du diametre des pores de 0,05 — 10um) ou ultraporeuse (0,01 — 0,05um) en

remplacement de la décantation gravitaire conventionnelle (Figure 1.1) [14].

Effluent traité

Eaux usées

Clarificateur Bioréacteur Clarificateur

primaire

secondaire

Recirculation des boues Boues en
Boues Boues exces
primaires secondaires
(a) Systéeme conventionnel de boues activées
Eaux usées . Effluent traité Effluent
/ iy
. traité
Membrane Eaux usees .,
o Membrane
Bioreacteur
Recirculation des boues .. Boues en |- Bouesen
exces exces
(b) Bioréacteur a « boucle externe » (c) Bioréacteur a « membranes immergées »

Figure I.1 — Schémas (a) d"un procédé BA classique et des deux types de BaM possibles : (b) le BaAM
a membranes externes et (c) le BAM a membranes immergées

Deux configurations de base des BaM sont classiquement utilisées (Fig.I.1).
e Les BaM «a boucle externe» : ce sont les premiers types de BaM qui ont été dévelop-

pés. Le module membranaire était placé a 1'extérieur du bioréacteur et les boues activées
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étaient pompées hydrauliquement a un débit important au travers du module membra-
naire, pour imposer un effet de cisaillement pariétal important (vitesse de circulation de
1 a 5m/s) [14]. Ceci, éventuellement combiné avec une circulation gazeuse au voisinage
de la surface membranaire, permettait de réduire I’accumulation de matiere solide sur la
surface filtrante et d’augmenter le flux de perméat (50 — 120LMH) [30]. Cette configura-
tion induisait néanmoins des cotts de filtration importants, de 1’ordre de 10 a 50kWh/m3,
peu compatibles avec le traitement des eaux usées urbaines dont les flux a traiter sont

importants [31].

e Les BaM a «membranes immergées» : ce type de BaM a été développé dans un second
temps pour diminuer les cotits de fonctionnement des BaM. Ainsi, la membrane est di-
rectement plongée dans le bioréacteur ou dans une cuve annexe, mais sans recirculation
a débit important. Une pompe de mise en pression en amont, de succion en aval ou une
configuration appliquant une pression gravitaire au module, permet la production de per-
méat avec une faible pression transmembranaire appliquée (0,05 — 0,5bar). Une aération
(grosses, moyennes et/ou fines bulles) limite I'accumulation de matiere particulaire au
voisinage des surfaces filtrantes. L'étape de filtration s’avére moins énergivore pour cette
configuration (< 1kWh/m?) que la précédente, car elle s’affranchit de la pompe de filtra-
tion a haut débit [15]. Néanmoins, les flux de perméat étant plus faibles (10 —40LMH), les
surfaces membranaires a installer sont par conséquent plus importantes que pour les BaM
a «boucle externe». Le cofit initial d'investissement est donc plus élevé, mais cette configu-
ration permet de maintenir une perméabilité membranaire a des cofits économiquement

acceptables pour le traitement des eaux usées domestiques.

Les modules membranaires installés dans les BAM peuvent étre équipés de deux types
de membranes ; des membranes minérales (céramiques) ou des membranes organiques (po-
lymeres). Les membranes céramiques sont moins sensibles au colmatage, elles sont toute-
fois moins flexibles quant a leur mise en ceuvre (module plan ou tubulaire), plus cassantes
et plus cheres en comparaison avec les membranes organiques (modules plans, tubulaires,
spiralés ou fibres creuses). Ainsi, les membranes céramiques sont le plus souvent utilisées
pour le traitement d’effluents industriels ou dans les BAM anaérobie, ol le colmatage limite
le procédé. Les membranes organiques sont quant a elles utilisées dans le traitement des
effluents urbains. Pour limiter le colmatage dit irréversible, elles sont souvent élaborées a

partir d"'un mélange de polyéthyléne (PE) et de polyfluorure de vinylidene (PVDF) [31].
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Le choix de la mise en place d"une séparation solide-liquide par l'utilisation de mem-

branes poreuses a la place d"une simple décantation gravitaire par clarification permet :

e D’augmenter la concentration en biomasse active au sein du bioréacteur et ainsi d’intensi-
fier les processus épuratoires du fait du découplage entre le temps de rétention solide (age
des boues, SRT, Sludge Retention Time) et le temps de rétention liquide (HRT, Hydraulic
Retention Time). Par conséquent, le volume des bassins réactionnels peut étre réduit, per-
mettant de limiter significativement I'emprise au sol de la station de traitement des eaux

usées (STEP, STation d’EPuration).

e D’augmenter le temps de séjour de la phase solide pour modifier 1’équilibre écologique et
favoriser la croissance de populations bactériennes a plus faibles taux de croissance, aptes
a dégrader 'azote ou des composés plus réfractaires (micropolluants organiques) [32],
[13]. Dans ce cas, les conditions d’aération et de mélange doivent étre par conséquent
plus intenses, du fait de l'augmentation de viscosité de la solution, générant des cofits

énergétiques supplémentaires [2], [33].

e D’assurer une rétention totale des cultures bactériennes, quel que soit leur état de flocula-
tion, permettant une désinfection physique poussée [34], [35]. La qualité de I’eau de sortie
est alors plus adaptée a une potentielle réutilisation [36], [37]. Néanmoins, 'opération de
séparation liquide-solide par filtration induit une rétention et accumulation de compo-
sés en surface méme des membranes, mais aussi a l'intérieur des pores (Figure 1.2). Ces

phénomenes combinés sont qualifiés de colmatage membranaire.

L'intensification de la densité biologique épuratrice au sein du réacteur et la rétention
maitrisée de la biomasse conféreraient au BAM une grande robustesse si la maitrise totale de

la dynamique de colmatage membranaire était assurée.

2 Le colmatage membranaire

2.1 Principe du colmatage membranaire et mesure macroscopique

Lors de la filtration, la matiere est apportée en continu sur la surface membranaire ot
les fractions particulaires (incluant les composés solubles adsorbés sur les particules), colloi-
dales et solubles sont totalement ou partiellement retenues. Ceci entraine une accumulation
de matiere sur la surface membranaire, mais aussi dans les pores. Ce phénomene contribue

a la modification de la barriére filtrante (incluant alors le couple « membrane » et « dépot
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dynamique de surface »), diminuant ainsi la perméabilité globale du milieu poreux filtrant

[38], [39]. Différents mécanismes, schématisés Figure 1.2, peuvent induire une chute de per-

méabilité.
(1) Biofilm
X r .
T Particule Composé bactérien
—=C | € Colloide Soluble \
o 20 ¥

e}
Bl n gy

limite

0

_— ~ agp
ol s

Figure 1.2 — Schéma des différents mécanismes de colmatage (1) polarisation de concentration, (2a)
colmatage externe par formation d’un gateau de filtration, (2b) colmatage externe par formation
d’un gel de filtration, (2c) formation d'un biofilm, (3a) colmatage interne par blocage de pores et

(8b) colmatage interne par constriction de pores due au processus d’adsorption

(3a) (3b)

2.1.1 Polarisation de concentration

Ce phénomene est lié a deux mécanismes (i) 'apport en continu de composés solubles
par le flux de filtration et (ii) I'accumulation des composés dans la couche limite au voisinage
de la membrane, qui forme alors un gradient de concentration par rapport a la solution a
traiter. Ce gradient crée un flux inverse tendant a limiter le flux de perméat. Par ailleurs une
trop forte accumulation peut conduire a une précipitation des composés, voire a la formation
d'un gel compact réduisant la perméabilité membranaire et complexifiant la régénération
membranaire [40] (Figure 1.2(1)). Néanmoins, du fait des tres faibles pressions appliquées
pour la filtration en BaM, la polarisation de concentration est un processus de colmatage

minoritaire devant les autres mécanismes.

2.1.2 Colmatage externe

En cours de filtration, si les composés retenus ont une taille supérieure a celle des pores,
ils forment un gateau de filtration (Figure 1.2(2a)). Les composés plus petits que la taille
des pores peuvent également provoquer un blocage de pores par pontage (petits composés

qui traversent simultanément le pore et bloquent 1’entrée), suivi d’'une accumulation par

12



CHAPITRE 1. SYNTHESE BIBLIOGRAPHIQUE

couches successives avec formation d"un gateau de filtration (Figure 1.2(2b)) [41], [20].

2.1.3 Colmatage interne

Le colmatage interne concerne les molécules ayant une taille égale ou inférieure a celle
des pores de la membrane, il est alors question de colmatage interne par fermeture ou
constriction de pores (Figure 1.2(3a) et Figure 1.2(3b)). Les composés plus petits que la taille
des pores peuvent étre adsorbés sur le matériau membranaire et former des multicouches
de molécules sur les parois d'un méme pore, réduisant drastiquement son diametre et sa

perméabilité (Figure 1.2(3b)) [41], [40].

2.1.4 Formation d’un biofilm

Les boues activées étant une suspension biologique, la formation d’un biofilm sur la
surface membranaire externe, correspondant au dépot et a la croissance d’une structure mi-
crobienne, est inévitable (Figure 1.2(2c)) [40]. Le dépot est initié par l'ancrage a la surface
de la membrane de bactéries, libres ou liées sous forme de flocs, contenues dans les boues
activées. Ce dépot serait di a la formation initiale d’'un dépdt de DOM dans les premiers
instants de filtration, favorisant le développement du biofilm du fait de la présence de sub-
strat et modifiant les propriétés de surface membranaire [42]. La mobilité des bactéries et
I'hydrophobicité de la surface des parois cellulaires sont des facteurs déterminants pour le
développement du biofilm [16]. Selon les études ce phénoméne de colmatage par biofilm
peut étre appelé bio-colmatage (bio-cake ou bio-fouling). Dans ce cas, c’est ’ensemble du
dépot des microorganismes et des composés solubles ou colloidaux, produits par les bacté-

ries ou provenant du surnageant des boues, qui est considéré [43].

Le biofilm peut étre contr6lé en partie par les forces de cisaillements en surface de la
membrane, ou des promoteurs de turbulence, limitant sa croissance. Néanmoins, son déve-
loppement ne peut étre évité sur le long terme, méme si les lavages chimiques permettent

de s’en affranchir en partie.

Toutefois, le developpement du biofilm a la surface externe de la membrane pourrait
également favoriser la rétention et/ou l’élimination de certain composés, tels que les micro-

polluants ou les virus [17], [18].
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2.1.5 Quantification macroscopique

A 1’échelle macroscopique, la dynamique et l'intensité du colmatage sont quantifiées
au travers soit (i) de la chute de débit de perméation, dans le cas d"une filtration a pression
constante, soit (ii) de 'augmentation de la pression de filtration (pression transmembranaire,
PTM) si l'on travaille a débit de perméation constant [38]. Dans le cas du fonctionnement a
flux constant, le colmatage entraine une augmentation progressive de la résistance hydrau-
lique de la membrane. La mesure de la PTM permet de réaliser le suivi de cette évolution
en cours d’opération. La PTM est généralement mesurée en continu, grace a des capteurs de

pression situés aux bornes du module membranaire.

La formule suivante permet d’obtenir la PTM de part et d’autre de la barriere membra-

naire (incluant les composés retenus a I'instant t) (Eq. I.1) :

PTM = AP = Poamont — Ppe'rméat (Il)
Avec :
PTM = Pression transmembranaire ou AP (Pa)
Pamont = Pression mesurée a I’amont de la membrane (Pa)

Pperméat = Pression mesurée dans le perméat (Pa)

La résistance hydraulique R du systeme est déduite de cette mesure en utilisant la loi
de Darcy 1.2. Cette résistance est supposée égale a la somme des résistances liée a chaque

processus de colmatage, augmentée de la résistance hydraulique initiale de la membrane

neuve Ry,.
av AP
J = = 1.2
Adt  p(Rm + Rq + Ryp + Rags + Ruiofitm) (12
Avec:
J = Flux de perméat (m®/m?/s)

V= Volume filtré a I'instant t (m3)
t = Temps de filtration (s)
A = Surface membranaire (m?)

AP = Pression transmembranaire (Pa)

14
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i = Viscosité de la suspension (Pa.s)

Ry = Résistance de la membrane neuve (1/m)

R4 = Résistance du gateau de filtration (1/m)

Rpp = Résistance due au blocage de pores (1/m)

R,4s = Résistance due aux processus d’adsorption (1/m)

Rypio = Résistance du biofilm (1/m)

Ainsi, en connaissant la résistance de la membrane neuve (Ry,), il est possible de calculer
la résistance de colmatage globale. Cependant, comme décrit précédemment, la PTM reste
une mesure globale de I'’ensemble des processus de colmatage (adsorption, dépot, blocage
de pores, polarisation de concentration, biofilm). Il est néanmoins possible de différencier
ces mécanismes grace a des étapes progressives de lavage des membranes; le colmatage
externe étant généralement éliminé par lavage hydraulique (action mécanique), tandis que
des lavages chimiques successifs (acide, base, eau de javel) permettent de s’affranchir d"une
partie du colmatage interne (autre que blocage mécanique de pores qui peut étre éliminé
par rétro-lavage) [44], [45]. Il est alors question de colmatage réversible et irréversible par

voie hydraulique.

2.2 Colmatage membranaire réversible et irréversible

Selon le lien entre les agents colmatants et la membrane, les phénomenes de colmatage
sont classiquement subdivisés en trois catégories vis-a-vis des étapes de lavages habituelle-

ment utilisées dans les BaM [46], [2] :

1. La fraction hydrauliquement réversible qui peut étre réduite par :

(a) Circulation tangentielle d'un fluide (suspension et/ou gaz) a la surface externe
de la membrane et relaxation (arrét momentané de la filtration). Cette circulation
tangentielle permet d’arracher par cisaillement les composés déposés en surface
externe de la membrane, qui sont alors emportés dans le flux tangentiel en circu-

lation.

(b) Rétrolavage momentané, réalisé par circulation inverse de perméat vers la sus-
pension a filtrer. Ceci permet d’une part, le débouchage hydraulique des pores,
et d’autre part, la déstructuration du dépdt, voire du biofilm, présent en surface

membranaire et qui est alors plus facilement arraché par le flux tangentiel imposé.
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2. Le colmatage réversible par voie chimique, aussi appelé colmatage irréversible (sous-
entendu par voies hydrauliques ; cisaillement tangentiel ou rétro-lavage). Il concerne
généralement 1’élimination des composés adsorbés en surface et dans les pores de la
membrane. La modification du pH et/ou du degré d’oxydation par trempage dans
des solutions alcalines, acides ou oxydantes, permet la désorption de composés sorbés,
voire la solubilisation de composés précipités sur la surface membranaire et dans les

pores.

3. Le colmatage résiduel, incluant 'usure des membranes, qui se met en place progres-
sivement. Il n’existe pas de moyen de s’en affranchir, obligeant sur le long terme au

remplacement des membranes, voire du systéme membranaire complet (module).

Intervalle entre lavages Intervalle entre les

de maintenance lavages majeurs
i T i -
’I
-

e

Colmatage résiduel

-

Pression transmembranaire PTM

Colma- | 1 Colmatage
= .
tage L résiduel
réversible; | ; Opération a flux
: Colmatage
' ] e . constant
! ol | irréversible
Temps

Figure 1.3 — Représentation schématique des différents types de colmatage par la mesure de la PTM

(1]

La Figure 1.3 montre ainsi I’évolution de la PTM en cours de filtration et 1'effet macro-

scopique des stratégies de décolmatage.

Cependant, les phénomenes de colmatage ne peuvent étre entierement maitrisés par des
lavages hydrauliques ou chimiques en cours d’opération. De plus, cette maitrise du colma-
tage engendre une dépense énergétique conséquente. Ceci diminue la productivité de la
station et augmente son cofit de fonctionnement au travers de la maintenance réguliére des
membranes; nettoyage par aération, contre-lavage, lavage chimique et remplacement des
membranes ayant une durée de vie moyenne 5 a 7 ans pour les membranes organiques [47],

[48], [49]. Il est donc primordial d’identifier et quantifier les espéces colmatantes, ainsi que
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les conditions opératoires dans lesquelles elles sont présentes dans le BaM, pour controler

en amont les phénomeénes de colmatage.

2.3 Familles de composés et colmatage membranaire

2.3.1 Classification des composés des boues activées

Les boues activées sont une matrice extrémement complexe. Pour les décrire simple-
ment, elles sont habituellement fractionnées par classe de taille. Leurs proportions et tailles
respectives varient suivant les études, du fait de 1'utilisation de méthodes expérimentales
différentes et des variations de propriétés des boues en fonction des conditions de fonction-

nement choisies (Table 1.1) [36], [22].

Table 1.1 — Classifications par taille des composés présents dans une boues activée

Fraction dissoute Fraction particulaire Références
Soluble Colloidale Supra-colloidale Décantable
< 0,100pm 0,100 - 1,2pm 1,2 - 63um > 63pm [50]
< 0,450pm 0,450 - 1,2pm >1,2pm - [37]
<0,001pm 0,001 - Tpm 1-100pm > 100pm [51], [23]
<10 - 3um 1-10pm 1-100pm > 100pm [52]

Globalement, les particules ayant un diametre allant de la centaine de pm (particules dé-
cantables) a environ 1 pm (particules supra-colloidales) sont considérées comme la fraction
particulaire. Cette fraction est consituée de flocs, de bactéries en suspension et des fragments
inertes, souvent regroupés sous le terme de matieres en suspension (MES, MLSS en anglais).
Les fractions colloidale et soluble sont quant a elles regroupées dans la fraction dissoute [53].
La distinction entre la nature organique et inorganique est également faite pour décrire les
différents phénomeénes de colmatage [23]. Ainsi, ces différentes fractions sont associées a

différents types de colmatage.

2.3.2 Colmatage par la fraction organique particulaire

De nombreuses études ont été réalisées sur le colmatage membranaire par les MES. Etant
donnée leur taille, les MES ont tres vite été considérées comme les principaux responsables
du colmatage, via la formation d"un gateau de filtration [54], [31]. Cependant, leur role n’est
pas si évident et a ce jour il n’existe pas de consensus concernant leur implication dans les

mécanismes de colmatage [2].

Pour des concentrations en MES élevées, certaines études ont mis en évidence un fort
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potentiel de colmatage [55], ou encore une accélération du colmatage par dépot rapide de
flocs sur la surface membranaire [56]. Au contraire, d’autres études ont montré un impact
positif, voire inexistant, des MES sur le colmatage [31]. Tandis que d’autres travaux ont
montré des effets différents suivant les concentrations en MES étudiées. En effet, Rosenberg
et al.[57] ont montré qu’en dessous de 15g/L, le colmatage est réduit avec 'augmentation de
la concentration en MES et qu’au dessus de 15g/L, le résultat inverse a été observé. Suivant
les temps de séjour des boues, Grelier et al. (2006) [58] ont également montré des variations

de I'impact des MES sur le colmatage.

Au dela de ces différentes observations, Le-Clech et al. (2006) [31] avance que les phé-
nomenes de dépdts de particules et la résistance spécifique du dépot sont dépendants de la
taille des particules et des conditions locales de turbulence. Ainsi, d’apres les mécanismes
de transfert de masse, il existe un diametre maximal de particule pouvant étre déposée a la
surface d'une membrane. Dans un BaM, la membrane étant en permanence soumise a un
flux tangentiel, les plus grosses particules ne peuvent pas se déposer. Ceci laisse place a la

formation d"une couche de dépdt plus mince, constituée de composés plus petits.

Les grosses particules présentes dans la suspension ont ainsi tres peu d’effet sur le col-
matage en comparaison avec les composés plus petits, contenus dans la fraction dissoute

des boues activées.

2.3.3 Colmatage par la fraction organique dissoute

Ce type de colmatage est généré par I'accumulation sur et dans la membrane de pro-
téines, polysaccharides, acides humiques et autres substances organiques. Ces composés
sont présents sous forme soluble ou colloidale, constituant un mélange extrémement com-
plexe regroupé sous le terme matiére organique dissoute (DOM, Dissolved Organic Matter)

[40], [59].

Malgré sa petite taille comparée a celle des flocs ou bactéries, cette fraction des boues
activées a été identifiée comme celle générant le plus de colmatage des 1998. En effet, Wies-
niesky et al. (1998) [60], apres avoir isolé les fractions particulaire, colloidale et dissoute de
boues activées, ont démontré que les fractions colloidale et soluble représentaient 25% et
52% de la résistance membranaire, respectivement, contre 23% seulement pour la fraction

particulaire. Le-Clech et al. (2006) [31], ont noté lors d'une revue bibliographique que la

18



CHAPITRE 1. SYNTHESE BIBLIOGRAPHIQUE

contribution relative des fractions soluble et colloidale a ’ensemble des mécanismes de col-
matage est comprise entre 17% et 81%. La plupart des travaux sur le colmatage membranaire
dans les BaAM mettent en évidence la contribution majeure de la DOM dans I’ensemble des
mécanismes de colmatage. Ainsi, les composés contenus dans la DOM font partie des agents

principaux du colmatage dans les BaM [61], [62], [63], [16].

Cependant, dii a la complexité de la composition de la DOM, de nombreuses questions
restent en suspens. A ce jour, il n’existe pas de consensus sur les composés de la DOM qui
sont les majeurs responsables du colmatage, ainsi que sur les mécanismes auxquels ils sont
reliés. Lors de son étude bibliographique sur le colmatage, Drews (2010) [2], a ainsi relevé
cette inconsistance entre les différents travaux et la nécessité d"uniformiser les techniques

analytiques, ainsi que la nomenclature.

2.3.4 Colmatage par la fraction inorganique dissoute

Le colmatage membranaire peut également étre initié par des especes inorganiques.
Des études ont noté un impact notable de la présence de certains cations métalliques. Ces
derniers peuvent interagir avec des biopolymeres, sur des groupements fonctionnels spéci-
fiques, pour former des complexes organiques-inorganiques [64]. Jermann et al. (2007) [65],
ont également noté la formation de complexes entre la matiére organique (alginate, acides
humiques ou mélange des deux) et des ions calcium. De ces interactions, résultait un type
de colmatage beaucoup plus dommageable que lorsque les tests avaient été faits avec la ma-
tiére organique seule. Ce phénomeéne serait expliqué par la formation d"un gel initié par la
présence des complexes organiques-inorganiques. Cette observation a été mise en évidence
dans d’autres études et citée dans la revue récente sur le colmatage membranaire réalisée

par Meng et al. (2017) [16].

Le colmatage généré exclusivement par les especes inorganiques existe également. Il
est alors question de phénomenes de précipitation d’ions a la surface de la membrane du
BaM (scaling). Ainsi, les ions Ca?*, Mg?*, Fe3*, Al>*, CO3%, SO4%, PO4* et OH peuvent réagir
et précipiter si leur concentration de saturation est atteinte au voisinage de la membrane,
engendrant de ce fait du colmatage inorganique. Cependant, dans les procédés de filtration
membranaire basse pression (MF/UF), le colmatage inorganique exclusif reste minoritaire

devant le colmatage organique. Il a lieu principalement en nanofiltration (NF) ou osmose
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inverse (OI), ou les sels sont extrémement concentrés au voisinage de la membrane du fait

des grandes pressions appliquées.

Il est ainsi possible de conclure que, dans les procédés de traitement des eaux usées do-
mestiques par BaM, ce sont des composés contenus dans la fraction dissoute (colloidale et
soluble), ou DOM, qui sont a majoritairement a I'origine du colmatage, devant ceux conte-
nus dans les fractions organique particulaire et inorganique dissoute. Néanmoins, la DOM
est constituée de composés de nature et taille diversifiées, pouvant avoir des impacts variés
sur la membrane. Il est donc nécessaire d’identifier les composés réellement impliqués pour

comprendre et décrire les mécanismes de colmatage auxquels ils sont associés.

3 Caractéristiques et propriétés colmatantes de la Matiere Orga-

nique Dissoute (DOM)

3.1 DOM : définitions et description

Les premiéres études sur la matiére organique présente dans les eaux se sont portées
sur la DOM contenue dans les eaux de surface ou souterraines, c’est-a-dire la matiére or-
ganique dite naturelle (NOM, Natural Organic Matter). En effet, les chercheurs se sont tres
vite rendu compte du role central joué par la NOM dans les échanges entre les organismes
vivants et les différents réservoirs de I'environnement. Ainsi, la matiere organique est ubi-
quiste dans les eaux de tous types et présente sous des formes extrémement variées, rendant
son étude parfois délicate [66]. Dans un premier temps, il est donc nécessaire de procéder a

une description détaillée quant aux origines et aux appellations liées a la DOM.

La définition de la NOM est au croisement entre différentes disciplines scientifiques : la
chimie, la physique et la biologie. C’est le résultat de la dégradation et de la condensation de
molécules issues de la biomasse principalement [67], [68]. C’est donc un ensemble de molé-
cules issues de la synthese, du rejet ou de la dégradation des étres vivants, mais contenant
également des fragments biologiques sans modification. Ces molécules sont un mélange hé-
térogéne en terme de taille, étant donné qu’elles peuvent avoir une masse molaire comprise

entre 400Da et 3000Da [69].

Concernant leur classification, deux familles distinctes ont été identifiées dans 1’étude de
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la NOM : les biomolécules et les géomolécules.

e Molécules issues de l'activité biologique (Biomolécules) : Ce sont les molécules directe-
ment issues de la dégradation des étres vivants via différents mécanismes d’ordre bio-
logique (lyse bactérienne, chaine alimentaire), physique (changements de température,
changements de pression) ou chimique (hydrolyse, photolyse). Elles ont une réactivité
dite biologique, c’est-a-dire qu’elles peuvent étre réintroduites en partie dans des proces-
sus métaboliques du vivant. En effet, ce sont principalement des acides aminés, protéines,
lipides, sucres et polysaccharides [70]. La partie restante peut subir différents types de
processus de modification ; (i) transformation en géomolécules, (ii) dégradation directe en
nutriments minéraux ou (iii) association et incorporation au sein méme de géomolécules
existantes [71]. Les biomolécules constituent seulement 15 & 20% du carbone organique

contenu dans la NOM [72].

e Molécules issues de la dégradation avancée de la matiére organique (Géomolécules) : ce
sont des molécules issues de la dégradation avancée de la matiere organique passée par
le stade préalable de biomolécules et qui sont souvent associées aux substances humiques
(HS, Humic Substances). En effet, 'hypothéese prédominante sur leur origine est que les
biomolécules ont été transformés en géomolécules suivant un processus de dégradation
ou d’association [67]. Ces molécules composent la majeure partie de la NOM, soit 60 a 75%
du carbone organique contenu dans la NOM [73]. Ce sont des molécules difficilement ou
tres difficilement biodégradables. En effet, dans les eaux de surfaces ou souterraines, elles

peuvent avoir des dizaines, voire quelques milliers d’années [74].

Ce fractionnement a été élaboré pour la NOM correspondant a la DOM des eaux peu
chargées en matiére organique, comme l’eau alimentant les réseaux d’adduction d’eau po-
table. Néanmoins, au cours du cycle de l'eau lié a I'activité humaine, la DOM est profon-
dément modifiée. A la NOM initialement présente s’ajoute la matiere organique issue de
I'activité anthropique, c’est-a-dire la matiere organique facilement biodégradable (MOgp)
et les produits difficilement dégradables, issus de l'industrie chimique ou pharmaceutique
(produits phytosanitaires, cosmétiques et colorants). Ces derniers sont qualifiés de micropol-
luants (concentration inférieure au pg/L) et seront regroupés sous le terme OMP (Organic

MicroPollutants) dans cette étude.

Ensuite, lors du traitement biologique, la matiére organique dissoute contenue dans les

eaux usées est profondément modifiée (Figure 1.4). La DOM contenue dans le surnageant
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Figure I.4 — Représentation schématique de l'origine et du devenir des composés de la DOM au
cours du cycle de I'eau avec NOM, OMP, MOgp et EPS, la matiere organique naturelle, les
micropolluants issus de l'activité anthropique, la matiere organique facilement biodégradable et les
substances extracellulaires polymériques, respectivement

des boues de BaM serait principalement produite au sein du bioréacteur sous la forme
de substances extracellulaires polymériques (EPS, Extracellular Polymeric Substances) [75],
[59], [76], [29]. En effet, la MOgp est vite dégradée pour permettre la croissance cellulaire
et la formation de substances extracellulaires polymériques (EPS, Extracellular Polymeric
Substances) ayant des roles diversifiés. Les EPS forment alors une gangue mucillagineuse
autour des bactéries pour assurer leur protection et leur adhésion aux parois et dans les
flocs, mais elles ont également un role de réserve [77]. Concernant la NOM et les OMP, ils
ne constituent plus qu’une faible proportion de la DOM du surnageant des boues [78], [79],

[29].

C’est a partir de ce constat qu'un grand nombre d’études, portant sur le colmatage mem-
branaire di aux composés de la DOM, se sont concentrées sur les produits de 1’activité mi-
crobienne. Cependant, dans une revue compléte sur le colmatage, Drews (2010) [2] a noté
la grande diversité de résultats et la difficulté générale a trouver un consensus concernant
les I'implication des EPS de la DOM dans les mécanismes de colmatage. Deux causes prin-
cipales ont été avancées : l'utilisation d'un grand nombre de termes se recoupant parfois et
l'utilisation de techniques analytiques ou d’extraction se recoupant également et pouvant ne
pas correspondre aux termes utilisés (Figure 1.5). En effet, dans ces études, il peut étre ques-
tion d’EPS, de produits microbiens solubles (SMP, Soluble Microbial Products), d’amas de
biopolymeres (BPC, Biopolymer Clusters) ou encore de d’exopolymeres particulaires trans-

parents (TEP, Transparent Exopolymer Particules).

Toutefois, la majorité des études sur le colmatage organique ont noté qu’il était généré
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Figure I.5 — Représentation schématique du recoupement entre définitions et méthodes analytiques
dans les études sur le colmatage [2]

principalement par des produits issus de l’activité microbienne, qualifiés d’EPS et définis
tels que des co-produits réactionnels de 'activité biologique. IIs se trouvent sous forme liée
a la surface des cellules microbiennes ou des flocs (EPS-liées), ou sous forme dissoute dans la
phase liquide (EPS-dissoutes). Les EPS dissoutes sont généralement appelées SMP. Ce sont
précisément I’ensemble des produits organiques dissous libérés en solution lors de l'activité,

croissance ou lyse bactérienne (Figure 1.6) [78], [63].

EPS-dissoutes ou SMP

o®
0

Sécrétion

Bactérie
EPS-liées

’XHydroZyse
° ]

EPS-dissoutes ou SMP

Figure 1.6 — Liens entre bactéries et EPS/SMP

Les SMP peuvent également étre subdivisés en produits associés a 1"utilisation de sub-
strat (UAD, Utilization-Associated Products) et produits associés a la biomasse (BAP, Biomass-
Associated Products). Les UAP sont ainsi des produits du métabolisme bactérien ayant lieu
en présence de substrat et les BAP sont des produits sécrétés lors de la respiration endogéne

ou associés a la mort cellulaire (Figure 1.7) [79], [80], [81]. Les UAP sont généralement plus
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facilement biodégradables que les BAP, tandis que ces derniers ont tendance a s’accumuler
dans le systeme [82]. Cette distinction entre UAP et BAP est faite dans le cas d’études sur les
origines des SMP. Cependant, pour 1’étude du colmatage, c’est généralement le terme global

de SMP qui est conservé.

Formation de SMP type UAP Formation de SMP type BAP
SMP
Sécrétion
SMP yse bactérienne

Carence de substrat ou
stress extérieur

| Substrat en abondance

Figure 1.7 — Distinction entre les métabolismes de sécrétion des SMP de type UAP et BAP

Du fait de la prédominance des SMP dans la DOM, ce sont les termes SMP ou EPS-
solubles qui sont le plus souvent utilisés dans les études sur le colmatage membranaire
par la DOM [83], [61], [62]. Néanmoins, la contribution de l'intrant reste souvent difficile a
estimer [84]. C’est pourquoi, le terme de DOM sera utilisé dans ce mémoire de these pour
qualifier la matiere organique soluble et colloidale contenue dans le surnageant des boues
activées de BaM.

La composition exacte de la DOM ne peut étre déterminée de maniére précise et com-
plete, car c’est un mélange de milliers de composés chimiques. Ainsi, de nombreuses tech-
niques analytiques ont été développées et appliquées pour caractériser la DOM, allant de la

quantification par familles de molécules, a I'identification de groupements fonctionnels.

3.2 Méthodes analytiques

De nombreuses méthodes sont utilisées pour I'étude de la DOM. Ainsi, la mesure du
carbone organique total/carbone organique dissous (COT/COD) et du SUVA»s,, (ratio de
I’absorbance a 254nm et du COT de 'échantillon) sont des techniques trés répandues pour
le suivi de la DOM. Les méthodes colorimétriques de Lowry/Lowry modifiée et de Dubois
sont également des techniques privilégiées pour la mesure des protéines et des polysaccha-

rides, respectivement. En fonction des besoins de 1’étude, I'identification de groupements
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fonctionnels spécifiques peut se faire grace a des techniques du type FTIR (Fourier Trans-
form Infrared) 3C NMR (**C Nuclear Magnetic Resonance), Pyr-GC/MS (Pyrolysis coupled

with Gas Chromatography and Mass Spectroscopy).

Ainsi, le choix de l'utilisation de ces techniques analytiques dépend des nécessités de
I’étude : information quantitative, information sur les groupements, etc. Dans la Table 1.2,
une description plus détaillée de ces techniques, ainsi que de leurs avantages et inconvé-

nients majeurs, est proposée.

25



Table 1.2 — Description des techniques analytiques couramment utilisées pour 1'étude de la DOM, ainsi que leurs avantages et inconvénients

Méthode

Carbone organique
total/Carbone
organique dissous
(COT/COD)

SUVA254
Lowry/Lowry

Modifié (Frelund)

Méthode d’An-

throne/Dubois

FTIR

13C NMR

Pyr GC/MS

Principe

Mesure de la concentration car-
bone organique aprés minérali-
sation totale du carbone en COs,.
Le COD s’obtient de la méme
fagon, mais apres filtration a
0,45pum

Ratio de l’adsorbance UV a
254nm et du COT

Formation d"un complexe coloré
entre un réactif et les protéines,
nécessitant un étalonnage préa-
lable avec de la BSA

Formation d"un complexe coloré
entre un réactif et les sucres to-
taux réducteurs, nécessitant un
étalonnage préalable avec du
glucose

Mesure de la quantité d’énergie
absorbée lorsque la fréquence
de la lumiere infrarouge varie
pour identifier des groupements
fonctionnels

Mesure des différences d’éner-
gie entre les différents états
du spin nucléaire en placant
I'échantillon dans un champs
magnétique

Analyse quantitative des frag-
ments de la DOM par thermo-
lyse , donnant également une in-
formation structurelle

Avantages

Pas de réactifs, moins d’incertitudes que la
mesure de la demande chimique en oxygéne
(DCO) (limite de détection <0,1ppm)

Pas de réactifs, indicateur d’aromaticité
(SUVA > 4 : molécules aromatiques hydro-
phobes, SUVA < 2 : molécules hydrophiles)
Quantification des protéines. La méthode de
Lowry modifée permet de s’affranchir des in-
terférences liées aux substances humiques

Quantification des polysaccharides

Echantillons liquides ou solides, identifica-
tion des groupements spécifiques de la DOM

Identification des groupements spécifiques
de la DOM en relation avec leur configura-
tion dans 'espace

Les fragments de composés récalcitrants
peuvent étre identifiés et quantifiés

Inconvénients

Information quantitative glo-
bale de la DOM, mais non
qualitative

Interférences avec les nitrates a
forte concentration, information
qualitative

Manutention importante, inter-
férences avec d’autres compo-
sés organiques comme les sub-
stances humiques (Lowry), mais
aussi les ions calcium

Manutention importante, non
sélective pour la mesure des
sucres

Information qualitative sur les
groupements

Information qualitative sur les
groupements

Dans le cas d’échantillons com-
plexes l'analyse requiere du
temps et une expertise avancée

Références
[73]

[85], [86],
[87]

[24], [25],
(771, [88],
[89]

[26]

[49], [90],
[22], [53]

(31,191], [53]

[49], [90],
[22], [53]
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Depuis deux décennies, deux méthodes analytiques sont de plus en plus utilisées dans
les études du colmatage par la DOM contenue dans le surnageant de BaM ; la fluorescence
d’excitation/émission tridimensionnel (3DEEM, Three-Dimensional Excitation and Emis-
sion fluorescence Matrix) et la chromatographie liquide d’exclusion stérique couplée avec
des détecteurs de carbone organique, azote organique et UV (LC-OCD-OND-UVD, Liquid
Chromatography coupled with Organic Carbon Detector, Organic Nitrogen Detector and
UV Detector) [4], [92].

3.2.1 Fluorescence3D ou 3DEEM

La 3DEEM se base sur le phénomene optique selon lequel les molécules organiques ab-
sorbent et émettent de la lumiere. Ainsi, quand une molécule absorbe de la lumiere, un de
ses électrons est porté a un niveau d’énergie supérieur (état excité). L'électron excité peut en-
suite perdre son excés d’énergie absorbé via de nombreux mécanismes, dont 1’émission d’un
photon (fluorescence). Les groupements moléculaires absorbant et réémettant de ’énergie
lumineuse sont qualifiés de fluorophores [66]. Pour réaliser une mesure de 3DEEM, un spec-
trofluorometre mesure l'intensité de la lumiere émise par I’échantillon pour différentes com-

binaisons de longueurs d’ondes d’excitation et d’émission [93].

Bien que certains groupes de molécules ne fluorescent pas, comme les polysaccharides
[94], 1a 3BDEEM est une méthode appliquée dans de nombreuses études sur la DOM dans
les BaM [95], [96], [4]. Elle permet de décrire la composition chimique des composés fluores-
cents de la DOM [66], [62]. Ce sont en particulier les molécules ayant des cycles aromatiques
condensés et/ou des chaines aliphatiques fortement insaturées qui peuvent étre détectées
par 3DEEM [97] [98]. A ce jour, cinq familles de fluorophores, regroupés par zones, ont été
identifiées et associées a des molécules de nature protéinique et humique. Ces fluorophores
sont sujets a différents types de classification et nomenclature en fonction des sujets d’étude

[66].

e L'une d’entre elle consiste a classifier les spectres de fluorescence en pics A, C, M, Bet T,
permettant de différencier les pics suivant I’hydrophobicité des molécules fluorescentes
(Figure .9a) [99]. Néanmoins, "utilisation de cette classification requiere 1"utilisation préa-
lable sur une colonne échangeuse d’ions [66].

e Une autre classification couramment utilisée pour la caractérisation de la DOM dans le

traitement des eaux usées est celle proposée par Chen et al. (2003) [3] (Figure 1.8 et Table
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Figure 1.8 — Cartographie des spectres de 3DEEM et différents fluorophores associés de Chen et al.
(2003) [3]

Table 1.3 — Description des fluorophores associés a la cartographie de Chen et al. (2003) [3]

Région Fluorophores associés

Régionl Protéines-like aromatiques de type 1 (Tyrosine)
Régionll Protéines-like aromatiques de type 2

Région III Acides fulviques-like

Région IV Produits microbiens solubles-like (Tryptophane)
Région V Acides humiques-like

Cette nomenclature est dérivée des études faites sur la NOM avec 'utilisation de mo-
lécules modeles telles que des acides humiques aquatiques ou des acides aminés. Malgré
la composition différente de la DOM du surnnageant de boues activées (section 3.1), celle-
ci présente néanmoins les mémes types de fluorophores que la NOM. C’est pour cela que
la nomenclature de Chen utilise des termes tels que protein-like ou humic-like. Ce sont des
molécules ayant des propriétés de fluorescence proches de celles des protéines ou acides hu-
miques, du fait de la présence de fluorophores identiques ou proches dans leur composition

chimique.

La 3DEEM présente de nombreux avantages. En effet, en plus de fournir des informa-
tions sur les caractéristiques de la DOM, c’est une technique simple d"usage, non-destructive,

nécessitant de faibles volumes pour 1’analyse [100], [4]. L’aspect le plus attractif de cette mé-
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thode est la possibilité de mise en place de mesures en ligne, notamment pour la prévision

du colmatage [101], [93].

Différentes méthodes et indicateurs ont été développés et utilisés dans de nombreuses

études pour exploiter les données de 3DEEM.

e La plus classique est la méthode dite de «peak-picking», consistant a noter l'intensité du
maximum de fluorescence dans une région donnée ou celle obtenue pour des couples
d’excitation/émission de référence [99], [95], [102]. Cette méthode est souvent privilégiée
dans I'étude de la DOM car elle permet de distinguer différents types de composés. Ce-
pendant, elle restreint I'information exploitable, étant donné qu'un seul point est consi-

déré pour chaque pic.

e Les indicateurs fy50/f500, HIX (Humication Index) et BIX (Biological Index) peuvent étre
calculés, en utilisant les équations Eq. 1.3, Eq. .4 et Eq. L5, pour identifer les origines de la
DOM. Ainsi, des valeurs élevées de fy50 /500 et BIX et des valeurs faibles de HIX, indiquent

une secretion récente DOM via 1’activité biologique [103], [104].

faso _ I(A370, Adso)
fs00  1(A370, As00)

(L3)

em=480
Z I()\254 Aem)

_ em=435
HIX = “m=1% (L4)

> I(Aosadem)
em=300

~ I(A310, A380)

BIX =
I(X310, A30)

(1.5)
Avec:

I(Aex, Aem) = Intensité de fluorescence du couple excitation/emission (A.U)
Aex = Longueur d’onde en excitation (nm)

Aem = Longueur d’onde en émission (nm)

e Une autre méthode, développée par Chen et al. 2003 [3], propose d’intégrer les pics de
fluorescence, ou volume de fluorescence, pour conserver l'intégralité de I'information de
fluorescence et exploiter de facon semi-quantitative le signal. Le volume de fluorescence
est alors utilisé pour quantifier le nombre de fluorophores dans une zone et pour calcu-

ler leur pourcentage par rapport au nombre total de fluorophores dans 1’échantillon : le
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pourcentage de fluorescence par région. Cette méthode porte le nom de FRI (Fluorescence
Regional Integration) et s’applique aux régions définies par Chen et al. (2003) (Figure 1.8
et Table 1.3).

e Pour pallier a d’éventuels problemes de chevauchement entre certains pics, la méthode
PARAFAC (Parallel Factor Analysis) a également été appliquée a des spectres de 3DEEM
(Figure 1.9). Cette méthode permet d’isoler statistiquement les fluorophores pouvant se
chevaucher, facilitant ainsi 1’analyse [105].
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Figure 1.9 — Exemple d'une analyse par PARAFAC faite sur un spectre de 3DEEM a) spectre initial
et b) fluorophores identifiés [4]

Cette technique étant une méthode statistique, elle nécessite toutefois un grand nombre

de spectres (environ 70), ce qui peut étre limitant pour une application de suivi en ligne

[93].

Néanmoins, ces méthodes d’extraction et d’exploitation des données de 3DEEM ne per-
mettent pas d’établir un lien direct 1'intensité de fluorescence et la quantité de molécules
associées aux fluorophores Ceci fait de la 3DEEM une méthode principalement qualitative

ou semi quantitative, pour laquelle il n’existe pas de méthode d’extraction et d’exploitation
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standardisée des données. Cet aspect lié¢ a la 3DEEM est nécessaire pour franchir le cap du
suivi en ligne par fluorescence [4]. Le second désavantage de cette technique est que, seules
les molécules contenant un des cing types de fluorophores peuvent étre identifiées, limitant
ainsi I'information sur la DOM qui ne fluoresce pas (acides aminés non aromatiques, poly-
saccharides). Il est donc crucial d’estimer si malgré ce désavantage majeur, la 3DEEM peut,
combinée avec d’autres techniques, étre un indicateur pour suivre facilement et rapidement

la nature et 1’état de la DOM au cours du traitement des eaux usées par BaM.

Un autre point majeur lié a la 3DEEM et I’exploitation des données concerne 1’existence
de phénomenes de quenching. Ceux-ci peuvent étre diis a des concentrations importantes en
DOM, qui amplifient les phénomenes de fluorescence. C’est-a-dire que les photons réémis
par les composés fluorescents peuvent exciter a leur tour des composés de la DOM am-
plifiant le signal d’excitation initial [106]. Les interactions des composés fluorescents avec
d’autres composés, peuvent également diminuer l'intensité de fluorescence mesurée dans
certaines zone si les interactions se font au niveau de fluorophores par exemple [107]. Ces
phénomenes sont des phénomeénes majeurs a prendre en compte pour réaliser des mesures

de 3DEEM et I'exploitation des résultats [4].

3.2.2 LC-OCD-OND-UVD

La chromatographie d’exclusion stérique (HPLC-SEC, High Performance Liquid Chro-
matography coupled with Size Exclusion Chromatography) est une méthode intéressante
pour séparer la DOM en terme de taille, facteur important dans le cas de la filtration mem-
branaire (section 2.1). La colonne peut étre associée a de nombreux détecteurs, notamment
de carbone organique (OCD, Organic Carbon Detector), azote organique (OND, Organic
Nitrogen Detector) et UV2s4 (UVD, UV Detector). Dans ce cas, la méthode est qualifiée de
LC-OCD-OND-UVD. Cette technique a été largement décrite par Huber et al. (2011) [5], qui
ont ainsi défini cinq familles de molécules en fonction des temps d’élution ou du poids mo-

léculaire (MW, Molecular Weight) (Table 1.4).

En plus de donner une information sur la répartition de taille grace a la HPLC-SEC (LC,
Liquid Chromatography), les détecteurs permettent de quantifier le carbone organique et
I'azote organique de chaque fraction, par intégration des pics (Figure 1.10). Grace a ces dé-
tecteurs, il est également possible de quantifier séparément les protéines et polysaccharides,

en émettant I’hypothese que la totalité de I'azote des bipolymeres est issue des protéines [5].
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Table 1.4 — Description des familles de molécules identifiées par LC-OCD-OND-UVD [5]

Pic Familles de molécules

Protéines (PN, Proteins) et polysaccharides (PS, Poly-
saccharides), MW : > 20 000Da

Substances humiques (HS) Acides humiques et fulviques, MW : 1000Da

Biopolymeéres (BP, Biopolymers)

Produits de dégradation des substances humiques,
MW : 300-500Da

Acides a faible poids moléculaire Produits finaux de dégradation des molécules orga-
(LMW-A, Low Molecular Weight niques ou produits métaboliques bactériens, MW : <
Acids) 350Da

Molécules neutres a faible poids Substances faiblement hydrophobes telles que les al-
moléculaire (LMW-N, Low Mole- cools, aldéhydes, sucres et acides aminés, MW : <
cular Weight Neutrals) 350Da

Building blocks (BB)

C’est donc une méthode quantitative pour les fractions identifiables en terme de taille, ce
qui en fait une méthode particulierement attractive pour 1’'étude de la DOM et du colmatage
[108], [109], [92], [110] (section 2.1). Il est possible d’ajouter un détecteur en ligne de fluores-
cence pour mesurer une intensité de fluorescence a des couples excitation/emission donnés

[111], [112].
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Figure .10 — Exemple de chromatogramme LC-OCD-OND-UVD réalisé sur des effluents de BaM
avec A, B, C, D et E correspondant aux pics des BP, HS, BB, LMW-A et LMW-N, respectivement, et F
et G correspondant aux pics des nitrates et de 'ammonium, respectivement [5]

3.3 DOM:: caractérisation et colmatage des différentes fractions

Pour décrire les espéces impliquées dans les mécanismes de colmatage parmi les com-

posés de la DOM, celle-ci peut étre décrite suivant des fractions de taille différente. En effet,
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comme vu précédemment (section 2.1), la taille est une propriété particuliérement impor-
tante régissant les mécanismes de colmatage (gateau de filtration, blocage de pore). Les
composés de la DOM ont une large distribution de poids moléculaire allant de moins de
1kDa a plus de 100kDa [113]. Comme décrit précédemment (section 3.2.2), le fractionnement
par LC-OCD-OND-UVD développé par Huber et al. (2011) permet de séparer par taille les
molécules de la DOM [5]. C’est donc ce systeme de classification qui sera utilisé par la suite

pour décrire la DOM et les mécanismes de colmatage qui lui sont associés.

3.3.1 Biopolymeres (BP)

Cette fraction correspond aux molécules ayant le plus haut poids moléculaire parmi les
composés de la DOM. Ce sont des molécules sécrétées par des organismes vivants, dont la
taille est supérieure a 20kDa ou 10kDa suivant les études [92], [114]. Ceci implique qu’ils
peuvent étre sous forme colloidale ou soluble [115], [23]. Historiquement, ce sont les pro-
téines et polysaccharides qui ont été identifiés comme principaux constituants des biopoly-
meres et principaux responsables du colmatage membranaire, parmi I’ensemble des consti-
tuants de la DOM [88], [109]. Les biopolymeres peuvent étre associés a plusieurs méca-

nismes de colmatage dépendant de la nature de ces familles de molécules [116], [88].

3.3.1.1 Nature des biopolymeres

e Protéines : Une protéine est une macromolécule constituée d’acides aminés liés entre eux
par des liaisons peptidiques. On parle de protéine au-dela d’une cinquantaine d’acides
aminés et de peptide jusqu’a une dizaine d’acides aminés. Les protéines sont des molé-
cules amphoteres possédant des groupements fonctionnels chargés positivement et néga-
tivement. Plus le pH est élevé, plus elles sont chargées négativement [117]. Ce sont des
molécules aliphatiques, principalement d’origine bactérienne dans les BaM traitant des
eaux usées domestiques. Elles peuvent étre sous forme tertiaire, c’est-a-dire repliées sur
elles-mémes via des interactions entre les différents acides aminées les constituant (forma-
tion de ponts hydrogene et di-sulfure). Ces particularités engendrent une grande diversité
de nature, combinée avec une diversité de taille pouvant varier entre 20 a 10kDa [111],
[118], [109]. Ceci est lié au fait que les protéines sécrétées par les bactéries peuvent étre
présentes dans la cellule, mais aussi dans la membrane et la paroi cellulaire, jouant ainsi

des roles différents : transport, métabolisme ou communication [119]. Pres de 40% des
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protéines sécrétées par les bactéries sont destinées a des fonctions extracellulaires sous
forme liée (EPS-liés) ou libre (EPS-libres ou SMP) [120]. Parmi ces protéines, certaines
d’entre elles possedent des acides aminés aromatiques hydrophobes leur conférant des

propriétés de fluorescence (Figure 1.11).

'i._{)‘{-/\‘)LOH /Q/\‘)‘\OH O/\(JLOH
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Figure 1.11 — Structure des acides aminés (AA, Amino Acids) fluorescents : Tryptophane (Trp),
Tyrosine (Tyr) et Phenylalanine (Phe)

Polysaccharides : ce sont des polymeres constitués de plusieurs oses liés entre eux par
des liaisons osidiques, pouvant également étre qualifiés de carbohydrates [121]. Les oses
contenant de nombreux groupements hydroxyl, les carbohydrates sont des molécules hy-
drophiles [116], [104]. Elles ont également un caractere neutre et une taille supérieure a
10kDa [117], [122]. Ce sont des composés présentant une grande diversité de taille et de
structure (linéaire, cyclique ou ramifiée), dont les fonctions peuvent étre polyvalentes vis-

a-vis de l'activité bactérienne [123].
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Figure 1.12 — Exemple d’ose et de liaison osidique constituant les polysaccharides

Ainsi, les polysaccharides bactériens peuvent étre subdivisés en deux classes suivant
leur localisation morphologique; (i) les polysaccharides intracellulaires, situés dans la cel-
lule, la membrane plasmique ou paroi cellulaire pour les bactéries Gram négatif (pepti-
doglycanes, lipopolysaccharides ou polysaccharides capsulaires), dans ce cas ils ont une
fonction stockage et structurelle, et (ii) les polysaccharides extracellulaires (cellulose, dex-

trane, xanthane) qui sont une adaptation cellulaire permettant une meilleur adhésion,
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le stockage et la protection contre des stress extérieurs comme la dessiccation [124]. Ce
sont majoritairement ces polysaccharides qui sont retrouvés dans le surnageant des BaM
(SMP). Lors de la lyse cellulaire, il est ainsi courant de retrouver des polysaccharides en

grande quantité [80].

3.3.1.2 Mécanismes de colmatage

Du fait de leur taille, que ce soit les polysaccharides ou les protéines, les biopolymeres
ont été identifiés et considérés comme principaux responsables du colmatage parmi les dif-
férents composés de la DOM, car ils sont préférentiellement rejetés par la membrane [22],
[23], [115]. Cependant, les observations divergent concernant leur implication respective

dans les phénomenes de colmatage.

e Théorie des PS principaux biopolymeres impliqués dans les mécanismes de colmatage
Dans une revue sur le colmatage, Meng et al. (2017) [16] ont mis en évidence 1'implica-
tion prédominante des polysaccharides. En effet, de nombreuses études ont identifié les
polysaccharides comme étant dominants dans le surnageant de BaM et le gateau de fil-
tration, devant les protéines. Ceci serait dt au fait que certains polysaccharides auraient
une taille supérieure a celle de la plupart des protéines et seraient donc plus retenus par la
membrane. De plus, il a été montré que les polysaccharides posseédent des propriétés de
gélification densifiant le gateau de filtration [64], [125], [126]. Ces propriétés de gélification
sont dues au fait que les polysaccharides contiennent de nombreux blocs de types acide
a-guluronique et acide -mannuronique. Les interactions entre ces blocs permettent la
formation de liaisons entre les différentes polysaccharides. Ce phénomene est également
favorisé par la présence de cations divalents ou multivalents, comme les ions Ca?*, per-
mettant la formation de ponts entre les groupements carboxyl des polysaccharides [65],
[77]. Cependant, grace a la caractérisation plus spécifique des polysaccharides, Kimura
et al. (2015) [127] ont pu mettre évidence que seuls certains polysaccharides, tels que les
polysaccharides capsulaires et les lipopolysaccharides, sont impliqués dans le colmatage

membranaire. Cette observation, contribue a limiter I'impact global des polysaccharides.

e Théorie des PN principaux biopolymeres impliqués dans les mécanismes de colmatage
Une autre partie de la communauté étudiant le colmatage des BaM a quant a elle identifié
les protéines comme responsables majeurs du colmatage membranaire, devant les poly-

saccharides [128], [62]. En effet, certaines études ont mis en évidence que les protéines
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sont présentes en plus grandes concentrations que les polysaccharides [104]. D’autres ont
identifié certaines protéines avec des tailles supérieures a la majorité des polysaccharides,
entrainant un blocage de pores important et provoquant un colmatage sur le long terme
[81], [109]. De méme que pour les polysaccharides, des propriétés de gélification sont
parfois évoquées [129]. Du fait de leur nature trés diversifiée, certaines protéines ont éga-
lement une nature hydrophobe (protéines aromatiques), favorisant leur adsorption sur la
membrane [62]. La cinétique d’adsorption sur la membrane est d’ailleurs primordiale, car
sur le long terme elle engendre un changement de la chimie de surface de la membrane
[31].
Au-dela de leurs propriétés colmatantes respectives, les protéines et les polysaccharides
peuvent également étre une source de substrat pour la biomasse contenue dans le BaM,

facilitant le développement du biofilm sur la surface membranaire [130].

De facon générale, les biopolymeres sont considérés dans leur ensemble (protéines et po-
lysaccharides) et sont qualifiés comme colmatants majeurs de la DOM du fait de leur taille
[49], [22]. Néanmoins, grace a des techniques de caractérisation plus poussées, d’autres com-
posés de la DOM ont été identifiés comme ayant un role primordial dans les phénomeénes

de colmatage.

3.3.2 Les substances humiques (HS)

De méme que la NOM, la DOM est composée de substances humiques (HS) ou géomolé-
cules, comme décrit dans la section 3.1. Certaines études les ont identifiées comme étant les
espeéces présentes en plus grande quantité dans la DOM [131], [113]. Contrairement a ce quia
souvent été avancé, les HS ne proviennent pas exclusivement de la NOM comme décrit dans
la section 3.1. Il a été montré qu’il existe des substances humiques aloctones et autoctones
dans les BaM [96]. Le terme substances humiques-like microbiennes peut alors étre em-
ployé pour désigner celles produites dans le BaM. Ceci est sans doute dii a une dégradation
avancée des biopolymeres des SMP en géomolécules (HS), du fait de 1’activité bactérienne
particuliérement intense dans le BaM. Les HS sont étudiées pour leur implication dans les
mécanismes de colmatage dans les BaM, malgré le fait que leur taille soit souvent inférieure
a la taille des pores de la membrane (soit environ 1kDa) [132]. Leurs propriétés spécifiques,
leurs grandes diversités et leurs interactions potentielles avec les matériaux membranaires

ont montré la nécessité d’approfondir les connaissances vis-a-vis de ces composés.
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3.3.2.1 Nature des substances humiques

Les substances humiques sont des molécules d’environ 1kDa [133], [5], classiquement
subdivisées en trois catégories déterminées selon leur solubilité a différents pH. Ainsi, les
acides humiques sont insolubles dans ’eau a un pH inférieur a 2. Les acides fulviques sont
solubles peu importe le pH et les humines sont insolubles dans 1’eau [66]. Les substances
humiques présentes en solution dans la DOM de BaM sont alors constituées d’acides hu-
miques et fulviques. Il existe des milliers de types de HS, ainsi il n’existe que des structures

théoriques de ces molécules (Figure 1.13) [66].

CH-0OH

(b) OH COOH

HOOC CHa CHa
OO ~— C/ S CH/
CHz — COOH
HOOC CH2 2
COOH OH S

CHz s
%
3 COOH

Figure 1.13 — Structures théoriques des a) acides humiques et b) acides fulviques

Néanmoins, il est reconnu que ce sont des molécules comportant de nombreux cycles
aromatiques apolaires leur conférant un caractere hydrophobe [113]. La présence de groupe-
ments carboxyl (-COOH) et hydroxyl (-OH) leur confere également un caractere hydrophile
favorisant leur solubilité dans I'eau. La présence de ces groupements permet également la
formation de ponts hydrogene avec des molécules ayant des groupements contenant des

hétéroatomes négatifs tels que -NHy, -OH et -C=0 [134].

Les HS sont majoritairement présentes sous la forme d’agglomérats de molécules hété-

rogenes relativement petites, maintenues entre elles par de faibles forces dispersives [135],
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[136], [129]. Ce sont des forces hydrophobes (van der Waals, 7 — m, CH-7) et des ponts hy-

dr

ogene qui permettent aux molécules de s’agréger sous forme de micelles, forces qui sont

d’autant plus grandes que le pH augmente [137], [135].

3.3.2.2 Mécanismes de colmatage

Un certain nombre d’études prennent en compte 1'impact des substances humiques sur

les phénomenes de colmatage malgré leur petite taille. Elles peuvent contribuer aux méca-

nismes de colmatage selon deux phénomenes principaux (i) 'adsorption et (ii) le blocage de

pores.
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L'adsorption est possible grace aux propriétés d’hydrophobicité des substances humiques.
Comme pour les protéines hydrophobes (section 3.3.1), les HS présentent des groupe-
ments aromatiques apolaires hydrophobes, favorisant leur interaction avec la surface des
membranes de filtration. Ceci peut entrainer la constriction des pores et diminuer par
conséquent le seuil de coupure de la membrane. De méme, I'adsorption engendre des
changements de propriétés de surface de la membrane [16], rendant plus hydrophobes
les membranes organiques initialement rendues hydrophiles par les fabricants, pour limi-
ter les interactions avec la matiere organique [138]. Malgré le fait que ce soit souvent des
mécanismes de colmatage minoritaires, ils ne peuvent étre négligés car ils influencent la
diminution du flux membranaire sur le long terme [113].

En regle générale, le dépdt de substances humiques n’est pas identifié comme un pote-
tiel substrat pour la croissance du biofilm. En effet, ce sont des molécules qualifiées de
récalcitrantes, notamment parce qu’elles peuvent former des complexes avec les enzymes
extracellulaires et ainsi inhiber leur activité. Néanmoins, il a été montré que le biofilm
peut également se développer sur un substrat contenant des substances humiques, ainsi
leur adsorption initiale pourrait servir d’initiateur a la formation d"un biofilm sur la mem-
brane [139]. De plus, en modifiant les propriétés de surface de membrane, 1’adhésion des

microorganismes formant le biofilm peut étre favorisée [16].

Le blocage de pores est quant a lui possible via la formation d’agglomérats de substances
humiques sous forme de micelles tres hydrophobes pouvant, dans la zone de faibles ci-
saillements, s’accumuler et contribuer au blocage de pores. Ce phénomene peut étre ac-
centué en cours de filtration s’il existe une membrane dynamique déja formée par un

gateau de filtration et/ou un biofilm. Les pores de la membrane étant réduits, les agglo-
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mérats de HS sont plus aptes a bloquer les pores [17].

3.3.3 Building blocks (BB)

C’est une fraction détectable et quantifiable par LC-OCD-OND-UVD et qui a été définie
suite au développement de cette méthode analytique. Ces composés sont des produits de
dégradation des substances humiques ayant un poids moléculaire entre 500 et 300Da [92].
IIs sont de nature hydrophobe et peuvent donc étre impliqués dans des mécanismes d’ad-
sorption sur et dans la membrane, du fait de leur taille et nature. Etant donné que ce sont
des sous-produits de dégradation des substances humiques, ces molécules sont souvent re-

groupées avec les HS.

3.3.4 Les molécules a faible poids moléculaire (LMW)

La LC-OCD-OND-UVD permet de séparer ces molécules ayant un poids moléculaire in-
férieur a 350Da [92]. Deux familles distinctes sont généralement identifiées, (i) les substances
acides a faible poids moléculaire qui sont des produits finaux de dégradation des molécules
organiques ou des produits métaboliques bactériens de nature hydrophile (LMW-A) et (ii)
les substances neutres qui sont des molécules faiblement hydrophobes telles que les alcools
et acides aminés. Des études ayant analysé le bio-cake ont identifié les LMW comme compo-
sés majoritaires [140], [141]. Ainsi, les LMW peuvent se déposer et s’adsorber sur la surface
membranaire provoquant le blocage de pores et favorisant le développement du bio-cake
(en servant de substrat aux bactéries qui forment le biofilm). Néanmoins, dans la plupart
des études sur le colmatage, les LMW contenus dans les SMP sont souvent peu retenues
par la membrane et contribuent que tres faiblement aux mécanismes de colmatage dans les
BaM du fait de leur faible taille et relative hydrophilicité. En effet, leur pourcentage de ré-
tention est souvent faible avec des concentrations, avant et aprés la membrane, quasiment

identiques [142].

L’ensemble de ces fractions de la DOM et de leurs propriétés spécifiques sont répertoriées

dans la Table 1.5 et un schéma récapitulatif est visible Figure .14
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Table 1.5 — Description des différents composés contenus dans la DOM en terme de taille, de caractéristiques et de propriétés colmatantes

Fraction

Taille

Méthodes de détection

Références

Protéines issues
des Biopolymeres

Polysaccharides
issus des
Biopolymeéres

Substances
humiques

Building blocks

Molécules a faible
poids moléculaire

> 10kDa

> 10kDa

1kDa

500-300 Da

< 350Da

Caractéristiques

Molécules amphoteres chargées
négativement, aliphatiques pou-
vant se replier sur elles-mémes.
Pouvant étre hydrophiles ou hy-
drophobes si elles comportent
des AA a cycles aromatiques
(Tyz, Trp, Phe)

Molécules hydrophiles présen-
tant un caractere neutre

Molécules  hydrophobes de
petite taille pouvant s’agréger
sous forme de micelles grace a
des forces hydrophobes ou des
ponts hydrogene

Produits de dégradation des
substances humiques présen-
tant les mémes propriétés d'hy-
drophobicité que les HS+BB

Produits de dégradation finaux
de produits organiques, alcools
et acides aminés. Molécules hy-
drophiles ou faiblement hydro-
phobes

Colmatage

Identifiées dans certaines études comme
composés majoritairement responsables du
colmatage du fait de leur taille supérieure aux
autres biopolymeres et leur adsorption sur la
membrane

Souvent considérés comme agents colma-
tants principaux car identifiés comme com-
posés majoritaires des biopolymeres et ayant
des propriétés de gélification fortes
Colmatage par adsorption entrainant la
constriction des pores et/ou le changement
de propriétés de surface de la membrane.
Colmatage par blocage de pores dans le cas
de la formation d’aggrégats. Sont principa-
lement associés a un colmatage irréversible
problématique sur le long terme

Colmatage par adsorption entrainant Ia
constriction des pores et/ou le changement
de propriétés de surface de la membrane.
Colmatage par blocage de pores dans le cas
de la formation d’agrégats

Du fait de leur taille et de leurs propriétés hy-
drophiles, tres peu impliquées dans les méca-
nismes de colmatage

Lowry, Lowry modifié, HPLC-
SEC, LC-OCD-OND, FTIR,
3DEEM, Pyr-CG/MS, 3C NMR

Dubois, Anthrone, HPLC-SEC,
LC-OCD, FTIR, Pyr-CG/MS, 13C
NMR

UVys4, HPLC-SEC, LC-OCD,
3DEEM, Pyr-CG/MS, 3C NMR

UVys4, Lowry modifié, HPLC-
SEC, LC-OCD, 3DEEM, Pyr-
CG/MS, 3C NMR

Lowry, Lowry modifié, Du-
bois, HPLC-SEC, LC-OCD,
Pyr-CG/MS, BC NMR

[81], [109],
[104], [62]

[22], [23],
[115], [16]

[131], [113],
[132], [16]

[92]

[140], [92]
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Figure 1.14 — Schéma récapitulatif des différentes fractions des boues activées et leur impact sur la
membrane

L’ensemble de ces observations concerne les différentes especes décrites ci-dessus dans le
cas ol elles sont considérées séparément. Néanmoins, la DOM est un mélange complexe et
des interactions entre composés peuvent également avoir lieu lors de la filtration, modifiant
leur comportement vis-a-vis de la membrane [31]. En effet, il est reconnu que ce sont les
interactions colmatant/ membrane qui prédominent dans les premieres phases de filtration.
Par la suite, ce sont les interactions entre les espéeces colmatantes en solution et celles dépo-
sées sur la membrane, ou dans la membrane, qui déterminent les mécanismes de colmatage
[143], [144], [16]. 1l est donc nécessaire d’étudier ces interactions pour comprendre plus en

profondeur le colmatage membranaire.

3.4 Role des interactions entre les composés de la DOM dans les phénomeénes

de colmatage

Comme décrit par Meng et al. (2017) [16], la question du colmatage membranaire ne peut
étre traitée en ne considérant qu'un type de composés. Ainsi, des équipes de recherche ont

tenté de mettre en évidence l'existence d’interactions entre les espéces de la DOM suivant
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plusieurs types d’approches.

3.4.1 Mise en évidence par des tests de filtration de molécules modéeles

Les tests de filtration réalisés avec des mélanges de molécules modeéles est une approche
classique pour identifier des mécanismes d’interaction entre deux types de composés. L uti-
lisation d’especes modeles permet de simplifier l'interprétation des résultats et de propo-
ser des modeles de colmatage. Plusieurs espéces modeles peuvent étre utilisées. Leur choix
se fait en fonction des observations déja décrites dans la section 3.3. Le plus souvent ce
sont des protéines et polysaccharides comme la BSA (Bovine Serum Albumin) ou 1'algi-
nate, respectivement, ayant un haut poids moléculaire. Pour les molécules a faible poids
moléculaire, ce sont souvent des acides humiques aquatiques qui sont utilisés. Dans ce type
d’étude, les especes modeles sont filtrées séparément pour mettre en évidence la relation
colmatant/membrane, étant donné qu’elle détermine les phénomenes de colmatage dans
les premiers stades de la filtration [126]. Puis, c’est la relation colmatant-colmatant qui de-
vient déterminante dans les mécanismes de colmatage [65]. Ainsi, deux ou plusieurs especes
modeles sont mélangées et filtrées pour comprendre 1'effet de leur mélange sur la filtration

membranaire. A partir de ces tests plusieurs réponses peuvent étre observées (Figure 1.15) :

Rth = Rexp Rth < Rexp Rth > Rexp
Effet ADDITIF Effet SYNERGIQUE Effet ANTAGONISTE

/@d .""%d

<—> |Interactions fortes

<--» Interactions faibles/répulsion

Figure 1.15 — Schéma des cas de figures lors de la filtration de deux types de composés, avec Ry, et
Rexp les résistances théorique (RIS) et expérimentale

o Effet additif : la résistance membranaire observée est égale a la somme des résistances
des composés obtenues séparément (RIS, Resistance In Series). Dans ce cas, les especes

n’interagissent pas ou peu entre elles.

o Effet synergique : la résistance membranaire est plus grande que celle attendue. Dans

ce cas le mélange est plus colmatant que les especes seules, du fait d’interactions entre
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les composés engendrant la formation d’agrégats, amplifiant 1’adhésion a la membrane

et/ou diminuant la porosité du gateau de filtration.

o Effet antagoniste : la résistance membranaire observée est plus faible que celle attendue,
ainsi le mélange génere moins de colmatage. Ceci peut s’expliquer par des mécanismes
de répulsion par exemple, ou encore la formation d’agrégats de taille inférieure a celle des

pores, ayant moins d’affinité avec la membrane.

Lors de tests de filtration réalisés sur des mélanges, I’effet synergique entre les substances
humiques et les différents types de biopolymeres a plusieurs fois été mise en évidence. En
mélangeant des substances humiques avec de la BSA ou de 'alginate, le gateau de filtration
formé est un mélange hétérogene de substances humiques et de biopolymeres, dont la po-
rosité est diminuée et ’adhésion a la membrane accrue [65]. La formation d’agrégats entre
les substances humiques et les biopolymeéres a également été observée [145]. Ainsi, les in-
teractions entre les especes colmatantes sont un mécanisme prédominant dans le colmatage
membranaire [146]. Ces études ont contribué a faire avancer la recherche sur le colmatage
membranaire. Toutefois, les phénoménes observés avec des molécules modéles sont sou-
vent simplifiés devant les phénomenes ayant réellement lieu dans les BaM, du fait de la

large distribution et diversité des composés contenus dans la DOM (section 3.3).

Pour comprendre plus en profondeur les mécanismes de colmatage, en prenant en compte
les interactions entre molécules, il est nécessaire de travailler sur des fractions réelles de
DOM issues du surnageant de boues activées. Meng et al. (2017) [16] ont mis en avant le
fait que les interactions ont souvent lieu entre des biopolymeres et des substances humiques
comme décrit précédemment. Ce sont d’ailleurs les propriétés d’hydrophobicité des sub-
stances humiques qui favoriserait ces interactions. Ces propriétés influencent grandement
les interactions d’interface colmatant/colmatant et colmatant/membrane [81], [126], [62],
[104]. Ainsi, des auteurs ont tenté de fractionné la DOM du surnageant des boues activées
en familles de molécules plus ou moins hydrophobes, pour mettre en évidence ces phéno-

menes.

3.4.2 Mise en evidence par fractionnement selon les propriétés d’hydrophobicitéé

Grace a l'utilisation de résines XAD disposées en tandem, il est possible de séparer les

composés organiques, initialement contenus dans un échantillon contenant de la DOM, se-
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lon leurs propriétés d’hydrophobicité [147], [148]. Cette technique permet d’isoler les trois

fractions suivantes :

e HPO : fraction hydrophobe retenue par la résine XAD-8, composée principalement de

substances humiques (HS) et de protéines hydrophobes.

e TPI: fraction transphilique retenue par la résine XAD-4, composée de molécules a carac-
tere intermédiaire d’hydrophobicité ou faiblement hydrophobes, peu décrits en terme de

nature dans la littérature.

e HPI : fraction hydrophile, composée de molécules retenues par aucune des deux résines,
telles que des protéines et des polysaccharides, mais aussi des molécules hydrophiles a

faible poids moléculaire.

Néanmoins, certaines études évoquent I’accumulation de sels dans la fraction HPI pou-
vant co-précipiter avec les composés organiques [148]. Ainsi, avant le fractionnement par
résines XAD il est possible de procéder a une dialyse, permettant de collecter les biopoly-

meres hydrophiles, aussi appelés colloides [53].

Xiao et al. (2014) [126] ont référencé, dans une revue détaillée disponible dans les annexes
de l'article, les résultats d’études de colmatage ayant procédé a un fractionnement par ré-
sines XAD seulement. Cette étude répertorie les travaux ot1 le surnageant de nombreux BaM
a I’échelle pilote a été fractionné et filtré sur différents types de membranes. Dans la plupart
des études, c’est la fraction HPI qui est responsable du colmatage, tandis qu'un nombre
limité d’études ont quant a elles identifié la fraction HPO. Les mémes tendances ont été ob-
servées pour les études a 1’échelle des stations d’épuration [149], [113], [81]. Néanmoins, ces
dernieres sont moins courantes qu’a ’échelle pilote, malgré I'intérét pour 1’étude du colma-

tage.

Contrairement a 1'utilisation de molécules modeles, chacune de ces fractions est un mé-
lange de composés aux propriétés d’hydrophobicité similaires. Par exemple, la filtration de
la fraction HPO seule permet d’estimer I'impact des interactions pouvant exister entre les
molécules hydrophobes contenues dans cette fraction. Néanmoins, aucune des études ayant
procédé au fractionnement du surnageant de BaM n’a filtré des mélanges de différentes
fractions pour mettre en évidence les éventuels effets synergiques, additifs ou antagonistes

évoqués précédemment, pouvant avoir lieu lors de la filtration.
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Deux études ont tout de méme réalisé la filtration du mélange de fractions de DOM pro-
venant d’effluents secondaires, matrice relativement proche du surnageant de BaM [143],
[53]. Dans les deux cas, la fraction hydrophile contenant les biopolymeres était la fraction
générant le plus de colmatage, comme évoqué précédemment et dans la section 3.3.1. Ceci
est principalement lié a leur taille provoquant le blocage de pore suivi de la formation d"un
gateau de filtration [53]. Ceci suggere que le controle de cette fraction pourrait étre une
stratégie a adopter pour le controle du colmatage. Comme lors du mélange de molécules
modeéles, le mélange des fractions amplifie les phénoménes de colmatage. Ainsi, lorsque
les biopolymeres hydrophiles sont filtrés en présence de molécules hydrophobes, de fortes
interactions se mettent en place, déterminant 'effet du colmatage net. Une fois encore, les
molécules hydrophobes, telles que les substances humiques, jouent un rdle crucial dans les
phénomeénes de colmatage. En effet, malgré leur faible poids moléculaire, il peuvent s’in-
corporer a des agrégats, ou dans le gateau de filtration, par des forces hydrophobes ou élec-
trostatiques [16]. L'étude des interactions est donc primordiale pour comprendre les méca-

nismes de colmatage et quantifier I'impact global de la DOM sur le colmatage.

Au-dela de la compréhension des mécanismes de colmatage et d’interactions, il est né-
cessaire d’identifier les conditions dans lesquelles les fractions de DOM sont préférentiel-
lement présentes dans le surnageant des boues activées de BaM. En effet, comme évoqué
dans le paragraphe précedent, limiter la présence de biopolymeres par exemple, pourrait
permettre de controler le colmatage en amont. Or, la DOM serait principalement composée
de SMP, dont la composition et la constitution dépendent principalement de 1’état physiolo-
gique des bactéries qui les sécretent. Il est par conséquent important d’identifier les condi-

tions opératoires qui déterminent 1’état physiologique des bactéries [150].

4 Occurence dela DOM

La DOM est principalement composée de SMP, qui sont des produits de l'activité bacté-
rienne [151]. Celle-ci varie dynamiquement au cours du traitement biologique et en fonction
des conditions opératoires appliquées au procédé [62]. Différents facteurs sont évoqués dans
la littérature : qualité de l'effluent d’entrée, charge organique et azotée en entrée, temps de
rétention solide (SRT, Sludge Retention Time), temps de rétention hydraulique (HRT, Hy-

draulic Retention Time) ou encore variations saisonnieres de température. Néanmoins, les
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résultats des études sont souvent inconsistants et contradictoires du fait de la diversité des
installations et de leur opération. Il est donc nécessaire de mieux comprendre 1'impact de
ces facteurs sur la dynamique de production des SMP, et par conséquent sur la DOM [152],

[63], [62].

41 Composition de I’effluent d’entrée et charge organique

Il est généralement reconnu qu’un faible pourcentage de la DOM de l'intrant constitue
la DOM totale contenue dans le surnageant des boues activées [79], [96]. En effet, celle-ci re-
présenterait seulement 2% de la DOM totale [153], [154]. Ce pourcentage peut augmenter en
cas de perturbation du procédé, comme une limitation du substrat, la présence de composés
toxiques ou encore un changement brutal de la composition d’entrée. Dans ce cas, pres de
17% de la DOM totale pourrait provenir de l'intrant [29]. Néanmoins, la distinction entre la
DOM de I'intrant et les SMP, lors de la mesure de la DOM dans le surnageant de boues, n’est

pas évidente a I’échelle d"une station d’épuration.

Malgré un faible impact sur la composition globale, la DOM de l'intrant détermine en
partie la composition de la DOM totale. En effet, Shen et al. (2012) [113] ont remarqué une
différence de I'empreinte fluorescente des surnageants de BaM traitant des effluents indus-
triels et ceux traitant des effluents domestiques. La matiére organique dissoute apportée par
I'effluent a traiter est utilisée comme substrat par la biomasse active, affectant par consé-
quent la quantité et le type de SMP produits [96]. Ceci est également di a la mise en place
d’une biomasse spécifique et adaptée a chaque type d’effluent.

Parmi les critéres déterminants concernant I'impact de l'effluent sur la quantité et la

qualité des composés sécrétés par les microorganismes, le ratio C/N (Carbone/Azote) est
primordial. Il influence les propriétés physiologiques des microorganismes, la composition
de la biomasse, ainsi que la structure et la diversité des communautés microbiennes dans le
BaM [155], [156], [157]. Lorsque le ratio C/N en entrée augmente, moins d’azote serait dis-
ponible, ainsi moins de protéines sont produites. Cependant, les conclusions trouvées dans
la littérature sur l'effet du ratio C/N sur la production et I’élimination des SMP sont diver-
gentes. En effet, certains auteurs ont noté qu'une augmentation du ratio C/N est associée a
une diminution des SMP [157], alors que d’autres ont noté une augmentation [155]. En effet,
la présence de NH4* favoriserait 1’extraction des EPS liées a la surface des bactéries pour for-

mer des SMP. La modification de ce ratio entraine également une pression de sélection entre
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les espéces hétérotrophes et les espéces autotrophes, pouvant engendrer une différence de

SMP sécrétées et de vitesses de sécrétion [158], [159].

La charge organique (OLR, Organique Loading Rate) est également un facteur impactant
indirectement la production de SMP, du fait de son influence sur la croissance bactérienne.
Ceci est vérifié en particulier pendant la période d’acclimatation ot de fortes variations de
charges peuvent avoir lieu [114]. Ainsi, les transitions entre respiration exogene et respira-
tion endogene sont plus fréquentes. Respirations exogene et endogene sont définies par des
ratios substrat sur microorganismes (F/M, Food to Microorganisms) élevé et faible, respec-
tivement. Lorsque 'OLR augmente (respiration exogene), des quantités de biopolymeres
plus importantes ont été mesurées. Ceci est di au fait qu’ils sont moins facilement biodé-
gradables ou utilisés comme substrat secondaire par les bactéries du fait du F/M important
[160]. Au contraire, quand les bactéries sont en respiration endogene (comme c’est souvent
le cas pour le traitement des eaux usées), la concentration en substances humiques est plus

importante [81].

4.2 SRT et HRT

Parmi les parametres opératoires évalués dans la littérature scientifique, le SRT (temps
de rétention solide) est celui qui aurait le plus d’impact sur l'activité des microorganismes
[114]. En effet, un plus grand SRT permet la mise en place d"une plus grande diversité bacté-
rienne, en favorisant en particulier la croissance de la biomasse autotrophe ayant un taux de
croissance faible [31], [161], [32]. Ainsi, plus le SRT est long, plus il y aura formation et accu-
mulation de composés non ou lentement biodégradables, via I’accumulation d’inertes [162],
[163]. Néanmoins, les résultats des études sur I'impact du SRT sur les SMP peuvent différer
d’une étude a l'autre. Yu et al. (2015) [96] ont ainsi observé la diminution de la concentration
en protéines et I'augmentation de celle des substances humiques avec 1'augmentation du
SRT, correspondant a I’accumulation de molécules lentement biodégradables évoquée pré-
cédemment. Ce phénomene correspond a la décomposition des biopolymeres de la DOM
du surnageant de BaM [164]. Cependant, d’autres études ont observé qu'un faible SRT est
associé a une plus grande concentration en SMP (estimés via la mesure des protéines et des

polysaccharides) et généralement plus de colmatage [27].

La composition des SMP dépend également du temps de séjour des composés solubles

provenant de l'intrant et des SMP produites, c’est-a-dire du HRT. Ainsi, la taille et la diver-

47



CHAPITRE 1. SYNTHESE BIBLIOGRAPHIQUE

sité des composés sécrétés par les bactéries sont impactées par ce parametre. En effet Kuna-
cheva et al. (2017) [29] ont identifié 70 composés présents pour un HRT de 4h et 44 présents
pour un HRT de 8h. Pour de trop faibles HRT, certains composés facilement biodégradables
n’ont pas le temps d’étre entiérement métabolisés. Ainsi, en augmentant le temps de séjour
hydraulique, il est possible de favoriser I’élimination de certains composés présents dans la

phase soluble, ce qui pourrait avoir un effet sur les dynamiques de colmatage.

4.3 Température

La température est un facteur non maitrisé ayant un impact important sur la croissance,
le métabolisme et la structure des communautés bactériennes [151], [165]. La température
idéale pour l'activité bactérienne dans les procédés boues activées se situe entre 25 et 35°C,
tandis que pour des températures inférieures a 5°C, les bactéries nitrifiantes ne sont plus ac-
tives [166]. Globalement, plus la température est faible, plus le métabolisme et la croissance
bactérienne sont ralentis [167]. C’est un parametre qui influence indirectement la produc-
tion de SMP, et par conséquent de la DOM [59]. Plusieurs études ont cependant identifié une
baisse de perméabilité notable pendant la période hivernale [166]. Ainsi, les faibles tempé-
ratures entrainent la production de métabolites bactériens, sans doute en réaction au stress
thermique [161], [81]. Néanmoins, cette observation n’est pas généralisée. D’autres auteurs
ont observés quant a eux une augmentation des SMP avec I'”augmentation de la température,
du fait d"une activité bactérienne plus intense, combinée a des cinétiques de dégradation du

substrat plus grandes [159].

Au-dela de I'impact des hautes ou basses températures, les chocs de températures en-

gendrent également la production de SMP [153], [152].
Ainsi en fonction des études, la sécrétion et la composition des SMP peut étre variée.

La Table 1.6 résume la diversité de résultats trouvés dans la littérature sur les différents

composés des SMP, ainsi que le contexte de ces études.
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Type de BaM

Table 1.6 — Tableau descriptif de la diversité de la composition de la DOM et des conditions opératoires étudiées

Concentration

PN

Concentration
HS

Conditions
opératoires

Méthodes de mesure

Référence

STEP

STEP

STEP

STEP

Echelle pilote

Echelle pilote

Echelle pilote

Echelle pilote

Echelle pilote

5-15mg/L

1-5mg/L

<5mgC/L

2,0-29mg/L

1-3mg/L

5-28mg/L

Concentration Concentration
SMP PS
- 6-23mg/L/L
- 5-10mg/L
22mgC/L 16-18mg/L
= 3-18mgC/L
- 0,3-1,5mgC/gMES (BP)
- 9-16mg/L
9-14mgC/L 5-12mg/L
8-15mgC/L 7-12mg/L
~ 13mgC/L ~4mg/L

~ lmg/L

10-25mg/L

7-10mg/L

2-10mgC/L

1,5-
5,6mgC/gMES
(Building
blocks)

41-77mg/L

Variations
saisonnieres

Hydrophobicité
des fractions

Etude de 10
BaM

Différentes
charges
organiques
SRT=30j
Différents ratios
C/N
Variations des

SRT

Hydrophobicité
des fractions

Meéthode de l'acide sulfurique
phénol pour les PS

Méthodes de Dubois et Lowry
modifiée pour les PS et PN/HS,
respectivement

Meéthodes de Dubois et Lowry
modifiée pour les PS et PN/HS,
respectivement

Meéthodes de Dubois et Lowry
modifiée pour les PS et PN/HS,
respectivement

SEC-OCD pour la mesure des
biopolymeres et des building
blocks

Méthodes de l'acide sulfurique
phénol et de Bradford pour les
PS et PN respectivement

COT, méthodes d’Anthrone et
de Badford pour les PMS, PS et
PN/HS, respectivement

Bicinchoninic Micro Acid pro-
tein assay (PN), Anthrone et Lo-
wry modifiée pour les PS et
PN/HS, respectivement

COT, méthodes de Dubois et
Lowry modifiée pour les PS et
PN/HS, respectivement

Kimura et al.
2015 [127]

Sun et al. 2014
[81]

Xiao et al. 2014
[126]

Shen et al. 2012
[113]

Magbool et al.
2017 [114]

Juang et al. 2013
[80]

Feng et al. 2012
[155]

Yao et al. 2011
[168]

Shen et al. 2010
[169]
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Cette diversité de résultats s’explique par :

e La difficulté de réaliser des comparaisons entre les stations traitant des effluents urbains et
les essais réalisés a ’échelle laboratoire avec des effluents synthétiques ou réels [2], [113].
e Les techniques analytiques et d’extraction employées. En effet, les méthodes colorimé-
triques de mesure des polysaccharides et protéines sont sujet a controverse. C’est d’ailleurs
la cause principale dans la difficulté de compréhension des mécanismes de colmatage, car
les résultats sont souvent non comparables (Table 1.6). Ainsi, les moyens pour quantifier

et controdler la production de SMP doivent étre uniformisés. [63].

5 Conclusion de lI’état de I’art

Du fait de la nécessité de mettre en place des systemes de traitement avancés pour I'épu-
ration et la possible réutilisation des eaux usées urbaines, les BAM sont une technologie clé
car ils permettent une désinfection poussée des effluents, une réduction de I'emprise au sol
des systémes de traitement et une souplesse de mise en ceuvre. Néanmoins, les phénomenes
de colmatage sont une limite majeure au développement de la technologie BaM, du fait des
cofits élevés associés aux stratégies de limitation ou de correction de ce phénomeéne. Il est
donc nécessaire de comprendre les mécanismes liés au colmatage, ainsi que d’identifier les
composés impliqués [132], [29]. Il sera ainsi possible de controler le colmatage membranaire

et d’optimiser la gestion des BaM [162].

Certains composés de la DOM ont été identifiés comme principaux responsables du col-
matage dans un grand nombre de travaux. Ce sont ainsi des composés principalement issus
de l'activité bactérienne étant donné que les SMP constituent la majeure partie de la DOM
du surnageant de BAM. Comme développé précédemment, les SMP sont le dénominateur
commun entre les différents parameétres de fonctionnement du BaM : intrant, métabolisme
bactérien, parametres opératoires et colmatage membranaire. C’est donc un indicateur parti-
culierement important pour la compréhension des phénomenes de colmatage dans un BaM

et pour leur maitrise (Figure 1.16).

L’établissement d"un lien entre la production de SMP et certains parametres opératoires
pourrait également permettre d’anticiper des épisodes de colmatage ou de les contrdler.
Néanmoins, étant donné la complexité de la DOM, la maitrise complete de ces phénomenes

est difficile. En effet, malgré le grand nombre d’études réalisées sur la thématique, peu de
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Figure I.16 — Schéma descriptif des verrous scientifiques liés & la compréhension et la maitrise des
mécanismes de colmatage

conclusions communes ont été dressées. Ces études ont cependant permis d’identifier les
principaux composés présents dans la DOM et les mécanismes auxquels ils sont majori-
tairement associés. Ainsi, les biopolymeres (protéines et polysaccharides) sont les majeurs
responsables du colmatage, formant un gateau de filtration, tandis que les substances hu-
miques, de nature hydrophobes, s’adsorbent sur la membrane contribuant au colmatage
irréversible. Les interactions entre ces deux types de composés seraient également détermi-
nantes lors de la filtration membranaire. Certaines études ont réussi a mettre en évidence des
corrélations entre les SMP, ou certains de leurs composés, et des parametres liés au colma-
tage membranaire (résistance membranaire, perméabilité, etc) [170], [171], [172]. Toutefois,
elles n’ont pu étre extrapolées a d’autres systemes et ne peuvent pas par conséquent servir
de références. Il est donc nécessaire de faire une investigation sur la DOM propre a chaque

systeme.

Pour cela, il est primordial de développer des méthodes d’identification et de quantifi-
cation rapide de la DOM, qui permettraient un suivi en ligne. A ce jour, les méthodes quan-
titatives sont souvent peu sélectives ou associées a des manutentions inadéquates avec un
suivi en direct (section 3.2). Le manque de techniques analytiques de la DOM pour l’analyse

en directe rend difficile ’anticipation et le contrdle potentiel du colmatage membranaire par
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les opérateurs.

Ainsi, ces travaux se proposent d’étudier 1'intérét du suivi avancé de la DOM pour le
controle des mécanismes de colmatage membranaire au sein des BaM, que ce soit a I’échelle
pilote ou a I’échelle d'une station d’épuration. Pour cela, un suivi de la DOM a été réalisé
en utilisant principalement la 3DEEM. En effet, cette technique a été identifiée comme étant
adaptée a cette problématique, car elle permet I’acquisition rapide des résultats, n’est pas
destructive et ne nécessite pas de préparation complexe des échantillons [100]. Ces criteres
la rendent particulierement intéressante pour le suivi en ligne de la DOM dans les BaM a
’échelle industrielle, dans le cas ot1 une technique simple d’extraction et d’exploitation des

données puisse étre développée.
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1 Outils analytiques classiques des boues de station d’épuration

1.1 Mesure des parametres physico-chimiques

Les parametres conductivité et température ont été mesurés in-situ a 1’aide d"un conduc-
timetre (VWR, LF 330/SET). Le pH a également été mesuré in-situ a I'aide d’un pHmetre

(VWR, pH1000H) étalonné a chaque nouvelle mesure.

1.2 DCO

La DCO (COD en anglais) correspond a la demande chimique en oxygene. Elle repré-
sente la consommation en dioxygene par des oxydants chimiques forts pour oxyder les sub-
stances organiques et minérales de 1’eau. C’est un indicateur global de la pollution dans une
eau usée, qui est utilisé en station d’épuration pour controler la qualité de I’eau en entrée et

en sortie suivant la norme NF T90-101 (Février 2001).

Les mesures ont été réalisées avec des kits HachLange en fonction des concentrations de

travail (DCO LCI 400, 0-1000mg/L O, et DCO LCI 500, 0-150mg/L O,).

Les analyses de DCO peuvent étre sujettes a des interférences liées notamment a la
présence de CI (> 1500mg/L) et de NO;". Par exemple dans les urines, la concentration
moyenne en CI" est de 4000mg/L, ce qui est problématique pour la mesure de la DCO. Il est
donc important de diluer les échantillons avant analyse. Dans le cadre des travaux de these,
les échantillons d’urine ont été dilués 100 fois. En présence d’ions NO;-, il est nécessaire
de corriger la valeur de DCO obtenue en utilisant 1'Eq.IL.1, ot 1,1 (mgO,) est la demande

d’oxygene théorique par mg de N-NO,™ [173].

DCOcorrigée = DCOmesurée — 1,1 X N — NO; (Hl)
Avec :

DCOcorrigee = Valeur de DCO obtenue apres correction des interférences (mgO,/L)
DCOmesurée = Valeur de DCO obtenue expérimentalement (mgO, /L)

N — NOy = Concentration en azote liée aux ions NO, dans 1’échantillon (mg/L)
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1.3 Azote Total (TN : Total Nitrogen)

La mesure de 1'azote total (TN) permet de mesurer la totalité des especes azotées pré-
sentes en solution. En effet, les eaux usées contiennent principalement de 'azote sous la

forme de NH4* issue majoritairement de 1’hydrolyse de 'urée.

Pour la mesure du TN, des kits HachLange (TN LCK 338, 20 — 100mg/L TN) ont été

utilisés.

1.4 COT et COD

Le carbone organique total (COT, TOC en anglais) correspond au carbone particulaire
et dissous que 1’on qualifie respectivement de COP et COD (DOC en anglais). Il a été me-
suré grace a un COTmetre (spectrometre TOC-VCSN Shimadzu). Apres aspiration via un
vial, I’échantillon est acidifié a un pH inférieur a 2, avec de 1’acide chlorhydrique (2mol/L),
pour que le carbone inorganique total soit sous forme de CO;. De 1'O; est ensuite injecté
dans I’échantillon pour éliminer par stripping le CO, formé lors de l’acidification. Ensuite,
I"échantillon est injecté dans un four a 680°C, contenant un catalyseur. Le carbone organique
est alors oxydé et libéré sous forme de CO,. Un gaz vecteur entraine le CO, le long d'un
circuit permettant 1’élimination des halogenes et de 1’eau par refroidissement. En sortie, un
détecteur infrarouge mesure la concentration en CO; résultante qui est convertie, via une

courbe de calibration, en une concentration massique en carbone organique de I’échantillon.

1.5 Absorbance UV,s5 et SUVA,s5,4

Pour caractériser la nature des composés organiques présents en solution, il est possible
de faire une mesure d’absorbance a 254nm (UVjs4). Ceci permet de calculer le SUVAs4
en divisant la valeur de 1'UVys54 par la valeur en COT de l'échantillon. En effet, Weishaar
et al. (2003) [85] ont montré que cette indice était corrélé positivement avec le pourcentage
d’aromaticité de I’échantillon. Ainsi, plus un échantillon a un SUVAjs4 élevé, plus il contient

des molécules de type acides humiques ou protéines aromatiques, et inversement (Table 1.2).

1.6 MES et MVS

Par définition, les MES sont I’ensemble de matieres solides retenues sur un filtre en fibre

de verre selon la norme NF EN 872 (Juin 2005). C’est également un indicateur global utilisé
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en station d’épuration pour contrdler la qualité de I'eau en entrée et en sortie.

Dans cette étude, leur mesure consistait en une filtration d’un volume fixé de boues ac-
tivées (100mL pour La Grande-Motte et 30mL pour le pilote BAM), sur un filtre en fibre de
verre de 1,2pum (Whatman® glass microfiber filters, GF/C) de masse connue. Apres filtra-
tion, les filtres étaient passés a I’étuve a 105°C pour les sécher. Une fois secs, ils étaient pesés
(obtention de m;). L’Eq. I1.2 était ensuite utilisée pour déterminer la concentration en MES

dans I’échantillon.

MES = L~ Mfittre (IL.2)
Véchantilion
Avec:
MES = Concentration en matieres en suspension (g/L)
my = Masse du filtre apres filtration et passage a 1’étuve (g)
Miiltre = Masse du filtre neuf (g)

V échantillon = Volume d’échantillon filtré pour la mesure (L)

Les MVS (Matieres Volatiles en Suspension, MLVSS en anglais) sont mesurées a la suite
de la détermination des MES, en mettant les filtres au four a 550°C pendant 2 heures. La frac-
tion des MVS correspond a la fraction calcinée pendant I'opération, car seules les matieres
minérales restent déposées du filtre apres calcination. L'Eq. I1.3, a été utilisée pour calculer

la concentration en MVS dans un échantillon.

Mys =T (IL3)
Vechantition
Avec :
MVS = concentration en matiéres volatiles en suspension (g/L)
my = Masse du filtre apres filtration et passage a I’étuve (g)
mp = Masse du filtre apres filtration, passage a I'étuve et au four (g)

V échantillon = Volume d’échantillon filtré pour la mesure (L)

Les MVS sont usuellement utilisées comme indicateur de la biomasse active [174].
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1.7 Chromatographie ionique

Les cations (Na?*, NH4*, K*, Mg?* et Ca?*), ainsi que les anions (Cl;, NOy7, NOj3", SO4* et
PO4%), ont été quantifiés par chromatographie ionique. Dans le cas des anions, un systéme
Dionex ICS-1000 connecté a une colonne AS19 (4mm x 250nm) a été utilisé. Pour la sépa-
ration, 1’éluent (KOH) était injecté a une concentration de 10mM pendant 10min, puis un
gradient de concentration était appliqué pendant 20min (de 10mM a 45mM). Par la suite,
la concentration de 1’éluant était a nouveau fixée a 10mM pendant 10min. Pour les cations,
un systeme Dionex ICS-900 combiné a une colonne CS12A a été utilisé. Dans ce cas I’éluent
était de l'acide méthylsulfonique a 20mM. Que ce soit pour la séparation des cations ou des
anions, les colonnes étaient contrdlées thermiquement a 30°C et un détecteur de conducti-

vité DS6 était utilisé pour mesurer la concentration des ions, aprés une calibration préalable.

Pour réaliser des bilans de matiere sur 1’azote, il a été nécessaire de calculer la concentra-
tion en azote lié aux ions NHy4**, en utilisant 1" Eq. I1.4.
M(N) 14

N-NHf=—/. xNH =" xNH =078 x NH; 1.4

Avec:

N — NHy* = Concentration en azote lié aux ions NHs* (mgN/L)
M(N) = masse molaire de 'azote (g/mol)
M(NH4") = Masse molaire de NH4* (g/mol)

NHy* = Concentration en NH4* mesurée par chromatographie ionique (mg/L)

Le méme principe a été appliqué pour calculer I'azote lié aux ions NO;3™ et NO;", ainsi
que pour le phosphore 1ié aux ions PO4*. Le détail est calculs est disponible en annexe

(Annexe A)

Ces indices globaux sont utilisés pour une caractérisation générale des boues. Cependant
si I’on veut s’intéresser plus précisément a la matiere organique, il est nécessaire d’utiliser

des méthodes de caractérisation de la DOM qui seront décrites par la suite (section 5).
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2 Sujets d’études

2.1 La station d’épuration de la Grande-Motte
2.1.1 Caractéristiques

La station d’épuration de La Grande-Motte (LGM), qui consistait en un traitement de
type boues activées conventionnel, a été réhabilitée en BaM en juin 2013. Le but de la ré-
habilitation consistait a assurer une tres bonne qualité de 'eau en rejet pour respecter les
normes de "Zone sensible" du bassin de I'Etang de 1'Or (Agglomération de Montpellier) et
permettre une possible réutilisation des eaux usées traitées pour irriguer le golf & proximité.
Elle présente une capacité maximale de 65 000 équivalents habitants (EH) et a été congue

par Stereau (filiale ingénierie de la SAUR).

2 files de traitement |
biologique identiques f§

g T
ia ==
' oul

Béche des eaux traitées

o
\ L

Figure II.1 — Schéma descriptif de la station d’épuration de la Grande-Motte

Pour respecter les normes de rejet de "Zone sensible", un traitement de 1’azote par nitri-
tication/dénitrification est réalisé grace a des passages successifs dans des zones anaérobie,
anoxie et enfin dans un bassin aéré. Ainsi, les normes de rejets imposées par 1'arrété du 22
juin 2007 (Ministere de 1’écologie, du développement et de 'aménagement durables, 2007),

sont largement respectées (Table II.1).

La station est équipée de membranes planes immergées de type Kubota Submerged
Membrane Unit® (SMU) (KUBOTA, Japan), d'une surface totale de 16 240m? et ayant une
taille de pores moyenne de 0,2pm, permettant une désinfection physique poussée. Les mem-
branes ont été réparties dans quatre bassins membranaires (4060m? par bassin), fonctionnant

tout au long de I'année et nommés R1, R2, R3 et R4, dans le synopsis de la station d’épura-
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Table II.1 — Performances moyennes de la station de La Grande-Motte en 2014 (Source : Stereau,
Notice d’exploitation LGM)

Parameétre Concentration Concentration Norme de rejet Rendement (%)
en entrée (mg/L)  en sortie (mg/L) (mg/L) ’

DBOs 300 1.5 <25 99,5

DCO 778 30.7 <125 96,1

MES 385 3,0 <35 99,2

Azote

Clobal 79,9 49 <10 93,9

N-NH4 60,5 0,7 <3 98,8

Phosphore 10,5 03 <1 97,1

total

tion.

Du fait de sa situation géographique, la STEP de La Grande-Motte présente un fonction-
nement particulier aux villes de tourisme saisonnier. Ainsi, la population est multipliée par
5 en été, ce qui se répercute directement sur le volume d’eaux usées a traiter en station. Le
débit entrant dans la STEP peut varier de 2500 m?/j a 5000 m?/j en moyenne selon la saison.

Ainsi, trois périodes majeures peuvent étre identifiées a LGM :

e Saison basse (LS, Low Season) : de Septembre a Mai
e Saison haute (HS, High Season) : de Mai a Septembre
e Intersaison (TR, TRansitory) : transition entre HS/LS et LS/HS

Pour un meilleur contréle du procédé du fait de la saisonnalité, deux files ont été mises
en place de fagon a controler la montée en débit Iété et limiter I'impact de la faible charge
en hiver (Figure I1.1). Les caractéristiques des bassins et de la station sont décrites dans la

Table I1.2.

Table IL.2 — Volumes associés a chaque bassin

. Volume pour une Volume pour deux
Bassins . .
ligne (m?3) lignes (m3)

Anaérobie 600 1200
Anoxie 1000 2000
Aérobie 2850 5700
Membranes 330 (x4) 330 (x4)

Total 5770 10220

Ainsi, la station d’épuration de La Grande-Motte est un cas d’étude particulierement

intéressant pour l'analyse de l'impact des variations des parametres opératoires (charges
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entrantes, SRT, HRT), mais aussi des variations saisonnieres de température sur la DOM et,

par conséquent, sur le colmatage membranaire.

2.1.2 Campagnes de préléevement et calculs

Le BaM de La Grande-Motte a été suivi pendant 488 jours (Mars 2015 a Juillet 2016).
Seul le réacteur membranaire R4 a été étudié. Pendant cette période plusieurs campagnes

de prélevements ont été réalisées :

e Campagnes de prélevement de la DOM : Deux campagnes majeures ont eu lieu entre
Mai et Juin 2015 (27 Mai 2015 et 09 Juin 2016), avant et apres ouverture de la seconde
ligne, pour procéder au fractionnement de la DOM du surnageant de boues activées. Le
protocole est décrit section I1.5 et les résultats sont présentés dans le Chapitre III.

e Campagnes de suivi régulier : Entre Avril et Juillet 2016, un total de 24 prélevements ont
été effectués. Lors de chaque prélevement, des boues activées et du perméat étaient col-
lectés au niveau du bassin membranaire R4 et de sa sortie. La température était mesurée
in-situ, puis les échantillons étaient placés dans une glaciaire a 4°C. Au laboratoire, 1L
de boues était placé sous aération en perspective des mesures respirométriques pour le
suivi de la biomasse active, tandis que concentrations en MES/MVS étaient déterminées
suivant la procédure décrite section 1.6. Ensuite, les mesures de SUVAj54 et de 3DEEM
étaient réalisées sur le surnageant des boues activées et le perméat. Les échantillons col-
lectés entre Mai et Novembre 2015, ont également fait 1'objet d'une analyse poussée de
la DOM ; quantification des protéines et des polysaccharides et LC-OCD-OND-UVD. Ces
derniéres analyses ont été réalisées par Jacqueline Traber a ’'Eawag (Suisse). Les proto-
coles de suivi de la DOM, de la biomasse active et des analyses statistiques sont décrits

sections 5, 6 et 7. Les résultats seront présentés dans les Chapitres IV et V.

Le suivi du BaM de La Grande-Motte se plagait dans le cadre du projet EnerMod (Agence
de I'Eau, SAUR, Communauté de Communes de I'Etang de 1’Or), ainsi les données de fonc-
tionnement de la station été libres d’acces. Lors des campagnes réguliéres plusieurs para-

metres étaient relevés :

o Débits d’entrée et de sortie journaliers
e Débit d’extraction des boues journalier
e Evolution de la perméabilité membranaire a 20°C du bassin membranaire R4

e Résultats du suivi d’autosurveillance mensuels
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Grace a ces résultats il été possible de calculer les parametres opératoires du BaM (Table

1L.3).
Table IL.3 — Calculs des parameétres opératoires suivis a La Grande-Motte
Parametre Equation Variables
. Vi Vp = Volume total des bassins (m3), Q=
SRT () Qu (IL5) débit d’extraction des boues (m3/j)
HRT (j) g (IL.6) Q) = débit de perméat (m3/j)
P

. . SN Sn = concentration NH4* en entrée
Fluxmassique en azote (kgN/j) Qi 1L7) (kgN/m?), Qi = débit d’entrée (m3/j)

. . Spco Spco = concentration DCO en entrée
Flux massique en DCO (kgDCO/j) 0 (IL8) (keDCO/m?)
Charge volumique en DCO Spco X Q; 19 )
(kgDCO/m/) T (1)
F/M (kgDCO/kgMVS/j) M (I1.10) MVS = concentration en MVS (kg/m?)

Vy, x MV S

1 L,(20°C) = perméabilité membranaire a
Résistance membranaire (1/m) - O (IL.11) 20°C (m3/m?/s/Pa), n = viscosité
p(20°C) x Ly(20°C) dynamique de I'eau a 20°C (Pa.s)

2.2 Pilote BaAM pour le traitement des urines

2.2.1 Caractéristiques

Dans le but de comprendre I’origine et le devenir de la matiére organique dissoute au sein
d’un procédé de traitement des eaux par BaM, un pilote de laboratoire a été mis en ceuvre
dans le cadre du traitement d"un effluent de toilettes de TGV contenant principalement des
urines (projet FUI CARBIOSEP, BFG Environnement, Université de Strasbourg, SNCF). Les

résultats seront décrits dans le Chapitre VI.

La mise en place d’une étude a I’échelle laboratoire peut parfois étre controversée étant

donnée la complexité des matrices réelles, ainsi que les différences notoires observées entre
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les études a 1’échelle pilote et a 1’échelle réelle [2]. Cependant, il est extrémement difficile
dans un contexte tel que celui de la STEP de La Grande-Motte, d’identifier la matiere orga-
nique provenant de l'intrant et celle produite par les bactéries, malgré la mise en place de
mesures sur l'effluent d’entrée et le surnageant des bassins. De plus, dans le cadre de l’étude,
le pilote devait s’apparenter a un BaM inclus dans un systeme embarqué de toilettes, limi-
tant ainsi les différences d’échelles entre le cas d’étude et le cas réel. Ainsi, la mise en place
du BaM a l'échelle pilote devait respecter un cahier des charges fixé pour le projet, c’est a
dire un HRT de 39,09h et une dilution finale de I'urine de 3, correspondant a la dilution de

la chasse dans le projet.

Dans ce contexte, l'utilisation d"un BaM a 1l’échelle pilote est un atout pour initier une

prospection sur l'origine et le devenir de la DOM et des variations de la nature de ses com-

posés.
Régulation pH
e . o [><}— Fau
~.. 0 oo
o o)
Module membranaire N
| NaOH
A ou HCl
0 o0 o
0 0%° O
A Perméat
Réservoir  Pompe
p Air Pompe

Urine

Figure II.2 — Schéma descriptif du BaM a 'échelle pilote mis en place pour traiter 'urine

Le BaM a l’échelle pilote consistait en un réacteur biologique aéré de 4L équipé d"un mo-
dule membranaire en polyfluorure de vinylidene (PVDEF, PolyVinyliDene Fluoride, mem-
branes planes) (A3 Company, USA), d'une surface de 0,258m? et ayant un seuil de coupure
de 0,14pm (Figure 11.2). Le HRT était donc fixé a 39,09 heures et les boues n’ont pas été
extraites pendant toute la campagne, mis a part pour les analyses (30mL par semaine, soit
un SRT de 941j). Ainsi, les boues activées ont été alimentées pendant 4 mois (120 jours) par
de l'urine réelle collectée quotidiennement dans les toilettes « hommes » de 1'université de

Montpellier (Figure I1.3), dont les caractéristiques principales sont décrites dans la Table I1.4.
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Table I1.4 — Résultats de la caractérisation des urines réelles collectées au cours de la mise en ceuvre
du pilote (valeurs moyennes et écart-types, n=74).

Azote total
(mgTN/L)

79+0.6 174 +£5.0 7003 + 2062 6682 + 1488 1.0+03

pH conductivité (mS/cm) DCO (mgO,/L) ratio C/N

Figure IL.3 — Photo de 'urinoire de collecte des urines réelles

Seule la nitrification a été réalisée du fait du faible C/N, rendant impossible, en terme de
steochimétrie, la dénitrification totale initialement prévue [156]. En effet, la dénitrification
nécessite du carbone organique qui est entierement consommeé par la biomasse hétérotrophe

du fait de sa limitation dans le BaM (faible C/N).

Les réactions liées a la nitrification sont schématisées dans la Figure I1.4 et décrites par

les Eq. I1.12 et I1.13.

Nitrification
\
[ J P—
Nitritation Nitritation
* Urée —> NH,* ———> NO; ———> NO;
Urike pka=9,25 I i_@_} PKa=3,35I ':," “....:
NHs(aq) AOB HNO, NOB

Figure I1.4 — Schéma descriptif des réactions liées au processus de nitrification de 1'urine avec AOB
(Ammonium Oxydizing Bacteria) et NOB (Nitrite Oxidizing Bacteria) les bactéries responsables de
la nitritation et nitratation respectivement
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Nitritation : NH} + 1,50, — 2H' + NO; + H20 (I1.12)

Nitratation : NOy + 0,50, — NOg (I1.13)

La nitrification est donc une réaction aérobie. Pour réaliser une nitrification totale il est
nécessaire que 1’aération ne soit pas un parametre limitant, ce qui n’était pas le cas lors de

cette étude avec une concentration en dioxygene dissous autour de 6 mgO, /L.

Les boues activées utilisées pour 1'inoculation, ont été récoltées a la STEP de Saint-Clément
de Riviéeres (8000 EH), consistant en un traitement boues activées classiques avec nitri-
tication/dénitrification. Les charges moyennes de la STEP en azote et carbone étant de
0,09kgN /m3/j et de 0,45kgDCO/m?/j, respectivement, il a été nécessaire d’acclimater pro-
gressivement les bactéries a un effluent ne contenant que des urines (faible C/N, forte
conductivité). Ainsi, la charge fut progressivement montée de 0,2kgN/m3/j a 1,2kgN/m?/j,
en assurant une dilution avec de 1’eau du robinet (taux de dilution de 16,4 a 3), par un sys-

teme de chasse d’eau pour compléter le débit fixé par la pompe d’alimentation.

Les taux de dilution de I'urine en entrée étaient fixés a partir du débit de la pompe d’ali-
mentation du BaM et du taux de nitrification dans le réacteur. Ainsi, lorsque le taux de
nitrification était stabilisé au bout de 3 jours (temps fixé pour assurer le mélange du sys-
teme du fait du HRT de 39h), le débit de la pompe d’alimentation était augmenté de facon
a augmenter la charge en azote de 25% par rapport a la charge précédente. Le débit de la
chasse d’eau étant asservi au débit de la pompe d’alimentation, celui-ci était diminué par

conséquent, ainsi que le taux de dilution.

Il est important de noter qu’au début de I’acclimation du BaM, la dilution se faisait seule-
ment par l'apport d’eau du robinet dans le réacteur par la chasse d’eau. Toutefois, des pro-
blemes de précipitation de I'urine dans les tuyaux ont été noté. Pour limiter la précipitation,
I'urine contenue dans le bac d’alimentation était systématiquement diluée par deux avec
de 1’eau du robinet [175], permettant par la méme occasion d’augmenter la vitesse dans
les tuyaux de la pompe d’alimentation. Ainsi, le calcul de la dilution appliquée prenait en

compte la dilution dans la cuve d’alimentation et celle de la chasse d’eau.
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Pour assurer une bonne nitrification il a été nécessaire de controler le pH. En effet, lorsque
la nitrification n’est pas complete (en début d’acclimatation), I’apport d'urine augmente le
pH et favorise la présence de NH; (NH4*/NH3, pKa = 9,25) qui est un inhibiteur des bac-
téries consommant le NHs* (AOB, Ammonium Oxidizing Bacteria) [176]. Lorsque la nitrifi-
cation est complete, 1’étape de nitratation (Eq. 11.13) entraine quant a elle la diminution du
pH. Un pH trop bas peut favoriser la présence de HNO, (HNO,/NO;", pKa = 3,35) qui sont
des inhibiteurs de la biomasse nitrifiante pouvant également entrainer la mort des bacté-
ries a trop forte concentration [177]. Pour limiter ces aspects liés aux variations de pH, un
controleur de pH a permis de maintenir le pH dans le réacteur a une valeur de 6,5 par 1’ajout
d’acide (HCI, 1mol/L), quand la nitrification n’était pas compléte, puis par 1’ajout de base

(NaOH, 1mol/L) une fois la nitrification stabilisée.

2.2.2 Prélévements et mesures

Au cours de la mise en ceuvre du pilote plusieurs parameétres ont été suivis, dont les

fréquences d’analyses dépendaient de chacun d’entre eux :

e Analyses quotidiennes : DCO, pH, conductivité de 1'urine pure et du perméat (section 1),
tandis que le TN était mesuré seulement sur 1'urine pour calculer la charge d’azote en
entrée.

e Analyses tous les deux jours : chromatographie ionique des espéces décrites dans la sec-
tion 1.7 dans "urine et le perméat.

¢ Analyses hebdomadaires : MES, MVS et 3DEEM (urine, surnageant de boues et perméat),
soit un prélevement de 30mL de boues activées pour limiter I’extraction de boues (sections
1et5.2).

e Echantillons prélevés aux jours 6, 13, 20, 24, 40 et 66 de fonctionnement : analyses par
LC-OCD-OND-UVD de l'urine, du surnageant de boues et de perméat par Tony Merle a

I’Eawag (Suisse), en suivant la procédure décrite section 5.3.

3 Fractionnement de la DOM

Pour comprendre I'implication de la DOM dans les mécanismes de colmatage, un frac-
tionnement a été réalisé par taille et par hydrophobicité. En effet, ce sont les deux parametres
influencant le plus la filtration de la DOM. Les molécules de grande taille ne passent pas a

travers les pores, tandis que les plus petites selon leur caractere d’hydrophobicité peuvent
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s’adsorber sur la membrane pour en modifier les propriétés de surface. Le protocole sélec-
tionné était celui de Aiken ef al. (1992) amélioré par Zheng et al. (2014) [53]. I est composé

de quatre étapes distinctes décrites dans la suite de cette partie (Figure IL5).

1 jour Prétraitement

7

DOM hydrophobe || DOM transphilique
(HPO) (TPD

Filtrations 50pum et 2um
| Adoucissement par résines échangeuses d’ions ;
: (Na+) : .
ljour i Concentration
E Osmose inverse (1L) ;
o Dialysat Y Retentat[———————] i
: —_— Dialyse ——>| Colloides (C) |
5 DOM ;
(A NXAD-S ( )—(XAD-‘I( }—) hydrophile ! .
: H Elution J !
5jOUrs ! A csonitrile/EaT (HPI) | Fractionnement

5 i Evaporation sous vide de Facétonitrile i
jours | ; Py
| l l v : Purification

i Congélation et lyophilisation des fractions de la MOD E

Figure II.5 — Protocole de fractionnement de la Matiere Organique Dissoute du surnageant de BaM

3.1 Prélévements et filtration

Deux campagnes de prélévements de boues activées ont été réalisées dans le bassin mem-
branaire R4 de la station d’épuration de La Grande-Motte, avant et apres ouverture de la
seconde ligne début Juin 2015 (27 Mai 2015 et 09 Juin 2016), comme décrit dans la section
2.1.2).

Pour collecter une quantité assez importante de DOM sous forme solide, il a été néces-
saire de prélever un volume important de boues activées. En effet, si la concentration en
COD du surnageant est d’environ 8mgC/L, il faut compter environ 125L de surnageant
pour obtenir 1g de DOM, toutes fractions confondues, sans compter les pertes. Ainsi, lors
des deux campagnes un volume de 250L de boues activées a été prélevé pour collecter quan-
titativement la DOM et pour que le temps de filtration soit raisonnable. Les boues étant tres
chargées en MES (entre 9 et 13g/L), plusieurs filtrations ont été requises. La premiére consis-

tait en une filtration sur poches filtrantes (SOFISE, France), ayant un seuil de 50um, afin de
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retenir une majeure partie des MES (Figure I1.6). Cette étape a nécessité 'utilisation de plu-
sieurs poches filtrantes, elles-mémes lavées plusieurs fois car chacune d’entre elle avait une

capacité de filtration d’environ 15L de boues activées, avant de nécessiter un lavage a 1’eau.

Figure I1.6 — Filtration des boues activées du BaM de La Grande-Motte

Ensuite, I’échantillon filtré a 50pm fut passé sur des poches de filtration (SOFISE, France)
ayant un seuil de coupure de 2pm pour obtenir la matiere organique dissoute du surnageant

des boues activées de BaM.

3.2 Concentration des échantillons

Avant de réaliser le fractionnement de la DOM, une concentration de 1’échantillon de
surnageant collecté fut requise pour diminuer le volume de 1’échantillon et par conséquent
faciliter le fractionnement et diminuer le temps d’extraction. Cette étape a été réalisée par
osmose inverse en boucle fermée, en utilisant un module membranaire en polyamide Film-
tec TW30 (Dow, USA) qui a été identifié comme étant moins sensible a 1’adsorption de la
DOM [178]. Toutefois, la présence des cations Mg?* et Ca?* engendre des phénomenes de
colmatage par précipitation durant 1’'osmose inverse (scaling) (Figure I1.7) [148]. De plus, les
cations divalents, en particulier les ions Ca?*, peuvent entrainer la formation de complexes
organiques-inorganiques lors du fractionnement, amplifiés par 1'étape de concentration,
modifiant par conséquent la comportement et les propriétés de la DOM [16]. Ainsi, I’étape
d’osmose inverse a nécessité un adoucissement préalable par résine échangeuse d’ions (Na*)

pour s’affranchir des cations Mg?* et Ca?* pour la suite du fractionnement.
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\

Figure I1.7 — Concentration de I’échantillon par (a) adoucissement par résine échangeuse d’ions,
puis (b) montage d’osmose inverse

Les échantillons ont été concentrés jusqu’a un volume final de 2,5L par osmose inverse
(Figure I1.7). Pour s’assurer du bon fonctionnement du montage et qu’il n’y ait pas de fuite

de DOM, le COT du perméat était controlé réguliérement.

Le prélevement, les étapes de filtration et de concentration ont été faites directement sur

site, tandis que le fractionnement a été réalisé a 'lC2MP de Poitiers.

3.3 Fractionnement par dialyse et résines XAD
3.3.1 Dialyse

Le surnageant concentré collecté a été dialysé en utilisant des sacs de dialyse ayant un
seuil de coupure de 3.5kDa (Spectra/Por6 Dialysis Membrane) et placés dans une solution
de HCI (0.01mol/L, pH=2) pour permettre la dissolution des acides fulviques et le transfert

par gradient osmotique d’apres la loi de Fick (Figure I1.8) [179], [53].

Le bain de HCl a été renouvelé au bout de 12h, et ce plusieurs fois, jusqu’a ce que 1’ab-
sorbance a 254nm de la solution de HCl soit la méme en début et fin de dialyse pour un
méme bain. Ensuite, les sacs ont été plongés dans un bain de HF a 0,2mol/L pour dissoudre
les colloides inorganiques de silice présents dans le rétentat de dialyse. Dans ce cas, il ne
faut pas utiliser des béchers en verre. Ce composé étant extrémement toxique, il ne peut étre
manipulé que dans des salles de manipulation adaptés a son utilisation. En fin de dialyse,
le rétentat correspond a la fraction colloidale de la DOM, appelée fraction C dans le reste du

document, et le dialysat contient les fractions solubles de la DOM.
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Figure IL.8 — Dialyse du concentrat de surnageant de boues activées de BaM (a) avant et (b) apres

3.3.2 Résines XAD

Les résines XAD-8 et XAD-4 ont été placées en tandem pour réaliser le fractionnement
de la DOM récoltée dans le dialysat (environ 30L récoltés). Ainsi, la résine XAD-8 permet de
retenir la fraction hydrophobe (HPO) et la résine XAD-4 la fraction transphilique (TPI). La
fraction récupérée en sortie correspond a la fraction hydrophile (HPI) qui n’est retenue par
aucune des deux résines (Figure I1.5). Avant fractionnement, les résines ont été rincées par
passages successifs de HCl et NaOH a 0.1mol/L, jusqu’a ce que la concentration en COT en
sortie soit inférieure a 0,5mgC/L, lors du passage d’eau MilliQ® sur les résines en tandem.
Ensuite, le dialysat extrait lors de la dialyse a été passé sur les résines en tandem a un débit
calculé par I'Eq. I1.14). Ce débit correspond au volume minimum permettant 1’adsorption
des composés de la DOM.

2 -
X ‘/;’GS’LTL(:‘S (II,14)

Débit,ssines =
trésines

Avec :

Débit,ssines = Débit d’alimentation des résines (L/h)
V résines = Volume du lit de résines (L)

trésines = Temps de passage sur la résine fixé a 1 h pour le calcul (h)

Une fois la totalité du volume de dialysat (environ 25L) passée sur les résines, les frac-
tions adsorbées ont été récoltées en passant au méme débit 500mL d'un mélange Acétoni-
trile/Eau (ratio volumique 75%/25% respectivement). Cette étape a été réalisée sur les deux

résines séparément et permet de désorber les fractions HPO et TPI de la DOM hydrophile.
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La fraction HPI récoltée en sortie étant concentrée en sels qui ont tendance a co-précipiter
avec la DOM [148], il faudrait procéder a une distillation zéotrophique pour la purifier. Cette
étape étant complexe, la fraction HPI n’a pas été collectée lors de cette étude. Toutefois, une
partie de la fraction HPI a tout de méme été collectée lors de la dialyse réalisée au préalable.
Ceci a permis d’isoler les molécules hydrophiles de taille supérieure a 3,5kDa, qui sont des

composés d’intérét pour I'étude du colmatage.

3.4 Purification des fractions

Les fractions HPO et TPI récoltées ont été évaporées sous vide a 'aide d’un RotaVap®
pour distiller le solvant d’extraction (acétonitrile). Ensuite, les trois fractions collectées (C,
HPO et TPI) ont été lyophilisées pour les obtenir sous forme solide et permettre leur sto-
ckage. Etant donné que deux campagnes de collecte de DOM avaient été réalisées, chacune

des fractions a été obtenue en duplicat.

3.5 Préparation des solutions de fractions simples et mélangées

Apres le fractionnement réalisé a 'IC2MP de Poitiers, les tests de filtrations ont été réali-
sés a I'Institut Européen des Membranes (IEM). Les fractions lyophilisées ont été pesées et
dissoutes dans de I'eau MilliQ®, tamponée avec du NaHCO3 a Immol /L, pour préparer une
solution mere a 40mgC/L [65]. L'utilisation de la solution NaHCO3 a Immol/L permettait
d’étudier les fractions de DOM dans une matrice ionique, car leur comportement aurait été
différent dans de I'eau MilliQ pure. De plus, le mélange des fractions de DOM avec seule-
ment deux espeéces ioniques permettait de s’affranchir d’éventuels effets de complexation
organique-inorganique liés a la présence de Ca?* par exemple. En effet, ceci aurait pu mo-
difier les résultats des tests de filtration et par conséquent les conclusions sur 'effet de la
DOM sur la membrane [65].

Les solutions préparées ont ensuite été mises sous agitation pendant 16h a température

ambiante avant utilisation, pour s’assurer de leur dissolution totale [53]. Pour les filtrations,
les solutions meéres ont été diluées dans une solution tamponée (NaHCO3; a Immol/L) pour
obtenir des fractions Colloides, Hydrophobes et Transphiliques, seules en solution, a une
concentration de 1mgC/L. Des mélanges ont également été réalisés, suivant les concentra-
tions décrites Table IL.5, pour étudier les interactions existant entre les différentes fractions

lors de la filtration [53].
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Table I1.5 — Ratios et concentrations utilisés pour la préparation des mélanges de fractions

Fractions Rafioimélange Concentration C Concentration Concentration
(mgC/L) HPO (mgC/L) TPI (mgC/L)

C - 1,0 - -

HPO - - 1,0 -

TPI - - - 1,0

C+HPO 05/1 0,3 0,7 -

C+TPI 05/1 0.3 - 0,7

HPO+TPI 1/1 - 0,5 0,5

C+HPO+TPI 1/2/2 0,3 0,35 0,35

4 Tests de filtration

Les fractions isolées et préparées en utilisant le protocole décrit ci-dessus, ont été utilisées
pour réaliser des tests de filtration de fagon a comprendre leur role dans les mécanismes de

colmatage.

41 Montage expérimental

Les tests de filtration ont été effectués dans une cellule Amicon® (Millipore, France) d"une
capacité de 50mL et ayant une surface membranaire de 13.85cm?. La cellule était reliée a un
réservoir, pour pouvoir filtrer de plus grands volumes d’échantillon, et pressurisée via le

réseau d’air comprimé. Le montage est décrit Figure I1.9.

Manometre I Cellule Amicon

| Réservoir

‘#

"

& Y
~_ - v
7 F: — i

Figure I1.9 — Montage expérimental pour les filtrations de fractions de DOM

4.2 Membranes de filtration

Des membranes de microfiltration ont été sélectionnées pour les tests d’apres des criteres

se rapprochant de la littérature, mais aussi des membranes du BaM de la Grande-Motte.

72



CHAPITRE II. MATERIEL ET METHODES

Ainsi, des membranes PVDF ayant un seuil de coupure de 0,1um (Orélis, France) ont été

utilisées pour I'étude [169], [126].

4.3 Protocole de filtration
4.3.1 Préparation des membranes et mesure de perméabilité

Une membrane neuve fut découpée et utilisée pour chaque test de filtration. La mem-
brane était hydratée préalablement dans de I'eau distillée réguliérement renouvelée pen-
dant 24h. Puis, celles-ci étaient conditionnées en filtrant un volume de 500mL a lbar de
facon a rincer les éventuels conservateurs et produits de manufacture qui pourraient géner

la mesure du COT.

La perméabilité de chaque membrane a été déterminée par une mesure de flux (J) par
paliers successifs de pression (0,2, 0,5, 0,7 et 1bar) pendant la durée nécessaire a la stabili-
sation du flux. La pente de la courbe J=f(AP) correspond a la perméabilité de la membrane
en m?/m?/s/Pa. Ainsi, les membranes dont la perméabilité présentait un écart de plus de
30% avec la perméabilité moyenne 20°C (818 + 223 L/h/m?/bar) n’ont pas été utilisées pour

cette étude.

4.3.2 Etude du colmatage des fractions

Apres détermination de la perméabilité des membranes, celles-ci ont été utilisées pour la
filtration des fractions ou mélanges de fractions de DOM, grace au montage expérimental
décrit section 4.1. Un protocole en cinq étapes a été mis en place pour étudier le colmatage

des fractions comme décrit dans la Figure I1.10.

e Filtration 1: Filtration de 280mL de fraction de DOM a 1mgC/L a une pression de 0,5bar.

— Lavage par relaxation : Apres la filtration de la fraction de DOM, le réservoir et la cellule
Amicon® ont été vidés et rincés pour procéder a la premiere étape de lavage. Pour cela,
15mL de solution tampon ont été introduits dans la cellule Amicon®. Puis, le lavage a été
réalisé par agitation pendant 10min a 100rpm pour mimer 1'étape de relaxation utilisée
dans les cycles de filtration de BaM.

e Filtration 2 : Filtration de 40mL de tampon a 0,5bar pour calculer la récupération de flux
liée au lavage par relaxation.

e Lavage par rétrolavage : La membrane fut retournée dans la cellule de filtration pour pro-
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Colmatage Colmatage Colmatage
Chute de flux ; a3 . a3 =D 8
. réversible réversible irréversible
l 1 1 1 L
— | | | |
Filtration 1 Relaxation Filtration apres Rétrolavage Filtration apres
r(—.‘laxation rétrolavage
Solution initiale Solution de relaxation I I
Récupération | Récupération
‘ I ‘ de flux de flux
Membrane
: Agitateur v retournée
! 3%

v

280mL | s — SLrw]Ut]()n de
< Perméat rétrolavage

Figure I1.10 — Protocole expérimental développé pour étudier les phénomenes de colmatage des
fractions de DOM, ainsi que leur réversibilité et irréversibilité

céder a une filtration de 30mL de tampon a 0,5bar, mimant 1’étape de rétrolavage utilisée
dans les cycles de filtration des BaM.
e Filtration 3 : Filtration de 30mL de tampon a 0,5bar pour calculer la récupération de flux

suite aux deux étapes de lavage.

Chaque fraction, récoltée en duplicat (section 2.1.2), a été filtrée en duplicat. La méme
chose a été faite pour les mélanges de fractions. Au total, quatre essais ont été réalisés pour

les colloides, les HPO et les TPI, respectivement, et leurs mélanges.

Lors de la mise en ceuvre de ce protocole, les solutions d’alimentation, perméats et solu-

tions de lavages ont été récoltées pour réaliser des analyses de 3SDEEM, LC-OCD et COT.

4.4 Exploitation des données de filtration

La filtration d'un solvant a travers d'une membrane a une température donnée est décrite
par la loi de Darcy (Eq. I1.15).
(IL.15)

Avec :
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J(T') = Flux de perméat a température ambiante (m?/m?/s)
AP = Pression transmembranaire (Pa)

u(T') = Viscosité de I’eau a température ambiante (Pa.s)

Ry = Résistance de la membrane (1/m)

T = Température (°C)

Ainsi, lors de la filtration a pression constante d’une solution contenant des especes aux
propriétés colmatantes, le flux membranaire diminue au cours du temps du fait de 1’aug-
mentation de la résistance membranaire. La viscosité étant un parametre influencant le cal-
cul du débit, ce dernier a été normalisé par la viscosité a 20°C pour toutes les manipulations

suivant I’équation I1.16, pour permettre la comparaison de toutes les manipulations.

J(T) x pu(T)
J(20°C) = —F——— II.16
Avec:
J(20°C) = Flux de perméat a 20°C (m3/m?/s)
1(20°C") = Viscosité de I’eau a 20°C (Pa.s)
La viscosité a la température T est calculée suivant 1’équation 11.17.
(20 - T(1)

20°C) = 1,002 3,056 X ————"= 11.17
1(20°C) = 1,002 x expl3, 056 x (T(t)+105] (I117)

De fagon a comparer plus facilement les résultats entre eux, les chutes de flux ont été

représentées sous la forme :

J
7= F(Vspéci fiquepiire) (IL.18)
0
Avec:
J = Flux de perméat a un volume spécifique donné (m?/m?/s)
Jo = Flux de perméat initial (m3/m?/s)

V spéci fiquegre = Volume filtré spécifique (m?/m?)

Lors de la Filtration 1, I'impact de chaque fraction ou des mélanges, sur 1’étape de sépa-

ration membranaire, a été estimé en calculant la chute de flux en utilisant I'Eq. II.19.

Réduction de flux (%) = (1 — Ji) x 100 (I.19)
0
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Pour estimer l'efficacité des étapes de lavages mécaniques, relaxation et rétrolavage, la
récupération de flux a été calculée entre deux filtrations avant (n) et apres lavage (n+1), en

utilisant I'Eq. I1.20.

Récupération de flux (%) = [(JJU)n_H - (JJO)”‘H)] x 100 (I1.20)

(J/Jo)n+1 = Flux normalisé a 200L/m? calculé pour la filtration apres lavage

(J/Jo)n = Flux normalisé a 200L/m? calculé pour la filtration avant lavage

La chute de flux au cours du temps s’explique par une augmentation de la résistance au
transfert, pouvant étre liée a des phénomenes de blocage de pores et/ou la formation d"un
dépot a la surface de la membrane. Pour estimer I’additivité, le synergisme ou ’antagonisme
des mécanismes de colmatage lors de la filtration des mélanges de fractions, le modele des
résistances en séries (RIS, Resistance In Series model) a été appliqué. Pour cela, la résistance
spécifique o (m/kg) a été calculée a partir de la pente de la droite d’équation t/V en fonction

de V (Eq. I1.21 et Figure II.11).

3.5E7 -
3.0E7 -
2.5E7 -

2.0E7 ~

—=—t/V

1.5E7 4

t/V (s/m3)

| Portion linéaire
1.0E7 -

5.0E6- "

0.0 +=— T d T d T v T v T d T d 1
0.0 5.0E-5 1.0E-4 1.5E-4 2.0E-4 2.5E-4 3.0E-4 3.5E-4

V (m’)

Figure I1.11 - Exemple de courbe ratio temps/volume en fonction du volume filtré pour le calcul
de la résistance spécifique, obtenue pour la filtration de la fraction Colloides

w( C)xaxSXV+ﬂ(2O C)Rn,

WY = AP < A2 AP x A

(I1.21)

Avec :
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1(20°C") = Viscosité de 'eau a 20°C (Pa.s)

a = Résistance specifique (m/kg)

S = Concentration de l'espece filtrée (kg/m?3)
AP = Pression transmembranaire (Pa)

A = Surface de la membrane (m?

R = Résistance de la membrane (1/m)

La valeur du « est un outil permettant de comparer les filtrations faites avec les fractions
simples et celles faites avec les mélanges de fractions, en calculant la résistance de colmatage
obtenue expérimentalement R¢ en utilisant I'Eq. I1.22

axSxV

Rp= =" (I1.22)

Avec :
R¢ = Résistance de colmatage calculée avec la résistance spécifique (1/m)
a = Résistance spécifique (m/kg)
S = Concentration de la fraction (kg/m3
V= Volume filtré (m3)

A = Surface de la membrane (m?)

A partir de cette expression de la résistance membranaire, il est possible d’introduire
les proportions de chacune des fractions dans le calcul de la résistance lors de la filtration
des mélanges. Pour le mélange de deux fractions (fraction 1 et fraction 2), la résistance de
colmatage théorique attendue a été calculée grace au modele des résistances en séries (Eq.

11.23) :

Rpris = [Ozl X 81+ ag X 5'2] X (11.23)

| <

Avec:
RRris = Résistance du modele des resistances en series (RIS) (1/m)
a = Résistance spécifique (m/kg)
S = Concentration de la fraction (kg/m?

1,2 = Indices correspondant aux fractions 1 et 2 mélangées

Ensuite, la Rris est comparée a la R¢ obtenue expérimentalement pour le mélange étudié.

Trois cas peuvent étre observés :
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e Rpis = R¢: effet additif sur le colmatage
e Rpis > R¢: effet antagoniste sur le colamatage

e Rpis < R¢: effet synergique sur le colamatage

4.5 Bilan de matiére

Un bilan de matiére a également été réalisé a partir de la mesure des concentrations en
COT dans les solutions d’alimentation, le perméat, ainsi que dans les solutions de relaxation
et de rétrolavage. Les masses de carbones correspondant a chacune d’entre elles ont été

calculées en utilisant 1'Eq. 11.24.

Mesotution = COT X Vs (I1.24)

Avec :

Mgolution = Masse de carbone dans la solution (mgC)
COT = Concentration en COT mesurée dans la solution (mgC/L)

Vs = Volume de la solution (L)

Apres les deux étapes de lavage, la masse de carbone résiduel sur la membrane, appelé

carbone irréversible, a été estimée en utilisant 1'Eq. 11.25.

Mirreversible = Minitial — Mpermeate — Mrelazed — Mbacwashed (1125)

Avec:

Mirreversible = Masse de carbone irréversible déposée sur la membrane (mgC)

Minitial = Masse de carbone de la solution filtrée (mgC)
Mpermeate = Masse de carbone dans le perméat de filtration (mgC)
Mrelaxed = Masse de carbone dans la solution de relaxation (mgC)

Mpacwashed = Masse de carbone dans la solution de rétrolavage (mgC)

5 Meéthodes de caractérisation de la DOM

5.1 Méthodes colorimétriques

Les SMP sont souvent définis comme étant la somme des protéines et polysaccharides

présents en solution. Ainsi, au cours de cette étude, leurs concentrations ont été mesurées
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par des méthodes colorimétriques.

5.1.1 Détermination de la concentration en protéines

Pour s’affranchir des interférences liées a la présence de substances humiques, les concen-
trations en protéines ont été mesurées avec la méthode de Lowry modifiée [25]. Cette der-
niére consiste en une complexation en milieu alcalin entre les liaisons peptidiques et le
sulfate de cuivre CuSOy. Ce complexe réduit ensuite les acides phosphomolybdiques et
phosphtunstiques, contenus dans le réactif Phénol-Folin-Ciocalteau, en un second complexe
de couleur bleue dont I’absorbance a 750nm est mesurée a 1’aide d’un spectrophotometre.
En parallele, la méme mesure est effectuée sans CuSOj,. Dans ce cas, ce ne sont que les acides

humiques et les acides aminés chromogenes qui répondent au signal.

La premiére étape du protocole consiste en la réalisation de deux gammes étalon de BSA
de 0 a 100mg/L, I'une avec du CuSOy et I'autre sans CuSOy, dont les mesures sont réalisées

en triplicat.

Les solutions étalons ont été préparées suivant les concentrations décrites dans la Table

I1.6.
Table I1.6 — Préparation des solutions étalons de BSA
Concentration (mg/L) 0 20 40 60 80 100
Volume ED (mL) 1 0.8 0.6 0.4 0.2 0
Volume BSA (100mg/L) 0 0.2 0.4 0.6 0.8 1

Ensuite, les solutions de réactifs a préparer pour faire les gammes étalons et le dosage

des échantillons sont les suivantes :

(A) CuSOy4, 5H,0 (1% m/v), soit 1g dans 100mL

(B) Tartrate de sodium (C4H4O¢Nay) (2% m/v), soit 2g dans 100mL
(C) NaOH (0,2mol/L), soit 2g dans 250mL

(D) Carbonate de sodium (Na;CO3) (4% m/v), soit 4g dans 100mL
(E) Réactif de Folin (2N) (F) 49 mL(D)+49mL(C)+1mL(A)+1mL(B)
(G) (E)/2

(H) 49 mL(D)+49mL(C)+1mL d’eau MilliQ+1mL(B)

Une fois les solutions, préparées il est possible de passer aux étapes de réaction et de
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mesures en suivant la procédure Table IL.7, a réaliser en triplicat pour chaque échantillon

(gamme étalon, puis échantillon & mesurer).

Table I1.7 — Protocole expérimental de la méthode de Lowry modifiée

En présence de CuSOy4 En absence de CuSOy4
5mL de (F) 5mL de (H)

+ ImL d’échantillon

Homogénéisation + Repos pendant 10 minutes a température
ambiante

+ 0,5mL de (G)

Homogéneisation + repos 15min a I’obscurité

Homogéneisation + repos 15min a 1’obscurité

Lecture a 750nm contre un blanc

Ensuite, a partir de résultats d’absorbance, il est possible de déterminer la concentration

en protéines en utilisant les équations suivantes :

Abs(protéines) = 1,25[Abs(avecCuSOy) — Abs(sansCuSO4)] (IL.26)

Avec, Abs(protéines) I’absorbance des protéines seules dans I’échantillon, Abs(avec CuSOy)
I’absorbance mesurée dans le test avec ajout de CuSOy et Abs(sans CuSOy) I’absorbance me-

surée dans le test sans ajout de CuSOy.

5.1.2 Détermination de la concentration en polysaccharides

Lors de cette étude, les polysaccharides ont été quantifiés en utilisant la méthode de Du-
bois [26]. Cette méthode permet de quantifier les sucres totaux réducteurs (fonctions car-
bonyles C=0) en procédant a une hydrolyse acide préalable. Ainsi, les sucres forment des
composés du type furfural et hydroxy-methyl-furfural qui sont des condensés du phénol,
pour former un complexe de couleur orange. Il est ensuite possible de mesurer I’absorbance
de I'échantillon a 490nm, a l'aide d"un spectrophotometre. L'intensité de la coloration est

proportionnelle a la concentration en glucose de la gamme étalon.

La premiere étape du protocole consiste en la réalisation d'une gamme étalon de D-
glucose allant de 0 a 150mg/L, en suivant les proportions décrites dans la Table II.8.
Ensuite, ImL d’échantillon (étalon ou échantillon mesuré), ont été mélangés a ImL de

phénol a 5%. Aprés homogénéisation, 5mL d’acide sulfurique a 98% ont été ajoutés, les tubes
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Table IL.8 — Préparation des solutions étalons de D-glucose

Concentration (g/L) 0 0,03 0,06 0,09 (1 0,15
Volume ED (mL) 1 0,8 0,6 04 0,2 0
Volume gluocose (mL) 0 0,2 04 0,6 0,8 1

ont ensuite été laissés a température ambiante pendant 10min. Puis, le tube était homogé-
néisé de nouveau et maintenu a température ambiante pendant 30min. Enfin, I’absorbance
des échantillons a été mesurée a 490nm et comparée avec la courbe de calibration réalisée

avec du glucose (mgGlu/L).

5.2 Spectroscopie de fluorescence 3D (3DEEM)

5.2.1 Mode opératoire

Les analyses ont été réalisées a 1'aide d’un spectrofluoromeétre Perkin-Elmer LS-55 sur
des échantillons contenus dans une cuvette en quartz, ayant une fente de Imm et placée
dans une cellule maintenue a 25°C grace a un cryostat. Une lampe de xénon, émettant un
rayonnement pulsé (20kW pour 8us) de 200 a 500nm, permettait I’excitation des molécules
aux propriétés de fluorescence, contenues dans les échantillons. La fluorescence d’émission
était enregistrée a 90°par rapport au faisceau d’excitation. L'incrément des valeurs d’émis-
sion étaient fixé en ajustant la vitesse de scan (Table I1.9) et l'acquisition des données fut
réalisée grace au logiciel Biolight Studio.

Table IL.9 — Parametres pour les analyses de fluorescence3D.

Parametre Valeur Unité
Aex 200-500 nm
Aem 280-600 nm
Incrément en émission 10 nm
Largeur de fente excitation 10 nm
Largeur de fente emission 10 nm
Vitesse de scan 1000 nm/min

5.2.2 Spectres de fluorescence

Les spectres ont été représentés sous forme de matrices excitation/émission en 3D (3DEEM).
En effet, le spectrofluoromeétre balaye un large spectre de longueurs d’ondes d’excitation et

d’émission données et mesure 1'intensité émise associée. Ainsi, le spectre résultant est carac-
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térisé par les longueurs d’ondes d’excitation (nm) en ordonnée, longueurs d’ondes d’émis-

sion en abscisses (nm) et I'intensité en cote (A.U, Arbitrary Unit).

La cartographie de Chen et al. (2003) décrite Figure 1.8 a été utilisée pour analyser de
fagon qualitative les spectres de 3DEEM. Ceci a permis, dans un premier temps, d’observer

I’évolution de la constitution des échantillons en fonction des échantillons analysés.

5.2.3 Dilution et linéarité pour la quantification

Lorsque les échantillons sont trop concentrés il peut y avoir ce que 1’'on appelle le phé-
nomene d’auto-quenching ou inner filter effect [118], [180], [181]. Dans ce cas, les molécules
présentes absorbent les radiations de fluorescence émises par d’autres molécules, ce qui am-
plifie I'intensité de fluorescence mesurée. Ainsi, la loi de Beer-Lambert n’est plus vérifiée.

Pour les analyses, il était donc nécessaire de s’affranchir de ce phénomene.

Il existe plusieurs méthodes pour s’affranchir de 'auto-quenching [180], dont les plus
simples consistent en une dilution. Deux méthodes peuvent étre employées pour le choix

de la dilution :

e Méthode de mesure de I’absorbance : I'absorbance de I’échantillon est mesurée a 254nm
[182], [96] ou 360nm [183]. Si elle est supérieure a 0,1, 1'échantillon doit alors étre dilué
avec de 'eau MilliQ®.

e Méthode par dilutions successives : Des mesures d’intensité a différentes dilutions sont
réalisées aux longueurs d’excitation/émission correspondant aux maxima d’intensité du
spectre de 3DEEM obtenu sans dilution. La dilution de travail doit ensuite étre choisie
dans la zone linéaire, ot1 la loi de Beer-Lambert est vérifiée (Figure 11.12).

La partie linéaire est caractérisée par une proportionnalité entre la concentration en

fluorophores et I'intensité en unité arbitraire (A.U) (Eq. I1.27).

It = K xSy (I1.27)
Avec :

It = Nombre de protons émis
K = Facteur correspondant a ¢ x Iy x € x [

¢ = Rendement quantique
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Iy = Intensité de la lumiere (A.U)
e = Absorptivité molaire (L /mol/cm)
[ = Chemin optique de la lumiere (cm)

St = Concentration en fluorophores (L/mol)

— | quenching :

S T ———— busnas - .
I

3 1 If = KXSf ! /

() |

o} I 1

[= 1

<%}

9 [ 1

& ! 1 - .

= [ ; —s— Intensité Emission

8 500 4 |

= ! ]

] ) 1

ic I i

=) " )

. |

a |// :

[ | 1

E  od : - . . :
0.0 02 04 0ge 0.8 1.0

Dilution

Figure I1.12 - Choix de la dilution adéquate pour les analyses de fluorescence

Dans cette étude, la seconde méthode a été sélectionnée de fagon a fixer un taux de di-
lution identique pour tous les échantillons analysés dans une méme étude, de maniere a
pouvoir les comparer. Les taux de dilution fixés pour chaque échantillon sont référencés

dans la Table 11.10.

Table I1.10 — Taux de dilution fixés pour I’ensemble des échantillons étudiés

Echantillon Taux dilution

Surnageant de boues activées du BaM de La Grande-Motte 4
Perméat du BaM de La Grande-Motte 4
Urine 1000
Surnageant de boues activées du BaM pilote traitant des urines 16
Perméat du BaM pilote traitant des urines 16

Apres obtention des spectres, une analyse semi-quantitative des données a également pu
étre réalisée, a partir de la cartographie de Chen et al. (2003) [3]. En effet, dans la méme étude,
les auteurs ont également développé la méthode FRI, basée sur la loi de Beer-Lambert et per-
mettant de calculer la concentration en fluorophores qui fluorescent dans chaque zone. La
méthode est qualifiée de semi-quantitative, car les molécules qui fluorescent ont un nombre
de fluorophores variables, ne permettant pas d’établir un lien direct entre concentration en

fluorophores et concentration en composés de la DOM.
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5.2.4 Exploitation des données

Avant de procéder a une analyse semi-quantitative, il est nécessaire de corriger les spectres
bruts obtenus lors de la mesure de 3DEEM. En effet, les spectres de fluorescence présentent
des bandes de diffusion parasites, dues a la lumiere d’excitation et de sa diffraction. Ce sont

les bandes de Raman et Rayleigh (Figure 11.13).
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Rayleigh 1¢f ogdre B0

350 Rayleigh 2¢™¢ ordre
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Intensité (A.U)

300 T ~

Raman 1°* ordre
250

Raman 2¢™¢ ordre
300 350 400 450 500 550 600
Emission (nm)

200

Figure I1.13 — Blanc de 3DEEM réalisé avec de I’eau MilliQ® et bandes de diffusion associées

Le programme MATLAB® proposé par Zepp et al. (2004) [184] a été mis en ceuvre pour
s’affranchir des bandes de diffusion parasites. La méthode consiste en la soustraction de
la matrice de 1’eau MilliQ® a celle de 1’échantillon. Ensuite, une interpolation est réalisée

(triangulation de Delaunay) dans les zones soustraites pour obtenir le spectre corrigé (Figure

11.14).
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Figure I1.14 — Exemples de spectres de 3DEEM (a) avant et (b) apres correction

Suite a la correction, les valeurs de la matrice de fluorescence corrigée ont été normalisées
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par la valeur de l'aire du pic de Raman pour obtenir des intensités en unité Raman (R.U,
Raman Unit) et non plus unité arbitraire (A.U). Cette étape permet de s’affranchir des biais

liés a chaque instrument. Il est ainsi possible de comparer des spectres d"une étude a l'autre.

L’aire du pic de Raman a été calculée sur un spectre obtenu avec de I’'eau MilliQ® [185] en
balayant en émission entre 340 et 410nm, avec un incrément de 2nm, a la longueur d’onde

d’excitation de 348nm.

D(i) = MF(i) > > I(Acarem) Ades Adem (11.28)
er em
Avec:
&(i) = Volume sous la courbe dans la région (i) (R.U.nm?)
MF(i) = Facteur de normalisation

I(Aex, Aem) = Intensité de fluorescence du couple excitation/emission (R.U)

Aex = Longueur d’onde en excitation (nm)
Aem = Longueur d’onde en émission (nm)
Ales = Pas d’acquisition en excitation (nm)
Adem = Pas d’acquisition en émission (nm)

Pour comparer les volumes de fluorescence (i) les uns par rapport aux autres, il est
nécessaire de les normaliser par le ratio entre 1’aire dans laquelle ils ont été calculés et 1’aire

totale du spectre, appelé ME(i) (Eq 11.29).

Aireg,
MEF(i) = ZLCtot3DEEM (I1.29)
Azreregion(i)

Avec :

Airewo3speem = Aire totale du spectre (nm?)

Aireregion) = Aire de la région (i) (nm?)

Le tableau I1.11 décrit les différents MF(i) utilisés lors de cette étude.
Pour calculer le volume de fluorescence d'une nouvelle région, il est nécessaire de calcu-
ler un nouveau ME(i) en utilisant I'Eq. I1.29. Dans cette étude, du fait des spectres de 3DEEM

observés, les régions I et II, ont été fusionnées en une nouvelle région I+II et par conséquent

un MF(I+1I) a été calculé (Table I1.11).
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Table I1.11 — Valeurs des MF(i) associées aux différentes régions de fluorescence

RégionI+II 14.28
RégionlII 6.42
RégionlV 9.54
RégionV 1.5

La Table II.12, récapitule ’ensemble des abréviations et des propriétés associées a chaque

région de fluorescence.

Table I1.12 — Abréviations et caractéristiques des familles de fluorophores détectées par SDEEM

Région I+II

Abréviation

fluorophore Prot1+2-like

Abréviation Volume de

Protl+2-li
fluorescence rot ikespEEm

Longueurs d’ondes Ex=200-250nm

dans cette étude

III

FA-like

FA-likE3DEEM

Ex=200-250nm

IV

SMP-like

SMP-like3DEEM

Ex=250-350nm

A%

HA-like

HA-likE3DEEM

Ex=250-500nm

Ex/Em Em=280-380nm Em=380-600nm Em=280-380nm Em=380-500nm
Fluorophores Fluorophores Fluor.o’pk}ores Fluor\ophores. associés
RSN RSN associés a des a des acides
L. associés a des associés a des .. . . .
Caractéristiques L . 3 protéines-like humique-like et leurs
protéines-like acides . .
aromatiques (Tyr) fulvique-like legizz deo Shils PG €12
1 Y q (Trp) dégradation

Le suffixe -like implique que les molécules détectées par fluorescence regroupent les pro-

téines mais aussi des molécules de nature proche.
53 LC-OCD-OND
5.3.1 Mesures

Les analyses de chromatographie par LC ont été réalisées dans deux laboratoires :

e IC2MP, Poitiers

Dans le but de caractériser les fractions extraites du surnageant des boues, des analyses
de LC-OCD ont été réalisée a 'IC2MP (Poitiers), par Benoit Teychené, en suivant le protocole

ci-apres).

Une colonne a base de silice ReproSil 200s (AIT, France, taille de pores ZOOA), ayant une
gamme de séparation des protéines comprise entre 10 et 500kDa, a été utilisée pour séparer

les composés de la DOM. Le débit d’éluant, consistant en une solution de phosphate de
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sodium 10mM a pH =7, était fixé a ImL/min. Le TOC en sortie de colonne a été mesuré par

un TOC Analyzer M-serie (GE, France).

e Eawag, Suisse

Les échantillons collectés pour le suivi de LGM et du pilote BaM traitant des urines, ont
été analysés par LC-OCD-UVD a I'Eawag par Jacqueline Traber et Tony Merle, respective-

ment, en suivant la procédure décrite ci-dessous.

Les échantillons ont été passés a travers une colonne de chromatographie d’exclusion
stérique Tosoh (Toyopearl TSK HW-50S, 250x20mm, gamme de séparation 20kDa-100Da) a
un débit de 1 mL/min. Un tampon phosphate (24mM, pH = 6.6) a été utilisé comme éluant.
Dans un premier temps, le CO; inorganique est éliminé de 1’échantillon par ajout d’acide
phosphorique (60mM, pH = 1,2), puis un détecteur UV en line réglé permet la mesure de
I’absorbance UVjs4. Ensuite, une partie du débit est envoyée sur réacteur-DONOX (lampe
UV capillaire spécifique) et dans un réacteur Graentzel a couche mince. Ainsi les composés
azotés sont entierement oxydés en nitrate et mesurés avec un détecteur UV a 220nm. Tandis
que les composés carbonés sont entierement oxydés en CO; et quantifiés par un détecteur

IR Siemens.

5.3.2 Exploitation des données

Les chromatogrammes sont divisés en plusieurs pics identifiés selon leur poids molé-
culaire. A partir des chromatogrammes obtenus, il est possible d’intégrer les pics associés
a chaque fraction pour obtenir leur concentration en carbone organique, azote organique,

ainsi ’absorbance UVs4.

La Table II.13, récapitule ’ensemble des abréviations, et des propriétés associées a chaque

fraction détectée par LC-OCD-OND-UVD, qui ont été utilisées dans ce manuscrit.

A partir des données carbone et d’azote organique dissous, il est possible de calculer
les concentrations en protéines et polysaccharides provenant des biopolymeres [5]. En effet,
les biopolymeres (BP) sont constitués de protéines et polysaccharides. Ainsi, ’azote mesuré
dans cette fraction est supposé étre lié aux protéines seulement, car il est1’élément constitutif
de base des acides aminés. Le rapport C/N dans les protéines étant estimé a 3, il est donc
possible de calculer le pourcentage de protéines dans les biopolymeres détectés par LC-

OCD-OND (Proteins in BP, Proteins in BioPolymers), d"apres Eq. 11.30 [5].
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Table I1.13 — Abréviations et caractéristiques des familles de composés détectées par
LC-OCD-OND-UVD dans cette étude

Substances O o, ) 72 ] Neutres a faible
. . . . Acides a faible poids .
Fraction Biopolymeres humiques et moléculaire poids
building blocks moléculaire
Abréviation fraction BP HS+BB LMW-A LMW-N
Abréviation
concentration (mgC/ IL, BPOCD / BPOND HS+BBOCD LMW—AOCD LMW—NOCD
oumgN/L)
MW (Da) >20 000 1000 - 300 <350 <350
Molécules sécrétées Principalement
Substances par les bactéries ou composés
Caractéristiques Protéines et humiques et correspondant a des d’alcools,
4 polysaccharides leurs produits de produits de aldéhydes,
dégradation dégradation finale de  cétones, sucres et
composés organiques acides aminés

BPOND x 300

Proteins in BP (%) = B
oCD

(I1.30)

Avec :

Proteins in BP = Pourcentage de protéines dans la fraction biopolymeres
BPonDp = Azote organique dissous dans la fraction BP (mgN/L)

BPocp = Carbone organique dissous dans la fraction BP (mgC/L)

Ainsi, les protéines issues des BP seront qualifiées de Proteins from BP, tandis que les

polysaccharides seront qualifiés de Polysaccharides from BP.

5.4 Quantification des groupements fronctionnels par THM-GC/MS

Pour quantifier les groupements fonctionnels contenus dans les molécules des fractions
isolées du surnageant de LGM selon la procédure décrite section 3, la thermo-chemolyse
double shot combinée a une chromatographie gazeuse et une spectrométrie de masse (THM-
GC/MS, THerMo-chemolysis coupled with Gaz Chromatography and Mass Spectroscopy),

a été utilisée.

La méthode Pyr-GC/MS est une méthode souvent utilisée pour quantifier le pourcen-
tage relatif de la masse des groupements contenus dans les molécules organiques, comme
décrit dans la section 3.2. L’ajout d"une étape d’alkylation in-situ, lors de la pyrolyse, est ap-
pelée thermo-chemolyse. Cette étape permet, contrairement a la pyrolyse, d’hydrolyser des
groupements polaires en hydrolysant et méthylant les ester et liaisons ester. Ceci favorise la

dépolymérisation et la méthylation de structures moléculaires telles que la lignine. De plus,
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cette technique permet de produire des esters méthyliques a partir des acides carboxyliques
et des éthers méthyliques a partir des groupements hydroxyles, rendant ces composés po-

laires volatiles et permettant leur détection par chromatographie gazeuse [186].

Les mesures ont été réalisées par Benoit Teychené et Laurent Lemée a I'IC2MP de Poi-
tiers. Ainsi, la thermo-chemolyse a été faite en utilisant de I'hydroxyde de tétramethylam-
monium (TMAH, TetraMethyl Ammonium Hydroxyde) comme agent d’alkylation. La tem-
pérature d’injection était fixée a 250°C et le pyrolyseur utilisé était un Frontier Lab EGA
2020 pyrolyzer, équipé d’un échantillonneur/injecteur AS-1020E, couplé avec une chroma-
tographie gazeuse et spectrométrie de masse (Shimadzu QP 2010 Ultra). Pour préparer les
échantillons, 0,5mg de fractions de DOM ont été mélangées a 5SuL d’une solution méthano-
lique de TMAH, tel que le ratio volumique soit égal a 50/50, et placés dans une cuve en
acier inoxydable. Cette méthode consistait a réaliser deux pyrolyses, ou deux shots, a deux

températures différentes sur le méme échantillon.

Le premier shot consistait en une thermodesorption couplée avec une méthylation in-
situ, allant de 100°C a 350°C avec un incrément de température de 5°C/min. Le second
shot consistait quant a lui en une pyrolyse isotherme a 600 °C pendant 1 min, sur le méme
échantillon ayant subi le premier shot. Entre les deux étapes, 1’échantillon était maintenu a

température ambiante dans le pyrolyseur.

La chromatographie gazeuse a été réalisée dans une colonne capillaire de 30m de lon-
gueur, 0,25mm de diametre interne et 0,25pm d’épaisseur. La température a été augmentée
de 50 a 300°C, avec un incrément de 5°C/min, puis maintenue a 300°C pendant 9min. Pour
la détection, un spectrometre de masse quadripolaire équipé d"un mode électrospray (70eV)
permettait 1'ionisation des groupements pyrolysés, tandis que la température de la source
était fixée a 220°C. Les composés organiques ont été identifiés en comparant les spectres ob-
tenus avec des spectres de composés standards et des spectres provenant de la banque de

données du National Institute of Standards and Technology (NIST).

6 Suivi de la Biomasse Active

Apres chaque préléevement réalisé a la station d’épuration de La Grande-Motte, 1L de

boues activées était placé pendant 24h dans une colonne d’aération, pour permettre la mise
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en place de la respiration endogene (plus de substrat disponible). Dans ce cas, les besoins en
oxygene ne sont liés qu'aux besoins cellulaires et la mort cellulaire. Ensuite, des mesures de
respirométrie ont permis de quantifier la concentration des différentes familles de bactéries
constituant la biomasse active ; bactéries hétérotrophes (Xg) et bactéries autotrophes AOB
(Ammonium Oxidizing Bacteria, genre Nitrosomonas) (Xaog) et NOB (Nitrite Oxidizing Bac-

teria, genre Nitrobacter) (XNOB)-

Les méthodes respirométriques permettent de suivre 'activité des micro-organismes a
travers leur consommation d’oxygene au cours du temps. La pente de la droite obtenue
correspond a la vitesse spécifique de consommation de 1’oxygene dissous (OUR, Oxygen

Uptake Rate, en mgO,/L/h) [187].

6.1 Protocole

Apres 24h d’aération, trois mesures de respirométrie ont été réalisées, a 1'aide d’une
sonde a oxygene (Oxi 340i, WTW, USA) et d"une cellule respirométrique de 250mL placée
sous agitation (Figure II.15), suivant le protocole développé a I'I[EM [45], [188].

1. Respiration endogene : Mesure du OUR endogene qui correspond a la consommation

d’oxygene sans présence de substrat biodégradable (OUR).

2. Respiration des Hétérotrophes+AOB : Mesure du OUR endogene pour vérification de
la fiabilité de la mesure, puis injection de 2mL de ClO3 (280,8g/L). Le ClO3 étant un
inhibiteur des NOB, l'injection permet de mesurer la consommation d’oxygene néces-

saire au maintien de la biomasse hétérotrophe et autotrophe AOB (OURHA0B).

3. Respiration des Hétérotrophes+NOB : Mesure du OUR endogene pour vérification de
la fiabilité de la mesure, puis injection de 0,4mL de Allo-thio-urée ou ATU (6,25g/L).
L’ATU étant un inhibiteur des AOB, I'injection permet de mesurer la consommation

d’oxygene nécessaire au maintien de la biomasse hétérotrophe et autotrophe NOB

(OURH+NOB).

6.2 Exploitation des données

Dans le modele ASM3 (Activated Sludge Model n°3), la respiration endogéne est une
étape explicite pour laquelle les besoins associés en oxygene (Sp) sont pris en compte (Figure

11.16).
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0es

Cellule respirométrique

s —

Figure I1.15 — Montage pour le suivi respirométrique de la Biomasse Active

(a) (b)

| HETEROTROPHES | AUTOTROPHES
Xs Sne,/Snoy
J Hydrolyse Croissance
SS XA
So —>v Stockage So U—-fxi))\, Respiration endogéne
Xsto X
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So (1-fxi );v Respiration endogene
X

Figure I1.16 — Processus métaboliques considérés dans le modele ASM3 pour (a) la population
hétérotrophe (Xy) et (b) la population autotrophe AOB+NOB (X,). Avec Xs : la concentration en
substrat organique particulaire, Sg : la concentration en substrat organique dissous, Xsro : la
concentration des produits de stockage, X; : la concentration en composés inertes, So : la
concentration en dioxygene dissous et Sx,+/Sno, : les concentations en azote sous forme ionique
(NH4+, NO3_ et NOz')

A partir du modele ASM3 et de la matrice de Peterson associée, Benaliouche et al. (2017)
[188] ont exprimé les besoins en dioxygene dissous liés a la respiration endogene en fonction
de la concentration en biomasse active. Ainsi, les équations correspondant aux trois tests

respirométriques décrits dans la section 6.1 sont décrites ci-dessous (Eq. 11.31, I1.32 et I1.33).
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OURyor = (1 — f2i)[buXu + baosXaos + bnosXnoB] (IL31)
OURps+noB = (1 — f2i)[buXuB + bvosXnNoB] (IL.32)
OURpta0B = (1 — foi)[buXu + baosXaoB] (IL.33)

Ainsi, a partir des équations ci-dessus, et des coefficients du modeles ASM3 proposés
par Henze et al. (2000) [189], il a été possible de quantifier les concentrations en bactéries

hétérotrophes, AOB et NOB (Eq. 11.34, I1.35 et I1.36).

_ OURpiNnoB + OURp 1108 — OU Ry

XH (1— foi)by x 1.42 134
X105 = S o ¥ 113 (1
oo G 1 @39
Avec :
OU Ryt = OUR endogene pour la biomass active totale (mgO,/L/h)

OURp+Nop = OUR résultant de la respiration des hétérotrophes et des NOB (mgO2/L/h)
OURg+40 = OUR obtenu apres ajout de ClO3 (mgO2/L/h)

fui = Fraction de COD inerte générée par la lyse de la biomasse (=0,2)
br = Coefficient de déces des bactéries hétérotrophes (=0,20 1/j)
baoB = Coefficient de déces des bactéries AOB (=0,15 1/j)

byoB = Coefficient de déces des bactéries NOB (=0,15 1/j)

Xu = Concentration en bactéries hétérotrophes (g/L)

Xa0B = Concentration en bactéries AOB (g/L)

XNoB = Concentration en bactéries NOB (g/L)
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7 Outils statistiques

7.1 Analyse par composantes principales

Dans le cas d’études ou de nombreux parametres peuvent étre corrélés, comme pour les
BaM, I’analyse multivariée peut permettre de simplifier I'exploitation des données. L’ Ana-
lyse par Composantes Principales, ou ACP (PCA, Principal Components Analysis), est un
type d’analyse multivariée qui permet de compresser les variables d’études en un nombre
plus petit de variables, appelées composantes principales. Ainsi, les variables associées aux
parameétres étudiés (MVS, température, etc), sont représentées sous la forme de fleches dans
un nouvel espace 2D, dont les axes correspondent aux deux premieres composantes princi-

pales calculées.

La représentativité du nouvel espace 2D calculé peut étre estimée a travers la variance
totale représentée par les deux axes. Tandis que les corrélations entre les variables sont esti-

meées par rapport aux criteres suivants :

e Sil’angle entre les deux fleche est petit, il existe une corrélation forte entre les variables.
e Si les fleches sont opposées, il existe une corrélation négative entre les deux variables.

e Si les fleches forment un angle a 90°, il n’existe pas de corrélation entre les deux variables.

Pour réaliser les ACP, le package FactoMineR du logiciel RStudio®, incluant une norma-
lisation dans les parametres par défaut, a été utilisé et le script est disponible en annexe

(Annexe C).

7.2 Vérification de la validité des corrélations linéaires

Pour évaluer la valeur statistique des corrélations linéaires établies lors de cette étude, des
corrélations de Pearson ont été calculées en utilisant I’outil statistique disponible sur Excel.

Lorsque le coefficient de Pearson est positif, alors la corrélation est positive et inversement.

La corrélation est significative statistiquement pour une p-value < 0,01 et moyennement

significative pour une p-value < 0,1 [81].
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CHAPITRE III. CHARACTERISTICS AND FOULING BEHAVIOR OF DOM FRACTIONS
IN A FULL-SCALE SUBMERGED MBR FOR MUNICIPAL WWT

Objectifs et approches du Chapitre III

La taille et 'hydrophobicité des composés de la DOM présents dans le surnageant de
bioréacteur a membrane sont des propriétés influencant majoritairement les phénomenes
de colmatage (Chapitre I). Ces propriétés définissent les interactions composé/membrane,
composé/biofilm et composé/composé, qui ont une influence majeure lors de la sépara-
tion membranaire. Néanmoins, peu d’études ont procédé au fractionnement par taille et
par hydrophobicité de la DOM de surnageant de BaM prélevé directement dans une station
d’épuration a échelle industrielle. A notre connaissance, aucune de ces études n’a étudié
les interactions possibles entre ces fractions, malgré leur impact potentiel lors de 1'étape de

filtration membranaire.

Ainsi, pour initier les travaux présentés dans ce manuscrit de these, une premiere étude,
basée sur le fractionnement par taille et par hydrophobicité de la DOM prélevée dans un
bassin membranaire de la station d’épuration de La Grande-Motte, a été réalisée. Le premier
objectif était d’identifier les composés qui constituent les trois fractions isolées dans la DOM
de surnageant de BaM et de mettre en évidence leurs interactions avec la membrane, mais
aussi entre eux, lors de la filtration membranaire. De plus, I'une des limites de 1’étude du
colmatage étant I'identification des espéces colmatantes en temps réel (Chapitre I), le second
objectif de cette étude était de mettre en évidence des indicateurs pouvant étre associés a ces
fractions une fois leurs propriétés colmatantes déterminées. Cette étude a été réalisée en

collaboration avec Benoit Teychené de 'lC2MP de 1'Université de Poitiers.

Dans un premier temps, du surnageant de boues activées a été prélevé dans le bassin
membranaire de la STEP de La Grande-Motte et préparé pour le fractionnement en suivant
la procédure décrite dans le Chapitre II. Le fractionnement par dialyse et par résines XAD
a quant a lui était réalisé a I'I[C2MP, lors d’un séjour de deux semaines, pour utiliser le ma-
tériel qui était déja en place et fonctionnel. Un protocole de filtration, incluant des étapes
de lavages mécaniques, a ensuite été mis en place et appliqué sur les fractions isolées pour
mettre en évidence leurs propriétés colmatantes et leurs liens respectifs avec la membrane.
Pour étudier les interactions entre les fractions, celles-ci ont été mélangées, puis filtrées en

suivant la méme procédure que pour les fractions isolées.

Pour comprendre I'impact de la nature et de la taille de chaque fraction dans les méca-

97



CHAPITRE III. CHARACTERISTICS AND FOULING BEHAVIOR OF DOM FRACTIONS
IN A FULL-SCALE SUBMERGED MBR FOR MUNICIPAL WWT

nismes de colmatage, ainsi que pour mettre en évidence d’éventuels indicateurs de colma-
tage, celles-ci ont été caractérisées par différentes techniques analytiques : SDEEM, LC-OCD

et THM-GC/MS. LC-OCD et THM-GC/MS ont été réalisées par Benoit Teychené a I'I[C2MP.
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Characteristics and fouling behaviors of Dissolved Organic Matter

(DOM) fractions in a full-scale submerged membrane bioreactor

for municipal wastewater treatment

Céline Jacquin', Benoit Teychené?, Laurent Lemee?, Geoffroy Lesage!, Marc Heran!
IEM (Institut Européen des Membranes), UMR 5635 (CNRS-ENSCM-UM), Université de
Montpellier, Place E. Bataillon, F- 34095, Montpellier, France.
Institut de Chimie des Milieux et Matériaux de Poitiers (IC2MP — UMR CNRS 7285),
Université de Poitiers, Ecole Nationale Supérieure d'Ingénieurs de Poitiers, 7 rue Marcel

Doré, Batiment 16, TSA 41105, 86073 Poitiers Cedex 9, France.

Abstract

The purpose of this study was to investigate the fouling propensity of the bulk superna-
tant Dissolved Organic Matter (DOM) taken in a full-scale membrane bioreactor (MBR). In
order to perform the investigations, the DOM was fractionated in terms of size and hydro-
phobicity, to give more precise information on the isolated fractions and to investigate their
specific fouling mechanisms and interactions with the membrane barrier. Thus, DOM was
split into three parts : Colloids (C), hydrophobic (HPO) and transphilic (TPI) fractions using
XAD resins. These fractions were characterized using three dimensional excitation emission
fluorescence spectroscopy (3DEEM), size exclusion chromatography coupled with organic
carbon detection (LC-OCD) and double-shot thermo-chemolysis coupled with gas chroma-
tography and mass spectrometry (THM-GC/MS). Then, fouling propensities and fouling
reversibility of single and mixed fractions were evaluated throughout filtration tests. Results
revealed a high proportion of protein materials in the Colloids fraction, while HPO and TPI
fractions were mostly constituted of humic-like materials. Filtration tests emphasized the
major role of Colloids in a reversible bio-cake formation, while HPO and TPI components
lead to less fouling but stronger interaction with the membrane material (adsorption), resul-
ting in higher irreversible fouling. Interestingly, filtrations of mixed fractions confirmed that
physicochemical interactions between DOM fractions increase membrane fouling. Howe-
ver, higher efficiencies of cleaning procedures were observed on mixed foulant deposition,
implying that DOM fouling could be partially controlled by air scouring or backwashing.

These results help to further understand the DOM fouling mechanisms and the bulk fouling
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propensity in order to define optimal fouling control strategies.
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1 Introduction

Due to the increase in water scarcity and population growth, the advanced treatment
and recycling of wastewater are massive challenges in the 21st century [190], [31]. By achie-
ving high nutrient removal efficiency and a complete biomass retention without a secondary
clarifier, Membrane Biological Reactors (MBRs) are compact and suitable technologies to
face these social and environmental issues. However, membrane fouling is one of the major
drawbacks for their widespread application [22], [16]. During filtration, particulate mate-
rials (flocs, single bacteria) and Dissolved Organic Matter (DOM) tend to accumulate close

to membrane surface leading to additive hydraulic transfer resistances. Particulate fouling
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can easily be mitigated by controlling shear stress near the membrane (i.e, by promoting
aeration scouring [191]. However, close to the membrane surface (in the boundary layer),
air scouring induces weak shear stress, which has no impact on DOM removal leading to
the formation of a thick dynamic membrane [21]. This dynamic membrane is then respon-
sible for the modification of membrane surface properties promoting new foulant-foulant
interactions. For example humic substance adsorption could facilitate hydrophilic biomo-
lecule deposition due to stronger interactions, enhancing the need of membrane cleaning
and decreasing membrane life time [65]. Thus, to further decrease MBR operating costs and
to better control the MBR fouling phenomenon, a greater knowledge of DOM properties,

interrelated interactions and interactions with membranes is required [16].

Some recent studies have focused on the impact of DOM from MBR supernatant on fou-
ling mechanisms. Indeed, DOM has been described as a complex matrix constituted of he-
terogeneous molecules such as proteins, polysaccharides, humic and fulvic substances [59].
These DOM compounds come from the influent (Natural Organic Matter ; NOM) [28], or
result from the mixed liquor active biomass activity (Soluble Microbial Products ; SMP) [75],
[76]. Several studies have reported that the chemical composition of DOM plays a crucial
role in foulant-membrane interactions [62]. Indeed, biopolymers, mainly constituted of high
molecular weight (MW) polysaccharides and proteins, have been identified as major fou-
lants, causing pore blocking or accumulation at the membrane surface [192], [118], [88],
[115], [193]. Proteins are characterized by their stronger adsorption potential [92], while
polysaccharides were found to be quantitatively dominant in the foulant layer [61], [127].
Other studies also highlighted that humic substances contribute to fouling, despite their
low molecular weight [132]. However, there is no research consensus on these trends and
better understanding of the interactions between fouling mechanisms is a relevant challenge

[2], [194].

Two key factors play a major role during filtration : size or molecular weight of the fou-
lant material and its hydrophobicity. If foulant size is the same order of magnitude as the
membrane pore size, it will tend to partially or totally block the pores and subsequently form
a cake or gel layer on the membrane surface [62]. Hydrophobicity is a fundamental property
which determines the foulant/foulant and foulant/membrane interactions [126]. Generally,

membrane manufacturers provide hydrophilic membrane materials (PVDF blended with
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PVP) in order to reduce, as much as possible, organic matter/membrane interactions and
thus reduce fouling [138]. However, due to the wide variety of organic matter molecules in

the MBR mixed liquor, attractive interactions leading to membrane fouling might still occur.

It is therefore essential to develop methods for splitting DOM into fractions determined
by size and hydrophobicity to go deeper into understanding fouling mechanisms. The ad-
sorbent method (XAD resins) allows the separation of DOM based upon its hydrophobicity
properties (hydrophobic, transphilic and hydrophilic fractions) [195], [179], [148]. Zheng et
al. (2014) [53] added a dialysis step prior to XAD isolation allowing a separation of DOM
based upon its molecular weight. Studies using this method were rarely applied on DOM
taken directly from full-scale MBR bulk supernatant treating municipal wastewater [169],
[113], [81], [126]. Moreover, beside the fractionation approaches, another important point in
fouling mechanism investigation is the understanding of DOM fraction interactions during
filtration (inter-foulant species interactions). This step is of practical interest to understand
the later stage of filtration where foulant/foulant interactions (that take place between the
fouling layer and the organic matter being filtered) mostly dominate fouling behaviors [65].
The synergistic effect of biopolymers and humic substances has been highlighted during the
filtration of model molecules attesting that interactions between those entities can modify
their respective fouling propensities [65], [196], [197], [92]. Using fluorescence quenching,
Wang et al. (2015) [107] highlighted the binding capability between protein-like and humic-
like substances, which could explain the synergistic effect observed during the filtration of
mixed biopolymers and humic substances. However, to the authors” knowledge, no studies
have focused on the interactions between the different classes of full-scale MBR DOM mole-
cules, extracted using XAD resins, and their resulting impact on membrane fouling during

filtration.

The following study aimed to investigate fouling mechanisms of isolated DOM fractions
extracted from a municipal full-scale MBR mixed liquor supernatant. DOM fractions, na-
med Colloids (C), hydrophobic (HPO) and transphilic (TPI) fractions, were isolated and
characterized in terms of size and nature, using advanced methods ; three dimensional exci-
tation emission fluorescence matrix (3DEEM), liquid chromatography coupled with organic
carbon detector (LC-OCD) and double-shot thermo-chemolysis coupled with gas chroma-

tography and mass spectrometry (THM-GC/MS). The latter was used to quantitatively cha-
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racterize functional groups from organic material depending on their nature (biodegradable
and refractory), that was never used for DOM characterization in real wastewater [186].
Then, to reveal the role of foulant-membrane interactions, each fraction and mixed fractions
were filtered separately through dead-end filtration tests. In addition, to further unders-
tand the fouling propensities of DOM classes, mechanical cleaning steps were performed
to characterize fouling reversibility and irreversibility associated with isolated and mixed

fractions.

2 Material and methods

2.1 DOM sampling and collection

250L of activated sludge (AS) from the MBR tank and 1L of permeate (P) were sampled
directly in a large-scale MBR treating municipal wastewater (mean flow rate of between
2500 to 5000m?/d according to the season) located in the Montpellier area and nitrifica-
tion/denitrification and dephosphatation steps were performed (II.1).

Table III.1 — Operational conditions during sampling campaigns

Permeate flux (L/h/m?) HRT (d) SRT (d) MLSS (g/L) MLYVSS (g/L)
25 29+0.1 100 + 24 9.1+3.1 70+25

The MBR was equipped with a flat sheet microfiltration membrane unit (KUBOTA Sub-
merged Membrane Unit®, SMU, KUBOTA, Japan), made of chlorinated polyethylene, with
an average pore size of 0.2pm and an effective membrane area of 16 240m?. Two sampling
campaigns were done in May and June 2015, where no seasonal variations affected the
WWTP operations. DOM characterization and filtration tests were then performed in du-
plicate for each campaign. Since the variability of the filtration and characterization results
obtained for the two campaigns was very low (standard error between 1 and 9% on flux
reduction experiments), all the results presented in this paper correspond to the average of

all the tests performed (n=4).

Prior to DOM isolation, 250L of AS collected in the MBR tank were pre-filtered through a
50pm filter to shorten the separation step. Then, the pre-filtered AS were filtered through a
2pm polypropylene filter, to collect bulk supernatant (BS) containing the DOM (i.e colloidal
and dissolved organic matter). The BS samples were then softened and concentrated by a

factor of 100 (to obtain a final sample volume of 2.5L) following the procedure described in
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Pernet-Coudrier et al. (2008) [148]. Reverse osmosis (RO) step sample concentration was per-
formed in a closed loop with low recovery ratio (< 10%) using a Filmtec TW30 (polyamide)
membrane identified as less sensitive to organic matter adsorption [178]. A maximum of
20bar was applied until the concentration increased by a factor of 100. During the TOC of
RO permeate was monitored confirming that no leakage had been observed (the TOC of the

permeate was always below 0.1mgC/L).

2.2 DOM isolation

Colloid fraction (C) was isolated from BS using dialysis bags (3.5kDa, Spectra/Por 6 Dia-
lysis Membrane, Spectrum Lab, USA) against HCl (0.01mol/L, pH = 2, HCI 37%, VWR
Chemicals, UK) in order to dissolve fulvic acids [179] and allow the transfer of low MW
compounds by osmotic gradient [53]. Colloids were purified after removing potentially pre-
cipitated silica and salts (dialysis against 0.2mol/L HF and pure water respectively for 48h),
and finally freeze-dried. The dialysate solution (consisting of the dissolved organic matter)
was then passed through XAD-8 and XAD-4 resins (Amberlite, Sigma Aldrich Co., USA) ar-
ranged in tandem to isolate hydrophobic (HPO) and transphilic (TPI) fractions, respectively
[195], [94]. Finally, HPO and TPI were eluted from XAD-8 and XAD-4 resins respectively,
with an acetonitrile/MilliQQ water solution (75%/25%, v/v), and further evaporated and

freeze-dried.

The hydrophilic (HPI) fraction, in the resin effluent, was not considered in this study
because it is subject to co-precipitation with ions present in high concentration. As a conse-
quence characterization techniques used in this paper and freeze drying could not be ap-

plied to this fraction [148].

2.3 Liquid sample and isolate fraction characterization

2.3.1 Isolated and mixed fractions preparation

Freeze-dried fractions were used to prepare isolate and mixed fractions [53]. The reconsti-
tuted DOM solutions (II1.2) were adjusted in MilliQ water buffered with Immol/L NaHCO3
(purity > 99%, Sigma Aldrich, USA) in order to reach 1 mgC/L for all isolated and mixed
fraction solutions. A buffer without bivalent cations was used to study proper DOM frac-
tions interactions, since some of them can play a role in fouling mechanisms such as Ca**

[65], [16].
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Table I11.2 - DOM mixed solutions composition

DOM C content HPO Content TPI content
Mixtures (mgC/L) (mgC/L) (mgC/L)
C+HPO 0.3 0.7 -
C+TPI 0.3 - 0.7
HPO+TPI - 0.5 0.5
C+HPO+TPI 0.3 0.35 0.35

2.3.2 TOC, UV254 and SUVA254

TOC analysis was performed using a TOC-VCSN Shimadzu analyzer (Shimadzu Japan).
Specific UV absorbance (SUVAjs4) was calculated as the ratio of UV,54 absorbance, mea-
sured in a 1cm quartz cuvette using a UV-VIS spectrophotometer (UV-2401PC, Shimadzu,
Japan), and TOC value [85].

2.3.3 3DEEM

3DEEM spectra were obtained by using a Perkin-Elmer LS-55 spectrometer (USA) after
sample filtration (2pm filter). Scan ranges were set at 200-500 nm and 280-600nm in excita-
tion and emission respectively [3]. Scan speed was fixed to 1500nm/min and the increment
at 10nm, while slit width was fixed at 10nm in excitation and emission [182]. All spectra
were normalized by MilliQ water blank spectra [184]. Then, according to Chen et al. (2003)
[3], spectra were divided into four areas : Region I+II corresponded to aromatic protein-like
fluorophores (tyrosine) ranging from Ex = 200-250nm/Em = 280-380nm, Region III was as-
sociated to fulvic acid-like fluorophores (Ex = 200-250nm /Em = 380-600nm), Region IV and
V corresponded to proteins mainly derived from soluble microbial product fluorophores
(tryptophane) (Ex = 250-350nm/Em = 280-380nm) and humic acid-like fluorophores and
their hydrolysates (Ex = 380-600nm /Em = 250-500nm), respectively.

2.3.4 Liquid Chromatography Organic carbon detection (LC-OCD)

DOM fractions were also characterized in terms of size using size exclusion chromato-
graphy with organic carbon detection [198], [5]. The silica based column used for organic
separation was a ReproSil 200s (AIT, France, pore size 200A) with a MW separation range
for proteins from 10 to 500kDa (3 to 10nm, Eq. II1.1). To estimate the correspondence between

molecular weight and size in nm, Eq. III.1 was used [199].
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Ronin = 0.066 M W1/3 (IIL1)

Where Rpyin is the minimum radius of a molecule in nm and MW is its molecular weight

in Da.

The eluent flow was set at ImL/min and consisted of a 10mM sodium phosphate solution
at pH = 7. This analytical method was applied to single and mixed fractions dissolved in a

NaHCOj; buffer and the sludge supernatant at a fixed concentration of ImgC/L.

2.3.5 Double-shot thermochemolysis (THM-GC/MS)

Thermochemolysis was done using tetramethyl ammonium hydroxide (TMAH) as an al-
kylating agent. The injector temperature was set at 250°C. The pyrolyzer was a Frontier Lab
EGA 2020 pyrolyzer equipped with an AS-1020E auto-shot sampler coupled with GCMS
(Shimadzu QP 2010 Ultra). 0.5mg of DOM fractions were mixed with 5uL. of TMAH metha-
nolic solution 50/50 (v/v) in methanol and then placed in a stainless steel cup. Double-shot
thermochemolysis consists of two successive pyrolysis steps on the same sample. The first
shot was a thermodesorbtion with in situ methylation, from 100°C to 350°C with a tempe-
rature increase of 5 °C/min. The second shot was a pyrolysis in isothermal mode during 1
min at 600°C on the sample having undergone the first shot. Between the 2 shots, the sample

was maintained in a cooled zone of the pyrolyzer [186].

A capillary column (30m length, 0.25mm internal diameter, 0.25pm phase thickness) was
used for GC separations. Column temperature was increased from 50 to 300°C at a rate of
5°C/min and then kept at 300°C for 9min. The detector was a quadrupolar mass spectrome-
ter. The ionization mode was electron impact (70eV) and the source temperature was 220°C.
The organic compounds were identified on the basis of their GC retention times and by
comparison of their mass spectra with standards and library data of the National Institute

of Standards and Technology (NIST).

2.4 Membrane filtration tests

Flat sheet polyvinylidene fluoride blended with polyvinylpyrrolidone (PVDF/PVP) mem-
branes, with a pore size of 0.1 um, were purchased from Orelis (France). Those membranes

were chosen to allow literature comparison since PVDF material are often used for mem-
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brane filtration tests and are extensively used at industrial scale [169]. Prior to the filtration
tests, every membrane was soaked in MilliQ water for at least 24 hours to rinse out the pre-
servatives. Permeability was estimated by successive MilliQ water filtration at 0.2, 0.5, 0.7
and 1bar. In order to assure good repeatability of the filtration results, all membranes exhibi-

ting pure water flux outside of the range 818 + 223 L /h/m?/bar (T = 20°C) were discarded.

The filtration protocol, including cleaning steps, described in Table II1.3 was then used to

estimate single and mixed fractions fouling propensities.

Table II1.3 — Dead-end filtration protocols

Filtration of single Cleaning by Filtration bacf(:‘l;::}i?ng b(}I;W) Filtration after
and mixed fractions relaxation (RL) after RL & RL and BW
after RL
Evaluate Evaluate
Evaluate fouling Remove foulants ~ remaining Remove foulants by fojleilr?a;?;relrgRL
Objective propensities of single by simulating a fouling simulating a and B%NS i
and mixed fractions membrane RL after a RL membrane BW . Steps
ste (irreversible
P fouling)
Filtered Sln'gle and mixed Buffer Buffer solution at 0.5  Buffer solution at
solution fraction (ImgC/L) at - solution at bar 0.5 bar
utt 0.5bar 0.5 bar ’
Volume
(mL) 280 - 40 30 30
Cell refilled with
. 15mL of buffer Membrane reversed
Cleaning . . . .
rocedure - solution, stirred - upside down in the -
p for 10 min at 100 filtration cell
rpm

Darcy law was used to calculate the normalized flux (J/Jo), where ] is the flux measured
during the filtration (m3/m?/s) and Jj is the clean membrane flux (m?/m?/s). Then flux
reduction and flux recoveries were calculated after each cleaning step using Eq. II.2 and Eq.

I11.3.

J
Fluzyequction (%) = (1 - T) x 100 (IIL.2)
0

Fluzrecovery (%) = ((=)n — (= )n—1) x 100 (1I1.3)

J
Jo

Where (J/Jo)n and (J/Jo)n-1 are the normalized flux values obtained after the studied clea-
ning step (n) and the normalized flux values obtained before the cleaning step (n-1) at a

filtered volume of 200 L/m?, respectively.

In order to investigate inter-foulant effects (additive, antagonist or synergistic) between
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DOM fractions during mixed suspension filtration, the resistances in series model (RIS) was
applied. To do so, specific resistances («) from all filtration experiments (single and mixed
fractions) were calculated using Eq. I11.4 in the linear part of the t/V=£f(V) as shown in sup-
plementary data (Figure I1.11) [200].

t p(20°C) xaxS

Moo dtm
L. Hagogim TIT.4
V. oaoxazxap VT axap (IL.4)

With t the time in seconds, V the volume in m3, 11(20°C) the solution viscosity at 20°C
in Pa.s, Ry, membrane resistance in 1/m, o the specific resistance in m/kg and S the initial
concentration of the isolated fraction or the mixed fractions solutions in kg/m3, A represents
the membrane surface in m? and P the pressure in Pa. With « value it was then possible to
calculate fouling resistance (R¢) using Eq. IIL.5 for all filtration experiments (single and mixed

fractions).

R = axSxV (IIL5)

With :

R; = Fouling resistance (1/m)

a = Specific resistance (m/kg)

S = Fraction concentration (mgC/L)
V' = Filtered volume (L)

A = Membrane surface (m?

2.5 Scanning electron microsopy (SEM) for membrane analysis

In order to compare SEM analysis, membranes were observed before and after filtering
280 mL of DOM fraction solutions (1 mgC/L). Membrane samples were then cut out, dried
and coated with platinum before SEM analysis with Hitachi S-4500 apparatus (Japan), under
a tension of 0.5 - 30 kV.
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3 Results and discussion

3.1 DOM characteristics

3.1.1 DOM in MBR bulk supernatant (BS) and permeate (P)

As shown in Table I1I.4, DOM in BS samples showed a classic UV3s4 absorbance value
commonly observed for secondary effluent [118], [201]. During the MBR filtration opera-
tion, some aromatic molecules were retained by the Kubota membranes since the UVysy
absorbance decreases by about 30% in the permeate sample. Similarly, the TOC value was
lower by about 25% in the permeate compared to the bulk supernatant of activated sludge.

This probably corresponds to DOM having a higher molecular weight than the membrane

molecular weight cut-off.

Table I11.4 — UV 54 absorbance, TOC concentration and SUVAys4 of the bulk supernatant (BS) and
permeate (P) samples

Absorbance UVjsy SUVA 354
Raw samples (1/m) TOC (mgC/L) (L/mgC/m)
BS* 28 9.9 2.6
P 19 7.4 2.6

*Organic Matter lower than 2pm ; **Organic Matter lower than 0.2um
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Figure II1.1 — 3DEEM Fluorescence spectra of bulk supernatant (BS) and permeate (P) samples

3DEEM spectra presented in Figure II1.1, demonstrate that BS samples are constituted of
fluorescent molecules located in the protein-like and SMP-like regions (zones I+II and IV),
as well as in the fulvic-like and humic-like substance regions (zones III and V) [64], [62].

As shown in Figure IIL.1, it is confirmed that the membrane filtration operation reduced
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the concentration of fluorescent molecules, especially protein-like and SMP-like substances,
which is probably due to their size. Fulvic-like and humic-like substances are therefore pre-
dominant in the permeate sample. This is consistent with previous studies that identified

these molecules as the major foulants in MBR supernatant [118], [62].

3.1.2 DOM fractions

After DOM isolation from real MBR mixed liquor, THM-GC/MS was performed on the
powder extract of the three DOM fractions : C, HPO and TPI. The temperatures of the two
shots of THM-GCMS were set according to Collard et al. (2015) [186]. The first shot (Table B.1
in supplementary data), which is a thermodesorption and was performed from 100 to 350 °C
with in-situ methylation, gives structural information concerning the named “soluble” frac-
tion according to the International Humic Substance Society (IHHS). This fraction consists
of unaltered materials, fresh debris or non-transformed components from older debris ac-
cording to Hayes and Swift (1978)[202]. The second shot was performed at 600 °C on the
sample which had undergone the first shot and provides data (Table B.2 in supplementary
data) on the molecular composition of the named “insoluble” fraction of OM according to
the IHSS (e.g transformed or humified components consisting of humic-like compounds

and non humics ; polypeptides and polysaccharides).

As reported in Table IIL5 :

e Compounds released at 350°C (Figure B.1 in supplementary data) and at 600 °C (Figure
B.2 in supplementary data) from all fractions were mainly aliphatic and aromatic, respec-
tively.

e Nitrogen containing compounds, mainly corresponding to proteins or protein-like susbs-
tances were mostly found in Colloids (39% and 32% at 350 and 600°C respectively), but
not detected in HPO fractions and were found at low concentrations in TPI fractions (18
and 5%, respectively)

e Furans, probably originating from cellulose were only observed for Colloids and in low
amounts.

e Phosphorous compounds were only thermodesorbed at 350°C from Colloids and prove
the presence of colloid-associated phosphorous in the “soluble” fraction of DOM Colloids.

e Aromatic compounds were found in the HPO fraction, corroborating the hydrophobic

nature of this DOM fraction.
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e TPI consists of aliphatic and aromatic compounds with amide moieties relevant to the
transphilic nature of such OM. This fraction, eluted from XAD-4, is usually associated

with carbohydrates and biological peptide molecules [203].

Table II1.5 — Relative percentages of the 5 classes of compounds identified in the 3 samples at 350

and 600°C
folflf’;:lfn 4o C350°C  C600°C HPO350°C HPO600°C TPI350°C  TPI350°C
Aliphatic 31 3 55 - 82 11
Nitrogen 39 32 - - 18 5
Aromatic 10 62 45 100 - 84
Furanic 5 3 - - - -
Phosphorous 15 - - - - -

A depth analysis of THM-GC/MS results given in Figure B.1, Figure B.2, Table B.1 and

Table B.2 (supplementary data), shows that :

e Among aliphatic compounds, fatty acids were released at 350°C in the range C10 to C19.
Total fatty acids represent 16% of the compounds released for Colloids, 37% for HPO and
53% for TPIL. The ubiquitous palmitic (C16) and stearic (C18) acids are major components
of the three investigated fractions. Surprisingly, the branched C15 fatty acid of bacterial
origin was detected in small amounts in Colloids (Table B.1 supplementary data). Di-
acids, which were minor components in Colloids (1%), represented 17 and 26 % of the
compounds released at 350°C respectively for HPO and TPI. A derivative of phosphoric
acid was detected within the compounds released in the first shot of Colloids.

e Pyrograms from the second shot (Figure B.2 and Table B.2) show that substituted benzenes
represented 62, 66 and 66% of the pyrolysis products at 600°C of Colloids, HPO and TP],
respectively.

e Polyaromatic hydrocarbons (substituted naphtalenes and indene) were not detected for
Colloids and represented respectively 28 and 17% for HPO and TPI.

e Substituted biphenyls were observed in small quantities (4%) for HPO.

To conclude, the THM-GCMS of the DOM powder extract revealed that the TPI fraction
mainly consists of aliphatic compounds and HPO consists of polyaromatic hydrocarbons
corroborating their hydrophobic nature. Finally, Colloids were mainly constituted of nitro-

gen aliphatic and aromatic compounds.

In addition to THM-GC/MS analysis, 3DEEM analyses were performed on every DOM
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fraction (Figure II1.2). 3DEEM gives complementary information on the DOM structures

found in the three fractions.
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Figure IIL.2 — Fluorescence spectra of (a) single fractions (C, HPO and TPI) and (b) mixed fractions
(C+HPO, C+TPL HPO+TPI and C+HPO+TPI). I+11, III, IV and V regions correspond to protein-like,
fulvic-like, SMP-like and humic-like regions, respectively (the scale shown is in arbitrary unit)

Figure II1.2 shows the 3DEEM spectra of the single and mixed fractions with an adap-
ted scale to better observe their respective nature. Colloids (C) fraction obtained by dialysis
consists in protein-like substances [53]. The HPO fraction is mainly constituted of protein-
like, humic and, to a lesser extent, fulvic-like molecules. The TPI fraction might be conside-
red as a mix of SMP-like, protein-like and humic substances, but with a majority of fulvic-
like substances.

As shown in Figure II1.3a, the HPO and TPI fractions exhibited similar separation exclu-
sion chromatograms. Only one chromatographic band was obtained for an elution time of
approximately 10 minutes, related to a molecular weight lower than 1kDa or Inm (according
to column specification). In contrast, the Colloids fraction (C) revealed a small peak centered
at around 4min confirming the presence of large molecules with a molecular weight higher
than 100kDa or 6nm. The Colloids fraction is also characterized by a peak corresponding to

an elution time of 11min, probably associated with dissociation by-products from proteins

112



CHAPITRE III. CHARACTERISTICS AND FOULING BEHAVIOR OF DOM FRACTIONS
IN A FULL-SCALE SUBMERGED MBR FOR MUNICIPAL WWT

(a) (b)

S / \

go Colloids

‘w o~ Sludge supernatant
L X

(@] ! L NPT o N Colloids+HPO+TPL

3 \ TPI -
"""""""""""""""""""""""""""" Colloids+HPO
. Colloids+TPI
HPO P A HPO+TPI

0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20

Elution time (min) Elution time (min)
Figure II1.3 — LC-OCD results performed on (a) isolated fractions (C, HPO, TPI) and (b) mixed
fractions (C+HPO, C+TPI, HPO+TPI, C+HPO+TPI and sludge supernatant)
and polysaccharides transformation (peptides and olygosaccharides) as already observed
thanks in the THM-GC/MS analysis and corresponding to results found in the literature
[28], [53]. Global DOM characterization results are listed in Table IIIL.6.

Table II1.6 — Characterization results for the three DOM fractions (C, HPO and TPI)

Fraction = Hydrophilicity SEC-OCD THM-GC/MS
Large and low Aromatic and
C Hydrophilic Protein-like MW (>100kDa &  aliphatic nitrogen
1kDa) based compounds
Protein-like, Polyaromatic

Low molecular

HPO Hydrophobic humilc_a'nd weight (1kDa) hydrocarbon based
fulvic-like compounds
Majority of
fulvic-like with . .
TPI Transphilic SMP-like, Low molecular Aliphatic
protein-like and weight (1kDa) compounds
humic-like

3.1.3 Mixed DOM fractions

Figure II1.2b and Figure III.2c show the 3DEEM footprint of mixed fractions. The trace
of each fraction is visible in the spectra, confirming that no overlapping occurs (quenching
effect). Hence, C+HPO is mainly constituted of hydrophilic protein-like and hydrophobic
protein-like and humic-like substances. C+TPI exhibits hydrophilic protein-like and trans-
philic humic and fulvic-like signals. HPO+TPI is constituted of hydrophobic protein-like
and fulvic and humic-like combined with transphilic fulvic and humic-like substances. Mo-
reover, the C+HPO+TPI 3DEEM spectrum corresponds to the mix expected between the
different constituents of C, HPO and TPI. The spectrum of the mix of three fractions shows

the same pattern as the one obtained for BS (Figure III.1). The same observation can be
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made while comparing the C+HPO+TPI mix and sludge supernatant LC-OCD chromato-
grams (Figure I11.3b), confirming the relevancy and efficiency of the fractionation and re-
constitution techniques. Mixed fractions chromatograms did not reveal size differences with
single fractions, implying that no aggregation occurred between the fractions, except for
C+HPO+TPI mix presenting a new peak at 8min. Hence, in the sludge supernatant, the pre-
sence of C, HPO and TPI fractions led to aggregation phenomena. This characteristic could

impact membrane fouling and foulant-membrane interactions.

3.2 Investigation of fouling mechanisms of DOM fractions

3.2.1 DOM fractions filtration

Filtration tests were performed in quadruplicate using DOM fractions alone or mixed to
evaluate their fouling potential. After single fractions filtration, clean membrane surfaces

were compared to fouled membrane surfaces using SEM. Images are visible on Figure II1.4.

5430 250k

54800 %25:0k

Figure II1.4 — SEM images of a) clean membrane, b) Colloids fraction (C), c) HPO and d) TPI fouled
membranes

When observing the clean membrane surface, a wide pore size distribution can be high-
lighted (Figure II1.4a). Indeed, large pores around 100nm and pores around 10nm are visible.
Concerning Colloids, the SEM image shows homogenous covered surface, probably corres-
ponding to bio-cake or gel layer fouling, since no pores are visible anymore (Figure II.4b).

Hence, Colloids should play a major role in fouling phenomena by causing cake fouling.
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On the contrary, no cake layer is visible for HPO and TPI fouled membranes (Figure III.4c
and Figure II1.4d). However, the surface appearance had changed compared to the clea-
ned membrane, with darker surface and bright areas around the pores. Hydrophobic com-
pounds present in the HPO and TPI fractions probably adsorb onto the membrane surface,
modifying membrane surface properties. Likewise, fewer pores are visible in Figure III.4c
and Figure II1.4d, implying that HPO and TPI fractions probably lead to standard blocking
phenomena [65], [169]. To further understand these observations, membrane flux evolution

with time was studied in Figure IIL5.
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Figure IIL.5 - Normalized flux against specific permeate volume during filtration of (a) colloids (C),
hydrophobic (HPO) and transphilic (TPI) fractions and (b) mixed fractions C+HPO, C+TP],
HPO+TPI and C+HPO+TPI for a constant TOC concentration of ImgC/L

As expected, Colloids play a major role in the fouling phenomena due to their size (hi-
gher than 100kDa) and their proteinic nature observed thanks to 3DEEM and THM-GC/MS
(Table II1.6) [109]. As reported in Figure IIl.5a and Table IIL.6, the Colloids fraction gene-
rated around 67 + 3% of flux reduction for a given filtered volume of 200L/m?. The flux
reduction curve associated with the Colloids filtration, shows a sharp fall at the very be-
ginning (filtered volume lower than 25L/m?), followed by a smoother slope. This tendency
is typical to initial pore blocking and cake formation on membrane surface in later phase
of the filtration, occurring when filtering molecules are larger than membrane pore cut-off
size [65], [204], [126]. Hence, this result confirms SEM observations (Figure I11.4b). Even if
their size is much lower than the membrane pore size, the HPO and TPI fractions present
fouling propensities while considered alone (Figure II1.5a and Table II1.7). This is consistent
with other studies that identified HPO and TPI fractions as responsible for standard pore

blocking mechanism due to their small molecular size and capacity for foulant-membrane
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and inter-foulant interactions [41], [53].

The HPO fraction presents higher fouling propensities than TPI with a mean flux reduc-
tion of 51 + 4% and 38 + 9%, respectively for a filtered volume of 200L/m? (Figure I1I.5a
and Table I11.7). This observation could be due to the hydrophobic character of the HPO
fraction (mainly consisting of polyaromatic compounds) which could lead to stronger inter-
actions with the hydrophobic polymeric membrane (PVDEF) [132]. Moreover, the HPO are
mostly constituted of aromatic fulvic and humic-like substances that are known to form su-
pramolecular associations through dispersive forces such as hydrophobic forces (Van der
Waals, 7-m) and hydrogen bridges [135]. This could happen during filtration where mole-
cules are increasingly concentrated near the membrane surface and where those supramole-
cular associations interact with the membrane and can contribute to pore blocking. Concer-
ning TPI, they generated less flux reduction due to their combined nature (transphilic). They
are consequently less subject to adsorption than HPO. Finally, fouling propensities of the in-
vestigated fractions might be classified as follows : C > HPO > TPI which is in accordance

with other studies [143].

Results from mixed fractions filtration tests confirm that mixing fractions impacts fou-
ling mechanisms since C+HPO, C+TPI and C+HPO+TPI present important flux reductions
equal to 67 + 1%, 70 + 3% and 63 + 1%, respectively, at a filtered volume of 200L/m?.
Despite its lower Colloids concentration (0.3mgC/L), the filterability of the three fraction
mix (C+HPO+TPI) was found to be similar to the mix of two fractions containing Colloids
(C+HPO and C+TPI, with 0.5mgC/L each) and to the single Colloids suspension (Img C/L).
(Figure IIL.5, Table I1I.2) The same observation can be made for the HPO+TPI mix, presen-
ting flux reduction equal to 37%, at a filtered volume of 200L/m?, which is really close to
the one observed for TPI alone (Figure III.5a and Table II1.7). This suggests that interactions
take place between the mixed fractions during filtration and modify DOM fouling behavior.
These resultats are in accordance with the study of Jermann et al. (2007) [65] which establi-
shed a fouling model from the results of mixed alginate and humic acids, where both sub-
stances interact together to form a more complex fouling layer associated with a synergistic

effect.
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3.2.2 Resistances in series model

In order to rationalize the fouling mechanisms during mixed fraction filtration, mixed
fractions fouling resistances (R¢), calculated using Eq. III.5 were compared to the resistance
obtained with the resistances in series model (Rgis). The RIS model states that each frac-
tion will generate independent resistances and the total resistance is the sum of these inde-

pendent resistances.

Table II1.7 — Single and mixed fractions filtration resistance (R¢) and their associated flux reduction
after 200L /m? filtration compared with the resistance calculated with the resistances in series model

(Rris)

Flux RRris calculated from

Synergistic effect (%

Fractions redl(l)ction (m. /k;)x 1015 s:‘)l:céi’,;ii frreascitslt(:rlll:e difference between R¢
8 (1/m)x10™ and Rys)

C 67 +1 9.4+09 19.6 +1.8 - -

HPO 51+4 22+04 45+0.8 - -

TPI 38+9 1.5+0.7 31+14 - -

C+HPO 67 1 49.£02 10.2 + 0.5 9.1+1.2 +13

C+TPI 70 +£3 49+0.7 10.2+0.2 81+15 +27
HPO+TPI 37+1 1.3+0.2 26+04 39+1.0 -30
C+HPO+TPI 63 +1 5.6 +0.2 11.6 £ 0.3 8.6 0.7 +35

As indicated in Table I11.7, during C+HPO and C+TP1 filtration, the RIS model gives lo-
wer resistance values than experimentally observed (9.1.10' and 8.1.10" 1/m, respectively)
with positive differences between R¢ and Rgis of 13% and 27%, respectively. These results
suggest that cake layer (Colloids) and standard blocking (HPO and TPI) mechanisms do
not occur independently and the fractions generate a synergistic effect towards membrane
fouling. Interactions within the fouling layer between TPI or HPO and the deposited colloid
compounds probably took place, decreasing cake layer porosity. Indeed, humic substances
are known to adsorb onto other types of compounds (polysaccharides, proteins), through
hydrophobic and electrostatic interactions [16]. The same observation can be made for the
C+HPO+TPI mix, with a higher synergistic effect than C+TPI and C+HPO (35%). This re-
sult is in accordance with LC-OCD results where aggregates were identified (Figure I11.3b).
In contrast, the HPO+TPI mix produced an antagonist effect with a lower experimental re-
sistance than the Rgis (negative difference of 30%). This might be explained by interactions
between the aromatic compounds in HPO and TPI (inter-foulant interactions). Their rela-
tive interactions with the membrane are then limited, despite their respective tendency to

generate standard blocking and higher HPO-HPO than HPO-TPI interactions highlighted
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by Miao et al. (2014) [143]. Hence, inter-foulant interactions play a major role in fouling me-
chanisms, since the HPO+TPI antagonist effect did not occur in the C+HPO+TPI mix, where
the maximum synergistic effect was observed. Regarding practical implications in full scale
MBR, these results suggest that beside the important role of macromolecular protein like
substances (Colloids) in fouling, the proportion of low molecular weight OM that might
interact with it is also an important factor and should be taken more into consideration re-
garding fouling understanding in MBR. Indeed, interactions, besides impacting cake layer

porosity, could impact foulant-membrane interactions during MBR cleaning procedures.

3.3 Membrane interactions through cleaning procedures

After the filtration run, cleaning steps were performed as described in section 2.4 (Table

I11.3). The flux recoveries obtained from the different cleaning strategies are reported in Table

IIL.8.
Table II1.8 — Flux recovery and resistances after cleaning steps
Fractions Fh::l::;(g:z Oa/of)ter Fé::;;i(;::‘yga(ﬁzr Total recovery (%)
C 12+3 23+2 35
HPO 14 +2 6+1 20
TPI 2+1 7+2 9
C+HPO 31+4 13+1 44
C+TPI 25+4 13+£2 38
HPO+TPI 13+1 8+1 21
C+HPO+TPI 25+3 1+1 26

Colloid fraction induced mainly reversible fouling with 12% of recovery thanks to relaxa-
tion and 23% for backwashing, ensuring an effective flux recovery of up to 35%. Practically,
the Colloids cake layer is mostly removed by the backwashing step [205]. Thus, air scouring
can help to maintain membrane permeability, but punctual backwashing is required. HPO
fouling is less sensitive to cleaning steps than Colloids fouling. The flux recovery obtained
after both cleaning steps was equal to 20%, due to their stronger interactions with the mem-
brane. This is also consistent with the HPO standard blocking mechanisms. However, about
14% of the flux was recovered after the relaxation, which is higher than that for Colloids.
Air scouring is thus very efficient on HPO fouling mitigation (Table IIL.8). TPI fouling is dif-
ficult to remove with relaxation (2%) and backwashing (7%) meaning that some functional

moieties (such as -NH; or COOH groups) from the TPI fraction have really strong interac-
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tions with the membrane. Furthermore, TPI were mostly removed by the backwashing step

rather than the relaxation step, as already observed for the Colloids fraction.

Concerning mixed fraction flux recovery, a significant increase in the cleaning effect can
be observed in comparison with single fractions, despite the global synergistic effect ob-
served during filtration (Table IIL.8). According to standard error, C+HPO and C+TPI sho-
wed similar flux recovery for both cleanings, with a global flux recovery equal to 44% and
38%, respectively (Table I11.8). C+HPO revealed a slightly higher flux recovery after relaxa-
tion than C+ TPI fouling, which is in accordance with the trend observed for HPO and TPI
alone. Interestingly, 13% of flux recovery was obtained after relaxation of the membrane fou-
led by HPO+TPI, which is higher than the expected value when considering HPO and TPI
alone. Interactions in suspension between these two fractions limit adhesion to the mem-
brane surface, which is in accordance with the results observed in section 3.2.2. Concerning
C+HPO+TPI, the observed flux recovery obtained from relaxation is in the same order of
magnitude as that observed for C+HPO and C+TPI and is higher than HPO+TPI (Table
I11.8). However, as shown in Table III.8, the maximum flux recovery was possible with a
simple relaxation while considering the C+HPO+TPI mix, minimizing the importance of

the backwashing step.

Fouling due to mixed fractions was more reversible than single fractions and was mostly
removed by relaxation. This is probably due to the interactions between the different frac-
tions, such as adsorption of HPO and TPI on the Colloids surface, leading to the modifi-
cation of foulant-membrane relationship. Hence, air scouring helps in mitigating reversible
fouling. Total flux recovery was not however reached, confirming that DOM promotes long
term irreversible fouling. Those results obtained with full-scale MBR DOM fractions confirm
the previously reported results obtained in lab-scale MBR [145], [126]. It was indeed de-
monstrated that interactions between DOM fractions impact also the interaction between
DOM and membrane, guiding the choice of fouling control strategy [65]. However, Zheng
et al. (2014) [53], found that mixed fractions promoted more irreversible fouling than single
Colloids fraction. Consequently, carbon mass balances were established to further unders-

tand the foulant-membrane link established during filtration tests.
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3.4 Carbon mass balances

In order to complete the MBR DOM fractions fouling study, TOC measurements were
done on each of the collected solutions (feed, permeate and cleaning solutions obtained
from cleaning). TOC results were used to evaluate the irreversible carbon deposited onto
the membrane after mechanical cleaning steps using a mass balance (Figure III.6). This was
chosen as an indicator to quantitatively characterize the results obtained during filtration

and after cleaning steps, and more specifically the irreversible fouling.
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Figure II1.6 — Carbon mass collected in the permeate (Mpermeate), the relaxation solution (Mretaxed),
the backwashing solution (Mpackwashed and that remaining on the membrane (Mjreversivle fOr a) single
fractions and b) mixed fractions

Figure III.6a shows that the Colloids fraction is the most rejected single fraction compa-
red to HPO and TPIL Indeed, 46%, 16% and 12% of the total filtered carbon was rejected
by the membrane for Colloids, HPO and TPI, respectively, confirming that Colloids are the
major foulants. Concerning Colloids, 94% of the retained Colloids were removed after both
relaxation and backwashing cleaning (16% and 78%, respectively), corresponding to 35% of
flux recovery after cleaning (Figure IIl.6a and Table 2.4). Hence, the cake layer formed by
Colloids (when filtered alone) is associated with reversible fouling, confirming the results
of section 3.3. In contrast, for HPO and TPI, only 55% and 63%, respectively, of the retai-
ned carbon is removed. In proportion, HPO and TPI are less retained than Colloids, but
are associated with more irreversible carbon since 45% and 37% of the deposited carbon,

respectively, cannot be removed by mechanical cleaning.

Concerning mixed fractions, despite their similar flux reduction to Colloids (Table IIL.7),

less carbon from C+HPO, C+TPI and C+HPO+TPI (36%, 28 % and 37%) is rejected by the
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membrane (Figure II1.6b), confirming the synergistic effect observed. Moreover, in propor-
tion, the retained carbon of the mixed fractions C+HPO, C+TPI and C+HPO+TPI is associa-
ted with more irreversible carbon than Colloids (53%, 64 % and 83%, respectively), despite
their good flux recoveries. Concerning HPO+TPI, 29% of carbon is retained by the mem-
brane, while the associated flux reduction is lower than other mixed fractions. Those results
imply that fouling is not a direct function of carbon mass, probably due to the specific fou-
lant/membrane and foulant/foulant interactions. However, carbon mass is a good indicator
to characterize the long term effect of the different classes of molecules contained in DOM
from MBR supernatant. Hence, single fractions when considered alone, can be easily re-
moved by mechanical cleanings even if HPO and TPI are preferentially adsorbed onto the
membrane surface due to their respective hydrophobicity and functional groups. However,
while mixed fractions are characterized by higher flux recoveries, they are associated with
more irreversible carbon deposition onto the membrane surface. It is therefore necessary to
follow DOM quantitatively and understand further the interactions between the different
molecule classes since they will determine the long term deposition onto the membrane

surface.

4 Conclusions

e Combining dialysis/XAD resins fractionation with analytical tools such as SDEEM, THM-
GC/MS and LC-OCD is of major interest to further characterize MBR supernatant poten-

tial foulants in terms of size, hydrophobicity and nature.

e Performing dead-end filtrations on single fractions, Colloids were identified as major fou-
lants causing cake fouling due to their size and proteinic nature. However, the cake layer
was easily controlled by relaxation. On the contrary, HPO and TP1I fractions have a minor
fouling effect, but are characterized by irreversible fouling which might play a major role

in long term fouling mechanisms.

e Filtration tests on mixed fractions highlighted the impact of foulant-foulant interactions
on fouling mechanisms. Indeed, when Colloids were mixed with fractions having less
fouling propensities (HPO, TPI or HPO+TPI), mixed fractions fouling propensities were
exacerbated. It is consequently of major interest to variables that take these interactions

into account in filtration models.
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e The study of fouling mechanical reversibility pointed out that foulant-foulant interactions
led to more flux recovery using relaxation, but more irreversible fouling. Hence, air scou-

ring and punctual chemical cleanings are sufficient, while backwashing is useless.

e Carbon mass balance results, demonstrate the fact that mixed fractions induce more irre-
versible fouling. Hence, it is a priority to quantify DOM to determine the long term effect

on the membrane in order to limit or delay this phenomenon.

e Thus, for practical implications, besides air scouring control, reduction of Colloids content
(protein like-substances) by choosing appropriate biological conditions and /or bio-floculation
could help in minimizing major fouling mechanisms. However, the proportion of low
MW compounds (humic-like substances) should also be taken into consideration to limit

interactions that could change cake layer porosity or foulant-membrane interactions.
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5 Implications et perspectives

Cette étude a permis de caractériser trois fractions (Colloides, HPO et TPI) de la DOM
contenues dans le surnageant du BaM de la STEP de La Grande-Motte, isolées suivant leur

taille et leurs propriétés d’hydrophobicité.

e La caractérisation par LC-OCD a permis de mettre en évidence le fait que les fractions
HPO et TPI étaient principalement composées de molécules de petite taille (1 kDa), tandis
que les colloides pouvaient atteindre jusqu’a 100 kDa.

e La 3DEEM et la THM-GC/MS, ont confirmé la nature hydrophile des colloides, qui sont
composés principalement de protéines, et la nature hydrophobe des HPO, composés quant
a eux de substances humiques majoritairement. Ceci rejoint les résultats de la littérature
(Chapitre I). Les TPI, qui sont peu décrits dans la littérature, étaient composés principa-
lement de groupements aromatiques et aliphatiques, en lien avec leur caractere intermé-

diaire d’hydrophobicité.

Les interactions entre composés, déja observées sur des molécules modeles, ont été confir-
mées dans cette étude [65]. Par conséquent, les molécules ne se comportent pas comme des
entités individuelles lorsqu’elles sont mélangées dans les boues activées. Il a été montré que
les mélanges de fractions engendraient des chutes de flux plus importantes que celles cal-
culées par le modéle de résistances en séries. De plus, les interactions composé/composé
modifiaient le comportement des fractions vis-a-vis de la membrane, induisant un colma-
tage irréversible plus important que lorsqu’elles sont seules en solution. Ces interactions
sont difficiles a intégrer dans les modeles de colmatage classiques, car les résistances du dé-
pot de chaque fraction ne peuvent étre additionnées (I11.7). Etant donné que le surnageant
contient un mélange de milliers de molécules, le développement de modeles prenant en

compte ces interactions est un challenge scientifique majeur.

Une alternative pour la maitrise du colmatage membranaire pourrait étre le controle de la
concentration ou des proportions des fractions de DOM. En effet, Zheng et al. (2014) [53] ont
déja évoqué l'intérét de réguler la concentration des biopolymeres (colloides), pour limiter
le colmatage. Pour cela il est possible d’intensifier I'étape de floculation/coagulation. Néan-
moins, il s’agirait de développer des solutions peu couteuses en terme d’investissement, de
fonctionnement et de produits chimiques (produits biosourcés a haute efficacité, couplage

avec tamis rotatif, gestion efficace des boues supplémentaires générées). Une autre solution
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serait de limiter la production « a la source » de ces composés en optimisant le paramétrage
« en temps réel » des opérations unitaires biologiques. Cela passerait par la mise en évi-
dence d’indicateurs de composés de la DOM, pour les identifier par taille et par nature, et
pouvant étre implémentés pour un suivi en ligne. Cette identification rapide de la compo-
sition de la DOM dans les bassins de boues activées pourrait permettre d’implémenter un
controle/commande sur des parametres influengant la production des composés les plus

colmatants, tels que le SRT, le HRT ou encore le ratio F/M.

A ce jour, les indicateurs globaux suivis dans les stations d’épuration ne sont pas suffi-
sants pour discriminer les différents types de DOM. Tandis que les méthodes analytiques
classiques utilisées pour la caractérisation de la DOM, sont lourdes en terme d’appareillage

et/ou d’interprétations des résultats, limitant ainsi leur application en ligne (Chapitre I).

Dans une revue récente sur la détection de la DOM par la 3DEEM dans les systemes de
traitement des eaux usées, Carstea et al. (2016) [4] ont montré la potentialité de 1'utilisation
de cette méthode dans le suivi en ligne. Néanmoins, il existe un manque de méthodes d’ex-
traction des données de fluorescence et de leur exploitation, limitant ainsi son application
directe. En effet, comme évoqué précédemment (Chapitre I), c’est une méthode qui, dans son
utilisation actuelle ne se suffit pas en tant que telle, ne donnant que des informations quali-
tatives ou semi-qualitatives (nature, concentration en fluorophores, indices de fluorescence).
Dans I'étude présentée dans le Chapitre 111, les spectres de 3DEEM obtenus sur les différents
fractions (Colloides, HPO et TPI) ont confirmé que les Colloides fluorescent principalement
dans les Régions de fluorescence I+II et IV, correspondant aux protéines aromatiques et aux
produits microbien solubles. Tandis que les Régions III et V, correspondant aux substances
de type humiques et fulviques, sont caractéristiques des molécules hydrophobes et trans-
philiques. Ainsi, dans la suite de ces travaux de these, ces indicateurs et leur potentialité

pour le suivi en ligne de la DOM pour I'étude du colmatage seront étudiés.

124



CHAPITRE III. CHARACTERISTICS AND FOULING BEHAVIOR OF DOM FRACTIONS
IN A FULL-SCALE SUBMERGED MBR FOR MUNICIPAL WWT

3DEEM

Chapitre III 5% 700

E =5

& <

E 5 HPO et/ou

Colloides ‘g 3 2 TEl
[protsines figdrophiles) B = (substances humiques
200 hydrophobes)
400

Emission (nm)

Figure IIL.7 — Indicateurs de fluorescence spécifiques des fractions de DOM extraites a La
Grande-Motte
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Objectifs et approches du Chapitre IV

La 3DEEM n’ayant été utilisée que qualitativement dans le Chapitre III, il est apparu inté-
ressant d’essayer de lier les informations extraites de ces spectres a des valeurs quantitatives
obtenues par des techniques classiques d’analyse de la DOM. Plusieurs techniques ont ainsi
été utilisées en parallele de la 3DEEM : les méthodes colorimétriques de Lowry modifiée
et de Dubois (quantification des protéines et polysaccharides, respectivement), ainsi que la
LC-OCD-OND (Chapitre II). Cette derniere permet, par le couplage d’'une chromatographie
liquide et une détection du carbone et de 1’azote organiques (LC-OCD-OND), de séparer et
quantifier les composés de la DOM tels que : les biopolymeres (protéines et polysacharides,
> 20 kDa) et les substances humiques (d’environ 1 kDa). Ceux-ci ont donc des nature et taille
tres proches des composés fluorescents détectés dans les fractions isolées de DOM (Chapitre

).

Pour réaliser cette étude, des échantillons de surnageant de boues activées et de perméat
ont été prélevés dans le BAM de La-Grande-Motte et analysés via les quatre méthodes de
caractérisation de la DOM citées ci-dessus. Pour estimer 1’existence de liens entre les para-
metres issus des méthodes analytiques, une analyse statistique a été réalisée (Chapitre II).
Les analyses de 3DEEM, Lowry modifiée et de Dubois ont été faites a 'lEM, tandis que
les mesures de LC-OCD-OND ont été réalisées par Jacqueline Traber et Wouter Pronk a
I'EAWAG (Suisse), au travers d'une collaboration fructueuse ayant menée a la publication

d’un article scientifique publié en 2017 [6].
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Three-dimensional excitation and emission fluorescence (3DEEM)
for quick and pseudo-quantitative determination of protein- and

humic-like substances in full-scale Membrane BioReactor (MBR)

Céline Jacquin', Geoffroy Lesage’, Jacqueline Traber?, Wouter Pronk?, Marc Heran!
IEM (Institut Européen des Membranes), UMR 5635 (CNRS-ENSCM-UM), Université de
Montpellier, Place E. Bataillon, F- 34095, Montpellier, France.
’Eawag, Swiss Federal Institute of Aquatic Science and Technology, P.O. Box 611, 8600

Diibendorf, Switzerland.

Abstract

The goal of this study is to help filling the research gaps linked to the on-line appli-
cation of fluorescence spectroscopy in wastewater treatment and data processing tools sui-
table for rapid correction and extraction of data contained in three-dimensional fluorescence
excitation-emission matrix (3DEEM) for real-time studies. 3DEEM was evaluated for direct
quantification of Dissolved Organic Matter (DOM) fractions in full-scale MBR bulk superna-
tant and permeate samples. Principal Component Analysis (PCA) was used to investigate
possible correlations between conventional modified Lowry and Dubois methods, Liquid
Chromatography coupled to Organic Carbon and Organic Nitrogen Detection (LC-OCD-
OND) and 3DEEM. 3DEEM data were analyzed using the volume of fluorescence (2(i)) pa-
rameter from the Fluorescence Regional Integration (FRI) method. Two mathematical cor-
relations were established between LC-OCD-OND and 3DEEM data to quantify protein-
like and humic-like substances. These correlations were validated with supplementary data
from the initial full-scale MBR, and were checked with samples from other systems (a se-
cond full-scale MBR, a full-scale conventional activated sludge (CAS) and a laboratory-scale
MBR). While humic-like correlation showed satisfactory prediction for a second full-scale
MBR and a CAS system, further studies are required for protein-like estimation in other
systems. This new approach offers interesting perspectives for the on-line application of
3DEEM for DOM quantification (protein-like and humic-like substances), fouling predic-

tion and MBR process control.
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1 Introduction

A major limitation for the widespread application of Membrane Bioreactors (MBR) is
membrane fouling [31], [39]. Indeed, this reduces plant productivity, shortens membrane li-
fetime, increases energy consumption and the need for chemical cleaning [127], [157]. Strate-
gies have already been established to control reversible fouling caused by particles and flocs
deposited onto the membrane surface (e.g. relaxation, backwash, air scouring) [20]. Howe-
ver, those strategies are not fully efficient for molecules that can adsorb onto the membrane
surface and inside the pores, causing irreversible fouling. Additionally, those substances can
provide a substrate for biofilm development [169]. Thus, the understanding and control of

irreversible fouling is essential for the long-term and sustainable operation of MBR [27], [22].

Molecules which promote irreversible fouling are mostly organic, colloidal or soluble
compounds, present in the liquid phase, also referred to as bulk supernatant or dissolved
organic matter (DOM) [206]. The organic compounds present in the DOM may originate

from the influent, but most of these compounds are generated within the bioreactor by the
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biomass activity [76]. Usually, extracellular polymeric substances (EPS) are defined as bio-
logical reaction by-products and which can occur either attached to microbial cell surfaces
or flocs (bound EPS) [22], [63], or dissolved in the liquid phase (dissolved EPS). Dissolved
EPS are also referred to as soluble microbial products (SMP) [207]. More precisely, SMP are
the “pool of organic compounds that are released into the solution from biomass growth and
decay” such as polysaccharides, proteins, humic acids or nucleic acids [153], [2], [208]. Many
research groups agree that SMP are one of the main MBR foulants and the major source of
dissolved organic carbon in MBR bulk and permeate [96]. But, due to DOM complexity, this
statement is still controversial and the exact composition of the DOM responsible for mem-
brane fouling remains relatively unclear. Thus, in order to increase knowledge about DOM
in MBR bulk, efficient and easy-to-use characterization tools, that could be used on-line,
have to be developed. Such advanced tools will contribute to a better understanding of the
origin of foulants in MBR, the contribution of SMP in DOM, or even the ambivalent role of

Natural Organic Matter (NOM) in MBR processes in general.

Numerous methods were developed to characterize DOM occurrence and concentration.
In many studies the well-known photometric methods of Dubois [26] and modified Lowry
[25] are used to quantify polysaccharides and proteins, respectively [161], [96]. However,
these methods could be subject to interferences by other compounds from the biological
matrix and do not provide any information about other DOM components including humic-
like substances (which can be from terrestrial and microbial origin) and nucleic acids [154].
Nowadays, DOM size fractionation and quantification are possible using a size-exclusion
liquid chromatography combined with organic carbon and organic nitrogen detection (LC-
OCD-OND) [5], [112]. This permits the separation of molecules according to their size and
the quantification of their corresponding organic carbon and nitrogen concentrations. This
method is expensive and time- and labor-intensive, limiting its application and making its

on-line application unrealistic.

Another method for NOM characterization is three dimensional Excitation-Emission Ma-
trix (3DEEM) analysis [126]. It is quick, easy-to-use, non-destructive and does not require
complex sample preparation [100]. It is based on measuring the fluorescence of DOM samples
and provides spectra describing sample composition in terms of fluorophore-associated mo-

lecules, making it relevant for on-line acquisition [101]. However, Carstea et al. (2016) [4]
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highlighted the fact that there is a lack of methods for rapid correction and extraction of

3DEEM data, suitable for on-line measurements in wastewater treatment.

Indeed, Parallel Factor Analysis (PARAFAC) methods usually used for 3DEEM analy-
sis require a large number of spectra, while its use is time-consuming and not adapted to
on-line-measurements [93], whereas peak-picking methods restrict fluorescence informa-
tion, since only one excitation/emission intensity value is used for analysis. Furthermore, it
should be noticed that the direct quantification of fluorescent molecules using 3DEEM can
be of major interest for DOM investigation, but the development of this method is still in

progress.

In this study, MBR bulk supernatant and permeate samples, taken from a domestic was-
tewater treatment plant (WWTP), were analyzed with four DOM characterization methods :
modified Lowry, Dubois, LC-OCD-OND and 3DEEM. Principal Component Analysis (PCA)
was used to identify possible links between those characterization methods. Then, mathe-
matical correlations were proposed to simplify DOM investigation in a complex matrix
and enhance knowledge and comprehension of fouling in MBR WWTP. Additional samples
from three other systems : two full scale WWTPs (MBR and Conventional Activated Sludge
(CAS)) and one laboratory-scale MBR, were used to confirm the previously established cor-
relations. Finally, this original method was applied to calculate theoretical membrane reten-
tion rates from 3DEEM spectra integration for both humic-like and protein-like substances
and these values were compared with experimental membrane retention efficiencies calcu-

lated from LC-OCD-OND results.

2 Material and methods

2.1 Sample collection and preparation

The chosen reference MBR (named as MBR1) was included in the treatment line of a
WWTP from the Montpellier area, France (60.000 p.e) where biological nitrogen removal (ni-
trification /denitrification) and biological dephosphatation are performed. MBR1 was equip-
ped with a KUBOTA Submerged Membrane Unit® (SMU) (KUBOTA, Japan) flat sheet mi-
croporous membrane made of chlorinated polyethylene, with an average pore size of 0.2pm,

corresponding to the molecular weight cut-off (MWCO) of 3.5.10°Da. MWCO was estimated
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using Eq. IV.1 proposed by Erickson (2009) [199] :

Roin = 0.066MW1/3 (IV.1)

Where Rpin is the minimum radius of a molecule in nm and MW is its molecular weight

in Da.

As DOM is mostly generated by biomass, known to be sensitive to physical-chemical
parameters and operating condition variations, sampling was performed during a transi-
tory period (between May and November 2015) to ensure a large sample set corresponding
to important variations in terms of Temperature, Inlet flow rate, MLSS, HRT and SRT (Fi-
gures IV.1a and IV.1b). Indeed, this period includes the summer period (from mid-June to
early September 2015) where the population equivalent is multiplied by ten (inlet flow rate

increases from almost 2500m3/d to about 5000m?®/d) and is characterized by higher tempe-

ratures (Figure IV.1b).
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Figure IV.1 - Evolution over time during the sampling period (May to November 2015 of a)
BS-MBR1 MLSS concentration, HRT and SRT and b) inlet flow rate and temperature
MBR1 samples were taken directly within the MBR tank. Mixed Liquor Suspended Solid
(MLSS) concentrations were measured in duplicate using standard methods (APHA, 2005).
Then, prior to analysis, all biological reactor bulk samples were centrifuged (10min., 4000g)
and filtered through 1.2pm (7.5.10''Da) glass microfiber filters (Whatman GF/C) and these
samples were denoted as Bulk Supernatant (BS) to obtain BS-MBR1 samples. Permeate (P)

was taken at the outlet of the plant and referred to as P-MBRI1.

Following this, additional samples were used : BS’-MBR1 and P’-MBR1 refer to bulk su-
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pernatant and permeate samples of MBR1 during the winter season (January 2016); BS-
MBR2 and P-MBR2 refer to bulk supernatant and permeate samples from a membrane bio-
reactor WWTP (MBR2) equipped with ZeeWeed® 500D hollow-fiber membrane modules
(GE/Zenon, Canada), made of polyvinylidene difluoride (PVDF) and having an average
pore size of 0.04um; BS-CAS and E-CAS refer to bulk supernatant and effluent samples
from a Conventional Activated Sludge plant (CAS) (Table IV.1).

Finally, a laboratory scale hollow fiber MBR (labMBR) fed with synthetic substrate was
sampled. The substrate solution consisted of 250mgCOD/L sodium acetate, 250mgCOD/L
sodium propionate, 5mgCOD/L yeast mixture extract, 5mgCOD/L oleic acid and 190mg/L
NH4Cl. For this last system (lab-MBR), bulk supernatant, permeate and backwashing solu-

tion (BWS) were sampled (respectively called BS-labMBR, P-labMBR and BWS-labMBR).

Table IV.1 — Name and origin of samples

Bulk BackWashing
System/Samples ST Permeate/Efflue Solution
MBRI BS-MBR1 P-MBR1 -
60 000 p.e (May to November 2015)
MBRI BS’-MBR1 P’-MBR1 -
60 000 p.e (January 2016)
MBR2 BS-MBR2 P-MBR2 -
18 000 p.e (January 2016)
A
CAS BS-CAS E-CAS -
5000 p.e (January 2016)
labMBR BS-labMBR P-labMBR BWS-labMBR

2.2 DOM characterization

2.2.1 Colorimetric methods

The modified Lowry and Dubois methods [25], [26] were respectively used to quantify
protein (PN) and polysaccharide (PS) content in the bulk supernatant (BS) and permeate
(P) samples. All samples were analyzed in triplicate. BSA (Sigma-Aldrich, Germany, purity
> 98%, lyophilized powder) and D-glucose (Acros Organics, Belgium, anhydrous purity
99+%) solutions were used to calibrate the methods. Calibration solutions were analyzed

with TOC measurements, using a TOC-meter (TOC-CVS, Shimadzu, Japan).
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222 LC-OCD-OND

LC-OCD-OND analyses were performed according to the method described previously
[5]. All samples were passed through a size exclusion chromatographic column from To-
soh (Toyopearl TSK HW-50S, 250x20mm, with a separation range of 20kDa-100Da) with a
flow rate of Iml/min. A Phosphate-buffer (2 mM, pH = 6.6) was used as eluent. Phosphoric
acid (60mM, pH = 1.2) was used to strip out, firstly, the inorganic CO,. Then, the flow was
split into a special DONOX-reactor and into a Graentzel thin-film reactor. N-Compounds
were fully oxidized into Nitrate, whereas C-Compounds were fully oxidized into CO,. The
resulting CO, was quantified with a Siemens IR detector whereas; Nitrate was detected
with a UV detector at 220nm. LC-OCD-OND system calibration was performed using IHSS-
Standards of Humic and Fulvic Acids [209].

The LC-OCD-OND chromatogram shows five peaks which are directly linked to frac-
tions with different molecular weights (MW) in the dissolved phase [5], [108], and which
are generally defined as biopolymers (fraction A), humic substances (B), building blocks
(C), low molecular acids (D) and low molecular weight neutrals (E) (Figure IV.2b and Table
Iv.2).

Biopolymers are constituted of polysaccharides and proteins [210], [193]. Thanks to both
Organic Carbon (OCD) and Organic Nitrogen Detectors (OND), Dissolved Organic Carbon
(DOC) and Nitrogen (DON) concentrations were measured for all fractions. They can then
be used for the calculation of the concentration of proteins in biopolymers. Indeed, all DON
concentrations associated with the biopolymer fraction were assumed to be bound in pro-
teins. In other words, no other molecules can be associated with DON in the biopolymers
fraction. With an estimated C/N mass ratio of 3 for proteins, it is possible to calculate protein

percentage in the biopolymer fraction using Eq. IV.2 presented hereafter [5] :

BPOND x 300

Proteins in BP (%) = BP
oCcD

(IV.2)

Where :

Proteins in BP = Percentage of proteins within the biopolymer fraction (%)
BPonD = DON concentration measured in the BP fraction (mgN/L)

BPocp = DOC concentration measured in the BP fraction (mgC/L)
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For humic substances (HSocp) and building blocks (BBocp), the organic carbon concentra-
tions were added to give a new variable denoted HS+BBocp. Indeed, as shown in Figure
IV.2b, the HSocp signal is a shoulder of BBocp peak. Similarly, the LMWqocp variable has
been calculated by adding low molecular weight acids concentrations (LMW-Aocp) and
low molecular weight neutrals concentrations (LMW-Nocp) due to their size and MW un-

der 350Da.
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Figure IV.2 — Examples of a) 3DEEM spectrum and b) LC-OCD-OND chromatogram obtained for
BS-MBR1 samples

Table IV.2 —- 3DEEM and LC-OCD-OND response and their associated names and characteristics

3DEEM

Region I+I1 I v A" -
Abbreviation lll—)lf(e)gt]i;gzl\_/[ FA-likE3DEEM SMP-likE3DEEM HA-likE3DEEM -
EE’EZ?(‘)’I? Ex=200-250nm  Ex=200-250nm  Ex=250-350nm  Ex= 250-500nm )
Em=280-380nm Em=380-600nm Em=280-380nm Em=380-500nm
wavelengths
sesodatad it Fluorophores (OSBRI - Fluorophores
Characteristics aromatic-like associated with SMP-like associated with -
molecules fulvic acid-like molecules humic acid-like
. molecules molecules
(Tyrosine) (Tryptophane)
LC-OCD
Fraction A B C D E
. Humic g Low molecular
Name Biopolymers substances Building blocks weight acids Neutrals
Abbreviation BPocp/ HSocp BBocp LMW-Aocp Nocp
BPocp/onD
MW (Da) 7.5.10'1 - 20,000 ~ 1000 ~ 300-500 <350 <350
Final
. Alcohols,
Macromolecular - Degradation degradation aldehydes,
Characteristics Proteins and Humic acids and roducts from products of ketones
. Fulvic acids P organics but also /
Polysaccharides HS sugars and
released by 5 .
. amino acids
bacteria
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2.2.3 3DEEM

Fluorescence spectra were obtained in duplicate using a Perkin-Elmer LS-55 spectrome-
ter (USA) after sample dilution with pure water (Milli-Q, Millipore Co. Ltd) to avoid inner
filter effect (UVys4 absorbance lower than 0.1 1/m). The dilution ratio was determined after
measurements at successive dilution ratios, in order to limit overlapping signals [4]. The
scan ranges were set at 200-500nm and 280-600nm in excitation and emission respectively
to obtain a wide range of information about all organic compounds [3]. The scan speed was
fixed to 1000 nm/min and the increment to 2nm, while slit width was fixed at 10 nm in exci-
tation and emission. All spectra were normalized by the Raman area [211] and Milli-Q water
blanks were analyzed in the same conditions as the samples [212]. The 3DEEM response (Fi-
gure IV.2a) was divided into four areas, according to the following classification : aromatic
protein-like fluorophores (Region I+1I), fulvic acid-like fluorophores (Region III), soluble mi-
crobial product-like fluorophores (Region IV) and humic acid-like fluorophores (Region V)
[3]. Integration was carried out over the specific spectrum regions which correspond to spe-
cific fluorophores bound to fluorescent compounds (Figure IV.2a). This method permits all
the fluorescence information within each region to be taken into account. Hence, the Volume
of Fluorescence (&(i)) was calculated within the different fluorophore associated-regions (i)

reported in Table IV.2 [204].

This method enables a comparison of different samples and an analysis of the variations
in fluorescence, which reduces the calculation time using the raw matrix and requires no
advanced mathematical effort. Volumes of Fluorescence (2(i)) were calculated from the cor-
rected matrix, following the integration method according to Chen et al. (2003) [3] within

each region (i), applying Eq. IV.3

&(i) = MF(i) Z Z I(Nex, Aem) Alex Adem (IV.3)

ET €em

In which MF(i) is a multiplication factor, Alex is the excitation wavelength interval (ta-
ken as 2 nm), AXem is the emission wavelength interval (taken as 0.5 nm) and I(Aexz, Aem)

is the fluorescence intensity at each excitation-emission pair (Raman units).

&(i) normalization was necessary to compare values from different regions of the 3DEEM

response. To do so, MF(i) was calculated using Eq. IV.4.
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Areao
MF(i) = AT€Atot3DEEM (IV.4)
Arearegion(i)

With :

Areawosppem = Total spectrum area (nm?)

Arearegiony = Region (i) area (i) (nm?)

2.3 Statistical analysis

Statistical analysis was performed on DOM characterization data using Rstudio® soft-
ware. To highlight possible correlations between all the analytical methods, a FactoMineR
package Principal Component Analysis (PCA), including PCA normalization as default pa-
rameters, was used. This method reduces variable input complexity by generating new va-
riables or components [213]. PCA is a data mining technique that compresses all available
data into a small number of new variables called principal components. Those new variables
are obtained from geometric calculations in a space of p axis (the number of experimental
variables in this study) where the n individuals are plotted (the sampling day values in this
study). From this, the first axis was determined in order that the scatter plot was less de-
formed through orthogonal projection. The following axes were calculated the same way
but must be orthogonal to the first axis. The variance was calculated for each new axis and
its ratio with the number of variables was used as an indicator of representativeness also

referred to as the proportion of variance (Eq. IV.5) :

Variance

Proportion of variance (%) = (IV.5)

~ Number of variables (p)

To simplify correlation understanding, the two first principal components, that are asso-
ciated with the highest proportion of variance, were selected and used for graphical repre-
sentation. This descriptive tool was used to explore and visualize the multivariate data set
drawing vectors and allowed a quick understanding of possible inter-correlated variables.
Hence, small angles between vectors (arrows in Figure IV.3) confirm that corresponding va-

riables are strongly correlated.
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3 Results and discussion

3.1 Principal Component Analysis (PCA) of different analytical methods

A multi-dimensional analysis was performed to reflect the main correlations between

the variables defined by results from DOM characterization methods used in this study.
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Figure IV.3 — Principal Component Analysis (PCA) of Dubois, modified Lowry, LC-OCD-OND and
3DEEM analysis from MBR1 sampling campaign (from May to November 2015 (n=16))

Figure IV.3 shows the corresponding PCA applied to Dubois, modified Lowry, LC-OCD-
OND and 3DEEM analysis of BS and P samples taken from MBR1. This PCA is validated
since 69.38% (51.42% + 17.96%) of the variance of the data set was captured by two prin-
cipal components. Hence, the information contained in the DOM variables is described at
69.38% by two new axes (Axisl and Axis2). Axis 1 mainly results from the contributions
of five variables : BPocp, HS+BBocp, SMP-likespeem, FA-likespepm and HA-likespgey (with
contributions between 14.6 and 20.2%). Axis 2 mainly results of the contributions from four
variables : LMWocp, Prot1+2-likespgem, PNLowry and PSpypeis (with contributions between

20.4 and 30.0%) (Tables C.1, C.2, C.3, C.4 and C.5 and Figure C.1 in Supplementary data).

Several interesting correlations can be observed :

e The sum of humic substances and building blocks measured by LC-OCD-OND (HS+BBocp)
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and humic-like substances measured by 3DEEM (HA-likespggwm) are linked. This correla-
tion was expected and has already been shown in other studies [214], [112]. In addition,
Figure IV.3 also highlights a strong correlation between HS+BBocp, HA-likespgpm and
FA-likespggwm. It implies that the description of the fluorescence of HS+BBocp compounds
should be done with fluorophores present in both FA-like (III) and HA-like (V) 3DEEM
regions, which are regions of high signal intensity.

e Interestingly, HS+BBocp is correlated to biopolymers measured by LC-OCD-OND (BPocp).
Since BPocp are considered as DOM originating from microbial activity [5], this suggests
that HS+BBocp present in the WWTP bioreactor are mainly microbial products. This rein-
forces the view that DOM is dominated by organic matter originating from biomass acti-
vity [96].

e Biopolymers measured by LC-OCD-OND (BPocp) are strongly correlated with SMP mea-
sured by 3DEEM (SMP-likespgem), suggesting that BP contain proteins [108], [96]. Thus,
SMP-like fluorophores could be considered as protein indicators.

e Finally, the correlation between low molecular weight molecules measured by LC-OCD-
OND (LMWqocp) and polysaccharides measured by Dubois (PSpypeis) concentration sug-
gests that LMW are probably mainly composed of sugar and polysaccharide degradation

products which are quantified by the Dubois method.

Surprisingly, protein-like compounds in Region I+II measured by 3DEEM (Prot1+2-likespgrm,
Table 1V.2) do not present a strong correlation with BPocp. Biopolymers (BP) are compo-
sed of polysaccharides which do not have fluorescence properties and of proteins which
were expected to fluoresce in the Prot1+2-like region. This discrepancy could be explained
by the fact that proteins which fluoresce in the Protl+2-like region probably exist in col-
loidal form that would not be detected by LC-OCD-OND (because of the column separa-
tion range). Hence, Prot1+23pggm would be mostly associated with colloidal proteins, while
SMP-likespgem and BPocp are mainly associated with macromolecular proteins present in

the dissolved phase.

Concerning PNLowry, the PCA shows that protein content quantified by the modified Lo-
wry method is inversely proportional to LMWocp and PSpyp,is results. This could indicate
that a high content of protein corresponds to a low content of sugar and polysaccharides.
It can be assumed that modified Lowry method quantifies all proteins and peptides (small

proteins and protein degradation products) and is not suitable to clearly describe proteins
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contained in biopolymers in biological treatments.

3.2 Comparison of colorimetric methods and LC-OCD for proteins and polysac-

charides membrane retention estimation

In order to investigate the relevancy of modified Lowry and Dubois colorimetric me-
thods to accurately quantify proteins and polysaccharides ; PSpupois and PNpgwry concentra-
tions in bulk supernatant (BS-MBR1) and permeate (P-MBR1) were measured and compa-
red with the BPocp and LMWgcp concentrations. Moreover, to study the impact of mem-
brane filtration on PSpypois, PNLowry, BPocp (macromolecular proteins and polysaccharides)
and LMWocp (low molecular weight proteins and polysaccharides), their concentrations in
bulk supernatant (BS-MBR1) and permeate (P-MBR1) were measured and compared (Figure
IV4).
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Figure IV.4 — Colorimetric methods (PSpypois, PNLowry and LC-OCD-OND (BPocp, LMWocp) for
buld supernatant (BS-MBR1) and permeate (P-MBR1) samples taken between May and November
2015 (n=16). Error bars correspond to relative standard deviation (RSD)

Membrane retention of BPocp is visible since the concentration in the permeate is about
six times lower than in bulk supernatant. As the MWCO of a clean Kubota membrane has
been calculated at about 3.5 10°Da (average pore size of 0.2pm) and BPocp molecular weight
has been estimated between 20,000 Da and 7.5 10" Da (corresponding to liquid chromatogra-
phy conditions and to preliminary filtration at 1.2um, respectively), BPocp retention could

not only be explained by pore size exclusion. Indeed, other mechanisms probably occur such
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as the presence of a dynamic membrane formed by a biofilm which drastically decreases glo-
bal MWCO [17]. Other studies also identified the aggregation of small biopolymers leading
to two possible phenomena : higher MW aggregates can block pores or accumulate on the
membrane surface and are subject to less back diffusion from the membrane to the bulk

solution [215].

LMWocp (< 350Da) are retained at only 6% by the membrane. This fraction is composed
by slightly hydrophobic substances that could absorb onto a hydrophobic membrane sur-
face and pores (PVDF) explaining the small retention observed. But since LMW ocp concen-
trations are relatively high in the permeate flux, it is shown that a major part of this fraction

is not retained by the membrane.

As shown in Figure IV.3, PSpypois and LMWocp are strongly correlated. However, the
mean concentrations obtained with the two methods are not the same : LMWocp concentra-
tions are about half those of the PSppis concentrations in BS-MBR1 and P-MBR1 samples.
This could be explained by the fact that the Dubois method measures all polysaccharides
including, oligosaccharides polysaccharides and simple sugars [26], while LMWocp only
corresponds to low MW sugars. A high concentration of BPocp is expected to explain the
high PS concentration measured by Dubois. However, Figures IV.3 and IV.4 show no cor-
respondence between the two parameters. Hence, the Dubois method tends to overestimate
the polysaccharide concentration in the studied samples. Moreover, it should be noticed that
the relative standard deviations (RSD) of the Dubois measurements were calculated at 26%
and 32% for BS-MBR1 and P-MBRI, respectively. This indicates that the Dubois method,
which is a colorimetric method, is more sensitive to interferences, less consistent and less
specific than the LC-OCD-OND analysis with a RSD calculated at 4.6% and 5.2% for BPocp

and LMWocp, respectively.

The RSD values for PNLowry are even higher : around 115% and 71% for BS-MBR1 and P-
MBR1 respectively, which provides additional evidence that colorimetric methods are very
sensitive to interferences, especially in complex matrices like activated sludge and waste-
water [27]. Thus, these results indicate that photometric methods can be used to have in-
formation about polysaccharide and protein composition, but must be used with care for
an accurate determination of concentrations in biological matrices [154]. Moreover, colori-

metric methods are limited in terms of information on the character of the organic matter
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which could be relevant for membrane processes control.

3.3 Calibration of 3DEEM fluorescence for the determination of proteins

3.3.1 Calculation of protein concentration

As polysaccharides from BP do not fluoresce, dissolved protein contents were calculated
to accurately describe the correlation between BPocp and SMP-likespggm. All results below

the quantification limit (QL = 0.05mgC/L) were excluded.

Table IV.3 — Protein and polysaccharide contents calculated from biopolymers determined by OCD
and OND detection (BPocp,onp) for MBR1 samples

Sampling

Samples day DOC DON N/C Proteins Proteins Polysaccharides  Polysaccharides
mgC/L  mgN/L - % mgC/L % mgC/L

06-16-15 0.45 0.13 0.23 86 0.38 14 0.07
06-23-15 0.30 0.08 0.26 77 0.24 23 0.06

BS-MBR1 07-08-15 1.00 0.27 0.27 80 0.80 20 0.2
09-07-15 0.23 0.07 0.30 89 0.21 11 0.02
10-07-15 0.25 0.07 0.29 87 0.22 13 0.03
11-03-15 0.13 0.04 0.30 91 0.12 9 0.01
06-16-15 <QL 0.01 - - - - -
06-23-15 <QL - - - - - -

P-MBR1 07-08-15 0.09 0.03 0.33 100 0.09 0 0.00
09-07-15 0.08 0.02 0.25 75 0.06 25 0.02
10-07-15 0.08 0.02 0.28 75 0.06 25 0.02
11-03-15 <QL - - - - - -

Results listed in Table IV.3 show differences in terms of DOC, DON, Protein and Poly-
saccharide concentrations for samples taken before and after the membrane separation step,
confirming the high membrane retention of BP measured by LC-OCD-OND (BPocp,onD)-
Furthermore, it can be seen from Table IV.3 that the BP fraction is mostly composed of pro-
teins, on average 85% and 83% in BS and E samples, respectively. These high percentages
can be due to high shear stress in the MBR, leading to the release of proteins from microbial
flocs [208]. Furthermore, MBR1 was operated at relatively high SRT (up to 10 days), which
could lead to low polysaccharide concentrations and substrate limitation for biomass acti-
vity and thus increase the production of cellular debris often associated with proteins. This
phenomenon was amplified by the membrane retention that tends to concentrate slowly bio-
degradable macromolecules in the MBR. In Table IV.3, samples taken on 8 July 2015 show
a complete retention of polysaccharides. However, samples taken on the 7 September and 7
October 2015 correspond to a preferential retention of proteins with an enrichment of poly-

saccharides in the permeate. These observations could be explained by membrane fouling
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between two cleaning stages and SRT changes during the summer period [216].

3.3.2 Correlation between proteins determined by LC-OCD-OND and 3DEEM

Since a strong correlation between proteins from BPocp,onp and SMP-likespgev was
found with the PCA performed on MBR1 samples (Figure IV.3), SMP-like;pggm were plotted

against Proteins from BPocp,/onp (Figure IV.5) to confirm this trend.
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Figure IV.5 - SMP-likespgem versus proteins from BPocp,onp concentration from MBR1 samples
(n=9) (black squares) and additional samples from MBR1, MBR2, CAS and lab-MBR (red circles). BS,
P, E and BWS correspond to bulk supernatant, permeate, effluent and backwash solution,
respectively

Figure IV.5 shows two linear trends ; for fluorescence intensities below 6300 R.U.nm?, the
slope is equals to 22580 R.U.L.nm?/mgC (R? = 0.953) and for fluorescence intensities above
6300 R.U.nm?, the slope is equals to 5816 R.U.L.nm?/mgC (R?=0.965). The Pearson coef-
ficients and p-values are equal to 0.982 and 0.003 respectively for the low range, and 0.953
and 0.02 respectively for the high range, confirming that the correlations are significant. This
shows that for MBR1, fluorescence within the SMP region correlates well with the protein
content. The fact that the slope is not constant over the whole range could be explained by
the fact that fluorescence can be masked by other compounds, especially humic-substances
that are present in higher concentration (Figure IV.5) [107]. Hence, according to the fluores-

cence range, Eq. IV.6 and Eq. IV.7 should be used (Table IV.4) :

In addition, samples from MBR2, CAS and labMBR were also plotted in Figure IV.5 to
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validate the relevance of the correlation for other systems. Eq. IV.6 and Eq. IV.7 were used
to calculate the Proteins from BP using SMP-likespggm and the values were compared to the
proteins determined from BPocp,onp in Table IV.5.

Table IV.4 — Equations for Proteins from BP concentration calculation in low and high fluorescence
intensity, as determined for MBR1 (Figure IV.5)

Fluorescence intensity range
(R.U.nm?)

Equation for calculation of Proteins from BP concentration (mgC/L)

SMP —likesprem — 3310
22580

3500 < SMP-likespggm < 6300 [Proteins from BP] = (IV.6)

SMP — likespgrym — 5633

6300 < SMP-likespgem < 11400 [Proteins from BP] = £316

(IV.7)

Table IV.5 — Comparison of experimental and prediction of Proteins from BP data for additional
samples

Proteins as

SMP-

determined by . likespgent Pr(.)teins calculated from 3DEEM  RSD
BPocp/onp analysis R.U.nm? 58 Eq. I.6 and Eq. 1.7 (mgC/L) %
(mgC/L)
BS’-MBR1 0.22 6308 0.12 42
E’-MBR1 0.11 4934 0.07 31
BS-MBR1 0.67 6194 0.13 95
E-MBR1 0.35 5349 0.09 84
BS-CAS 0.20 5620 0.10 47
E-CAS 0.20 3528 0.01 128
BS-labMBR 1.30 3341 0.00 141
E-labMBR 0.03 458 - -
BWS-labMBR 1.17 4143 0.04 132

Results show that correlations established with MBR1 samples enable proteins in the ad-
ditional samples from MBR1 with a RSD of about 31-42% to be predicted. Differences could
be explained by the low loading rate and temperatures during the winter season which lead
to lower biomass activity and thus lower protein and SMP production within the MBR [96].
However, the prediction is still interesting to perform with the quick analysis of proteins
in samples using 3DEEM directly. For samples from other systems, the comparison between
experimental values of Proteins from BPocp,/onp and calculated values from SMP-likesprem
shows RSD values which are higher than 47% (Table IV.5). This implies that the DOM com-
position could be substantially different according to treatment systems, feedwater compo-

sition and operating conditions [207]. Hence, to apply this method to different systems, a
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new calibration would be mandatory.

3.4 3DEEM fluorescence calibration for humic-like substances

Humic Substances (HS) and Building Blocks (BB) compounds contain fluorophores ob-
served in FA-like and HA-like 3DEEM regions [217]. Hence, those two regions were com-
bined and a new combined fluorescence region was defined, called FA+HA-likespggm. Ad-
ditionally, a new area factor MF(FA+HA-like) was calculated with Eq. IV.4. The values of
FA+HA-likespgpm were plotted versus HS+BBOCD in Figure IV.6.
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Figure IV.6 - FA+HA-likespgpm versus HS+BBocp concentration from MBR1 samples (n=14) (black
squares) and additional samples from MBR1, MBR2, CAS and lab-MBR (red circles). BS, P, E and
BWS correspond to bulk supernatant, permeate, effluent and backwash solution, respectively

Figure IV.6 shows a good linear correlation between FA+HA-like3ADEEM and HS+BB3pgem
for MBR1 with a slope of 2471 R.U.L.nm?/mgC (R? = 0.910) over the entire concentration
range. The Pearson coefficient (r) and the p-value equal to 0.954 and 1.2.107, respectively,
confirm that the correlation is significant. As shown in Table IV.6, humic-like substances in
bulk supernatant and permeate from additional samples are of the same order of magni-
tude, which is explained by the low MW of humic-like substances (around 1000 Da) which
is 106 times smaller than the MWCO of MBR1 [133], [22]. Furthermore, it should be noticed
that the concentration range is higher for humic-like substances than for proteins, which
is clearly observed on LC-OCD-OND chromatograms (Figure IV.2). A large part of these

humic-like substances is considered to be of microbial origin [96] and these compounds
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could have an important role in fouling mechanisms,especially irreversible fouling, due to
their high hydrophobicity[132]. Hence, FA-like and HA-like regions are required to des-
cribe the HS+BB fluorophores in MBR1 accurately. FA+HA-likespgpm could be chosen as a
pseudo-quantitative indicator of the HS+BB fraction. HS+BB organic carbon concentration

can be estimated from FA+HA-likespgpm using Eq. V.4

FA+ HA — likesperm + 2588

[HS + BB] (mgC/L) = 5171

(IV.8)

Additional data from MBR2, CAS and labMBR are shown in Figure IV.6 in order to check
and validate the relevance of this correlation. Theoretical HS+BB concentrations have been

calculated from FA+HA-likespggpm using Eq. V.4 and are presented in Table IV.6.

Table IV.6 — Comparison of HS+BB determined from LC-OCD and calculated from
FA+HA-like3DEEM

HS+BBocp lfll?e Zi‘:}; HS+BB .calculated from 3DEEM RSD

(mgC/L) (R.U.nm?) using Eq. 1.8 (mgC/L) Y%

BS’-MBR1 3.51 6108 3.52 0.2
E’-MBR1 3.18 5934 3.45 6

BS-MBR1 3.36 5603 3.31

E-MBR1 3.54 4067 2.69 19
BS-CAS 2.79 5888 3.43 15
E-CAS 2.89 5365 3.22 8
BS-labMBR 4.27 2948 2.24 44
E-labMBR 1.26 525 1.26 0
BWS-labMBR 4.26 3124 2.31 42

The calculation of HS+BB concentration using Eq. V.4 shows good accuracy (RSD < 6%)
for MBR1 samples taken at a different period of the year and for E-labMBR, and satisfactory
accuracy (RSD < 19%) for other WWT systems (CAS and MBR). Bulk Supernatant (BS) and
BackWash Samples (BWS) from the lab-MBR show lower prediction accuracy (RSD > 42%)
of humic-like substances using 3DEEM integration. The high concentrations of humic-like
substances found in labMBR samples confirm that microbial humic-like substances are pro-
duced within the MBR by microbial activity since the synthetic feedwater of this pilot did
not contain any natural humic substances. These results prove the relevance of studying hu-
mic substances in MBR and confirm that 3DEEM could be applied to perform quick pseudo-
quantitative analysis of humic-like substances. Therefore, this method is considered suitable

for on-line applications.
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3.5 Examples of application for FA+HA-like;pggm and SMP-like;pgpm determi-

nation

The correlations described in sections 3.3 and 3.4 can be used to calculate membrane
retentions of proteins (BPocp/onp) and humic-like substances (HS+BBocp) using the in-
tegration of bulk supernatant and permeate sample 3DEEM analysis (FA+HA-likespgrm
and SMP-likespgem). These parameters are of major concern in full scale membrane sys-
tems since an online determination of these parameters could help operators to prevent ir-
reversible membrane fouling and thus permit an increase in membrane life time. Figure IV.7
shows the retention of proteins and humic-like substances calculated from LC-OCD-OND
analysis (Measured BPocp and HS+BBocp) and calculated from mathematical correlations
(Eq. IV.6, Eq. IV.7 and IV.8) based on 3DEEM analysis (estimated FA+HA-likespgrm and
SMP-likespgem) for different days of MBR1 operation.
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Figure IV.7 — MBRI retention efficiencies of a) humic-like substances determined by LC-OCD
(HS+BBocp) anf calculated from FA+HA-likesprgm and b) Proteins from BPocp,/ocp and Proteins
from BP concentration calculated from SMP-likesprem

Figure IV.7a) shows that the membrane retention of humic-like substances is well predic-
ted by the correlation established within this study. Indeed, the average difference between
the retention efficiency results obtained for HS+BBocp and FA+HA-likespggwm is low (< 7%).
Thus, FA+HA-likespggm is an interesting indicator for the online estimation of humic-like

substances in WWT systems and especially in membrane separation processes such as MBR.

Due to their low MW, humic-substances are expected to pass through the membrane. But,
interestingly, humic-like substances are retained at around 20% by a flat sheet membrane
with an average pore size of 0.2 pm, which is consistent with previous studies [185]. Seve-

ral explanations exist for the higher rejection of humic substances and have been reported
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by several research groups. In the first place, due to their high hydrophobicity, humic-like
substances are known to adsorb onto the membrane which can reduce the size of mem-
brane micropores [132]. They can also interact with the filtration cake formed by biopoly-
mers [145]. Furthermore, increased rejection can take place due to the growth of a dynamic
additional membrane (biofilm) that could decrease global MWCO [17]. Finally, humic acids
are known to form micelles leading to aggregate formation having a much larger size than

the individual molecules [137].

Figure IV.7b) also shows that the retention efficiencies calculated with BPocp and SMP-
likespgem are similar, with an average difference between the two methods of 4%. Hence,
3DEEM can be used to estimate membrane retention efficiency of proteins in MBR samples
in a quick and accurate way. Proteins are retained at around 77% due to their high MW
or their aggregation leading to cake formation [145]. The results above show that 3DEEM
fluorescence allows a reliable calculation of membrane rejections for proteins and humic-
like substances. This method can be used for a quick or on-line determination of membrane
specific foulants rejections in MBR systems, which could be a first step to develop a valuable
tool for process control and for further studies on the fouling behavior of DOM in full-scale

MBR.

4 Conclusions

e Within this study, an original method based on 3DEEM integration through the volume
of fluorescence (&(i)) was proposed to investigate DOM composition in real MBR for ur-
ban wastewater treatment. This rapid determination could be very useful for monitoring

online membrane fouling and thus, better control MBR process.

e Conventional colorimetric methods to measure proteins and polysaccharides concentra-
tion (modified Lowry and Dubois) must be used with care since they present a great deal

of analytical deviation and interference in real biological matrices.

e 3DEEM and LC-OCD-OND provide overlap data that can be correlated even if these me-
thods are based on different analytical principles : fluorescence properties and size sepa-

ration combined with organic carbon and nitrogen detection.

e Mathematical correlations between 3DEEM and LC-OCD-OND data have been establi-

shed for proteins and humic-like substances.

150



CHAPITRE 1V. 3DEEM FOR QUICK AND PSEUDO-QUANTITATIVE DETERMINATION
OF PROTEINS- AND HUMIC-LIKE SUBSTANCES IN FULL-SCALE MBR

e By comparing calculated and measured results for different WWT systems, this method
was found to be sensitive to the WWT system, scale and operating conditions. Hence,
depending on the studied systems DOM composition would be different and new cali-

bration will be required before using 3DEEM as a pseudo-quantitative method.

e The average difference of membrane rejection efficiencies calculated with LC-OCD-OND
and 3DEEM is around 7% and 4% for protein- and humic-like substances, respectively.
Hence, 3DEEM is a innovative, quick and accurate method to study fouling behavior of
DOM. This can potentially be used for on-line applications and is a promising method for

real-time fouling control of MBRs.
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5 Implications et perspectives

Cette étude a permis de montré que les méthodes colorimétriques de Dubois et Lowry
modifiée ne sont pas adaptées au suivi des polysaccharides et des protéines dans un BaM,
dt a la complexité de la matrice. Elle a également mis en évidence l'intérét de combiner les
analyses de LC-OCD-OND et de 3DEEM pour I'étude de la DOM présente dans le surna-
geant et le perméat d’'un BaM de la station d’épuration de LGM. Ainsi, il est possible de
quantifier les protéines issues des biopolymeres (Proteins from BP) et les substances hu-
miques (HS+BB), contenues dans ces deux matrices, en utilisant les calibrations établies sur
les volumes de fluorescence SMP-likespgpm et FA+HA-likespgpwm. Ces calibrations sont va-
lables tout au long de I'année malgré les changements de conditions opératoires liées aux

variations saisonnieres, amplifiant leur robustesse.
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Figure IV.8 — Validation des indicateurs de fluorescence spécifiques des fractions de DOM extraites
a STEP de La Grande-Motte et corrélations de quantification

Au-dela d"une information quantitative liée au volume des pics de fluorescence, les fluo-
rophores observés dans les spectres de SDEEM sont également reliés a la taille et ’hydropho-
bicité, comme ce qui a été observé Chapitre III et confirmé par cette comparaison avec la LC-

OCD-OND. Ainsi, les molécules qui contiennent des fluorophores de type SMP-like peuvent
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étre des indicateurs de colmatage externe, tandis que celles contenant des fluorophores de
type FA+HA-like sont des indicateurs de colmatage interne. Ces observations font de la
3DEEM un outil particulierement adapté au suivi de la DOM en donnant une information
quantitative, de taille et d’hydrophobicité, adaptée a 1’étude du colmatage, mais également
de l'origine de la DOM. Néanmoins, les corrélations établies sont site-spécifiques, car les
concentrations estimées par 3DEEM pour les échantillons prélevés dans d’autres systemes
(BaM de Baillargues, CAS de Saint Clément de Riviere et boues activées d"un pilote BaM
de laboratoire), montraient des différences majeures avec les résultats de LC-OCD-OND, en
particulier pour les protéines issues des biopolymeéres. Ceci est sans doute une conséquence
de la diversité de la DOM observée entre différents systemes [28], nécessitant ainsi la mise

en place et la vérification de nouvelles calibration pour chaque nouveau systeme étudié.

Toutefois, cette méthode de quantification par 3DEEM peut étre appliquée pour le suivi
de la DOM a LGM qui est une station d’épuration subissant des variations saisonnieres im-
portantes. Ceci en fait un cas d’étude particulierement intéressant pour le suivi de la DOM.
En effet, les variations des parametres opératoires subies par la biomasse active peuvent
avoir un impact considérable sur la concentration et la composition de la DOM, et par consé-
quent sur les propriétés colmatantes de ses composés (Chapitre I). Dans le Chapitre I, il a été
avancé que le controle de la présence des différentes fractions pourraient étre une facon de
maitriser le colmatage membranaire. Ainsi, le controle du colmatage pourrait passer par un
contrdle automatisé des conditions opératoires les plus influentes sur la DOM, c’est-a-dire
celles pour lesquelles un lien clair avec l'occurrence de la DOM aurait été établi et com-
pris. C’est dans cette perspective qu'une étude des liens entre les parametres opératoires, la

biomasse active et la DOM a été réalisée Chapitre IV.
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Objectifs et approches du Chapitre V

L’objectif de ce Chapitre consistait a mettre en évidence les liens existants entre les para-
metres opératoires et la présence de la DOM. En effet, celle-ci est principalement sécrétée lors
de l'activité bactérienne qui dépend fortement des conditions opératoires. Par conséquent,
les calibrations de 3DEEM réalisées dans le Chapitre IV ont été utilisées dans le Chapitre V
pour quantifier les Proteins from BP et les HS+BB, afin de suivre leurs concentrations dans

le surnageant des boues activées et le perméat de la STEP de LGM au cours du temps.

Cette étude a été menée dans le cadre du projet EnerMod (Agence de I'Eau, SAUR, Com-
munauté d’Agglomération de I'Etang de 1'Or) permettant d’avoir acces sans contraintes a
la STEP de la Grande-Motte, ainsi qu’aux données d’autosurveillance et de fonctionnement.
Des analyses régulieres ont pu étre réalisées toute I’année, pendant prés de 488 jours, de
fagon a suivre les variations des parametres opératoires, de la biomasse active et de la DOM
au cours du temps et de les mettre en regard les unes par rapport aux autres. Ceci a été fait
dans 1’objectif de conforter 1'utilisation de la 3DEEM (suite a la calibration) pour le suivi en
ligne de la DOM dans les BaM, dans le cadre de I'optimisation de la filtration membranaire.
En effet, le but de la mise en place de ces indicateurs serait de pouvoir limiter la présence de
composés influengant le colmatage, tels que les Proteins from BP ou les HS+BB, en asservis-

sant les parametres opératoires qui influencent le plus sur leur composition et concentration.
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New insight into the fate and fouling behavior of bulk Dissolved
Organic Matter (DOM) in a full-scale membrane bioreactor for

domestic wastewater treatment

Céline Jacquin, Noémie Gambier, Geoffroy Lesage, Marc Heran
IEM (Institut Européen des Membranes), UMR 5635 (CNRS-ENSCM-UM), Université de
Montpellier, Place E. Bataillon, F- 34095, Montpellier, France.

Abstract

Dissolved Organic Matter (DOM) and active biomass concentrations from a full-scale
membrane bioreactor (MBR) treating domestic wastewater, located in a tourist area were
investigated during a period of 488 days. Bulk DOM compounds are known to be major
membrane foulants in MBR. Active biomass activity, which depends on operating parame-
ter variations, is a major source of DOM, due to soluble microbial products (SMP) secretion.
Thus, to establish the link between DOM, active biomass concentration, operating condi-
tions, and later membrane fouling, heterotrophic and autotrophic bacteria were first quan-
tified using respirometric measurements. Comparing their evolution with operating para-
meters using Principal Component Analysis (PCA), SRT and temperature were identified
as the parameters with most impact on active biomass concentrations. In parallel, Proteins
from Biopolymers and humic substances (HS+BB) concentrations were quantified using the
3DEEM pseudo-quantitative method. Active biomass and DOM concentration fluctuations
were similar, confirming that DOM was mainly constituted by SMP produced by the active
biomass in the full-scale MBR, and consequently dependent on SRT and temperature mo-
difications. Interestingly, HS+BB were produced on average eight times faster than Proteins
from BP and therefore accumulated faster into the membrane despite their low membrane
rejection. Consequently, large amounts of HS+BB can accumulate in the long term MBR
operation, modifying the initial membrane properties. The membrane resistance evolution
was however mainly dependent on Proteins from the accumulation of Biopolymers that sho-
wed no fouling propensity modifications despite seasonal variations. As a consequence, this
study strongly emphasized the interest of using the 3DEEM pseudo-quantitative method
for on-line 3DEEM application in order to follow the full-scale MBR process and membrane

fouling.
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1 Introduction

Membrane fouling is a major limitation for the widespread application of Membrane Bio-
reactors (MBR) since it reduces wastewater treatment plant (WWTP) productivity and, in the
long term, damages the integrety of the membrane [31], [39]. Numerous studies have focu-
sed on membrane foulants and the identifaication of fouling mechanisms to understand and
control this phenomenon [132], [29], [16]. As the activated sludge is a very complex matrix
in contact with the membrane, fouling mechanisms in MBR are difficult to understand [218].
However, bulk supernatant colloidal and soluble organic fraction, commonly referred to as
bulk Dissolved Organic Matter (DOM), has been identified as a major foulant [206]. Depo-
sition mechanisms are mainly dependent on size and particulate fraction is easily removed
through mechanical actions (such as air scouring, backwashing or the use of mechanical
cleaning particles) [31], [219]. Thus, DOM, which remains in the low shear stress area close

to the membrane surface, is more prone to generate significant fouling [20], [21].

Bulk DOM is defined as a complex and heterogeneous mixture of three different classes
of compounds classified according to their origins ; Natural Organic Matter (NOM), Soluble
Microbial Products (SMP) and xenobiotic micropollutants [28], [220]. However, due to in-
tense biochemical processes in activated sludge, SMP are usually defined as main DOM

compounds [79], [96], [29]. Two SMP classes can be distinguished ; utilization-associated
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products (UAP) associated with substrate uptake and biomass growth, and biomass-associated
products (BAP), associated with biomass decay [221]. SMP dynamic changes therefore re-

flect the active biomass physiological and dynamic state.

Following both active biomass and DOM, is of major interest to further understand SMP
production and its consequences on membrane fouling. Indeed, one of the major challenges
in the study of membrane fouling is to describe the formation of membrane foulants [16].
This approach is necessary to implement strategies for fouling episode anticipation [114].
Active biomass is usually followed using MLVSS values [222], [223]. However, some studies
found out that MLVSS is not an appropriate indicator to properly quantify active biomass.
Indeed, Pajoum Shariati et al. (2013) [224], pointed out different biomass activities for similar
MLVSS values. Respirometric measurements can be used to quantify physiological activity
[225]. Combined with inhibitor injection, heterotrophic and autotrophic biomass activities
can be assessed [187]. However, no direct quantification was performed using respirometric
measurements. Concerning DOM, it is a complex mixture but mostly composed of poly-
saccharides, proteins and humic substances [84], [113], [81]. To quantify these constituents,
classical colorimetric methods are often used [26], [24]. Nevertheless, they were found not to
be relevant for DOM study due to important interferences [88]. Other methods such as three
dimensional excitation emission matrix fluorescent (3DEEM) are increasingly employed to
follow DOM evolution in wastewater systems [180], [4]. A recent study also highlighted
that three dimensional excitation emission matrix fluorescence (3DEEM) can be used for
Proteins from Biopolymers and humic substances and building blocks (HS+BB) quantifica-
tion and can potentially be used as an on-line indicator to describe more deeply DOM fate

and behavior [6].

Thus, to better understand the MBR process and fouling phenomena, a combination of
active biomass and DOM characterization methods may be considered [226]. Indeed, active
biomass, and consequently bulk DOM, depend on numerous factors ; feed wastewater, HRT,
SRT, temperature, cleaning procedures, etc [27], [84], since activated sludge is constituted of
an ecosystem constantly adapting to environmental conditions [150]. From this statement,
many studies tried to identify the influence of operating parameters or feeding conditions
on DOM composition. While comparing bulk DOM from MBR treating industrial waste-

water and MBR treating urban wastewater, Shen et al. (2012) [113] identified noteworthy
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differences. Other studies also identified differences depending on the studied system due

to fluoctuations in operating conditions or according to the season [59], [81], [114].

For fouling prediction, different authors identified links between DOM and membrane
fouling indicators [170], [171], [227], [172], [228]. For example, Rosenberger et al. (2006) [192]
observed a linear correlation between polysaccharides concentrations in the bulk superna-
tant and the membrane fouling rate (dR/dt). However, no direct link between DOM and
fouling at full-scale is available for all MBR. In order to better anticipate and control fouling
episodes, it is of major interest to clearly identify the possible links between active biomass

and DOM, as well as DOM fouling culprits [96], [132].

From these statements, this study focused on the DOM fouling behavior in a full-scale
MBR subject to seasonal variations and important transitory periods, due to its location
in a summer tourist area. MBR mixed liquor and permeate were sampled to quantify the
different active biomass populations and investigate their link with operating conditions.
DOM composition and variations were then determined using 3DEEM pseudo-quantitative
method and compared to active biomass variations. Using 3DEEM it was possible to calcu-
late DOM production rates and their accumulated mass per membrane unit in the full-scale
MBR operation. This original approach was used to evaluate the interest of using 3DEEM
monitoring with pseudo-quantitative analysis, in order to further understand and control

DOM membrane fouling in domestic WWTP.

2 Material and Methods

2.1 Studied MBR and samples

A full scale domestic WWTP equipped with MBR, located close to Montpellier, France,
was studied from March 2015 to July 2016 (488 days). The plant was started in 2012 and was
designed to treat 13,000m®/d of domestic wastewater. The WWTP was performing biologi-
cal nitrogen removal (nitrification/denitrification) and biological dephosphatation.

The WWTP is located in a tourist area where the population is sparse from October to May;
referred to as the low season (LS). During LS, the plant receives about 8,000 person equiva-
lents (p.e) and the average inlet flow rate is recorded at 2,230 + 590 m3/d. The population

increases slowly during the spring and sharply in the beginning of summer, marking the
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high season (HS) which takes place from June to September. During HS, the WWTP receives
up to 60,000 p.e. and the average flow rate at the inlet was recorded at 3,953 + 1,274 m3/d.
This WWTP was therefore designed with two biological reactor lines equipped with a com-
mon membrane separation step consisting in four MBR tanks : one biological reactor line is
used during LS and the two biological reactors lines are in use during HS. Table V.1 gives

the characteristics of biological reactors during both LS and HS.

Table V.1 — Characteristics of WWTP biological reactors

Reactors Volume for one biological Volume for two biological
treatment line (LS) (m3) treatment lines (HS) (m?3)

Anaerobic 600 1200

Anoxic 1000 2000

Aerobic 2850 5700

Membranes 330 (x4) 330 (x4)

Total 5770 10220

Between the LS and HS periods, transitory periods (TR) can be observed, which corres-
ponds to the progressive start-up of the second line before HS or its progressive closing
after HS. The four MBRs were equipped with KUBOTA Submerged Membrane Unit®(SMU
RW400) (KUBOTA, Japan) flat sheet microporous membranes made of chlorinated poly-
ethylene (total surface of 16,240m?), with an average pore size of 0.2um. For this study,
only one of the four MBR was sampled. Hence, activated sludge samples and permeate
samples (Pypr) were regularly taken in the studied MBR tank and MBR outlet, respectively.
AS samples were then filtrated through a 1.2pm filter to collect bulk supernatant (BSypr). A
chemical cleaning solution was also sampled in June 2016 during the membrane chemical

cleaning stage (with HCl) and was named : chemical cleaning solution MBR (CCSygr).

Table V.2 — Samples name according to the sampling points

Bulk supernatant Permeate Chemical cleaning solution
BSmBr PumBr CCSmpr

2.2 Classical analytical methods

Activated sludge temperature was measured in-situ prior sampling, using a conductime-
ter equipped with a temperature probe (VWR, LF 330/SET). After each sampling period,
mixed liquor suspended solids (MLSS) and volatile suspended solids (MLVSS) were measu-
red according to standard methods (APHA, 2005).
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2.3 3DEEM fluorescence spectroscopy

3DEEM analyses were performed in duplicate using a Perkin-Elmer LS-55 spectrometer
(USA). To avoid the inner filter effect, the sample was diluted with pure water (Milli-Q, Mil-
lipore Co. Ltd) with a dilution ratio determined after measurements at successive dilution
ratios [4]. Excitation and emission wavelengths were set at 200-500nm and 280-600nm, res-
pectively [3]. The scan speed was fixed to 1000 nm/min and the increment to 2nm, while
slit width was fixed at 10 nm in excitation and emission. All spectra were Raman corrected
using a Milli-Q water blank following Zepp et al. (2004) procedure [184]. Examples of BSypr

and Pypr fluorescence corrected spectra are visible in Figure V.1.
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Figure V.1 - Fluorescent footprint of DOM present in the bulk supernatant (BSygr), permeate
(Pmpr) at day 458. Regions I+11, III, IV and V, correspond to the Prot1+2-like, fulvic-like, SMP-like
and humic-like fluorophores, respectively [3]

Spectra are divided into four areas defined by Chen et al. (2003) [3], corresponding to the

different group of fluorophores described in Table V.3.

Table V.3 — 3DEEM spectra regions and abbreviations

Associated Excitation/Emission Volume of fluorescence
fluorophore wavelengths abbreviation

I+11 Prot1+2-like Ex ii%%i%%f;Em Prot1+2-likespgem

| FA-like Ex ié%%i%%iﬁlam FA-likespgem

Y SMP-like Ex j%%i%%rr‘frnnm SMP-likesprem

% HA-like Ex 222358%%%%1?1% HA-likespgm

As previously observed in Jacquin et al. (2017) [6], DOM from BSygr was mostly com-
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posed of molecules having fluorophores in the four regions, while Pyr fluorescence was
mostly observed in Regions III and IV characterized by humic substances molecules (fulvic-
like and humic-like) (Figure V.3 and Chapter IV). Moreover, fluorescence intensities were si-
gnificantly lower in permeate. To estimate the fluorescent DOM retained by the membrane,
a subtraction was performed between the spectrum obtained from BSygr samples and Pypr
samples to generate a new spectrum called Rygr. This method allows a quick visual estima-
tion of DOM which was retained by the membrane and could therefore be implied in fouling

mechanisms.

From DOM spectra it is possible to calculate Proteins from Biopolymers (BP) and HS+BB
(humic substances and building blocks) concentrations in mgC/L by calculating the Volume

of fluorescence (2(7)) (Eq. V.1) and using Eq. V.2, Eq. V.3 and Eq. V.4 (Table V.4).

D(i) = MF(1) Z Z I(\, exAem)Alex Adem (V1)

ex em

ME(i) is a multiplication factor to compare the ¢(i) measured in the different regions
despite their different measured area, Alex is the excitation wavelength interval (taken as
2nm), Adem is the emission wavelength interval (taken as 0.5nm) and I(Aex,A\em) is the fluo-
rescence intensity at each excitation-emission pair normalized by the Milli-Q water Raman
peak area (Raman units) [211].

Table V.4 — Equations used for Proteins from BP and HS+BB concentration calculation using the
volume of fluorescence from SMP-like and FA+HA-like regions, respectively [6]

Vol ffl . . :
orume o7 FUorescence Equation for calculation of DOM concentrations (mgC/L)

range (R.U.nm?)

S]pr - lik63DEE1\4 - 3310

3500 < SMP-hk€3DEEM < 6300 [Proteins from BP] = 99530 (VZ)
6300 < SMP-lik < — Ui -
114010 C3DEEM [Proteins from BP] = SMP hk;g[l)gEM 0033 (V.3)
N ifi f — Ul
o specific range for (HS + BB] (mgC/L) = FA+ HA — likespeeym + 2588 (V4)

FA+HA-likespgem 2471
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2.4 Active biomass concentration measurements

To measure microbial community respirometric activity, AS samples were placed in an
aerated tank for 24h without any external substrate input, to ensure an endogenous state. AS
were then transferred into a sealed bottle (250mL), where the dissolved oxygen was moni-
tored using a Dissolved Oxygen (DO) sensor (Oxi 340i, WTW, USA) to calculate the oxygen
uptake rate (OUR). The first step consisted of the endogenous OUR measurement (OURy),
corresponding to the total active biomass respirometric activity. Afterwards, 2mL of NaClO3;
(Nitrite Oxidizing bacteria or NOB inhibitor, 280.8g/L) were added to the sealed bottle to
measure heterotrophic bacteria and Ammonium oxidizing bacteria (AOB) respirometric ac-
tivity (OURp4a0B). The same procedure was used to determine heterotrophic bacteria and
NOB respirometric activity (OURp.NoB) injecting 0.4mL N-Allylthiourea (6.25g/L) (AOB
inhibitor) instead of NaClOs. From the calculated OURs, according to the ASM3 model and
using Eq. V.5, Eq. V.6 and Eq. V.7 it was possible to estimate heterotrophic bacteria, AOB and

NOB concentrations ; Xy, Xa0p and Xnog, respectively [229], [230].

_ OURpyNnoB + OURp 1108 — OU Ry

o (1= fai)bu x 1.42 (V.5)
OURtot - OURH+NOB
X = v
Aon (1 — fei)baop x 1.42 (V.6)
OURot — OUR[ 1 A0B
Xnos = 7
Now (1 = fzi)bnop % 1.42 (V7)
OU Ryt = Endogenous OUR of all active biomass (mgO?/L/h)

OU Ryusnos = OUR from heterotrophic bacteria and NOB respiration (mgO,/L/h)
OU Ryi+a0B = OUR from heterotrophic bacteria and AOB respiration (mgO,/L/h)

fxi = Inert DOC fraction generated by biomass lysis (=0.2)
by = Death coefficient of heterotrophic bacteria (=0.2 1/d)
bAOB = Death coefficient of AOB (=0.151/d)

bNOB = Death coefficient of NOB (=0.151/d)

XH = Heterotrophic bacteria concentration (g/L)

X AOB = AOB concentration (g/L)

XNOB = NOB concentration (g/L)
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The total active biomass concentration (Xit) was then calculated using the following

equation (Eq. V.8) :

Xiot = X + Xaos + XnonB (V.8)

2.5 DOM production rate and membrane accumulation calculation

To compare the production rates of Proteins from BP and HS+BB in the bulk supernatant,

their production rate ratios were calculated using Eq. V.9 [231].

'HStBB _ _ _ SHS1BB (1 - MRpsipp)Cr +1 (V.9)
T Proteins fromBP SProteinsf'romBP (1 - MRProteinsf'romBP)CF +1 -

With :

r = Production rate of DOM compounds (HS+BB or Proteins from BP) (mg/L/h)
M R = Rejection rate of DOM compounds (HS+BB or Proteins from BP) (%)

S = HS+BB or Proteins from BP (mgC/L)

Cr = Concentration factor (SRT/HRT)

HS+BB and Proteins from BP accumulation onto the membrane were calculated over time

using Eq. V.10.

Ccn+1

Accumulation (g/ m2) = Z
CcCyp

SxMRprX

1
T dt (V.10)

With :

Accumulation = HS+BB or Proteins from BP accumulated mass per membrane unit (g/m?)

S = HS+BB or Proteins from BP concentration (g/m?)
MR = Membrane retention (%)

Qp = Permeate flux (m3/d)

A = Membrane surface (m?)

dt = Time step for accumulation calculation (d)

CCh = First day after chemical cleaning (d)

CCnn = Last day before following chemical cleaning (d)
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2.6 Operating parameters and membrane fouling rate

Operating parameters were obtained from the WWTP daily monitoring. Hence, daily in-
let flow, permeate flow and sludge extraction flow were used to calculate the sampling days
Organic Load (OL), Nitrogen Load (NL), Organic Loading Rate (OLR), Hydraulic Retention
Time (HRT) and Sludge Retention Time (SRT). The membrane permeability assessment time
step was set to 10min. Membrane permeability values were consequently used to calculate

membrane resistance using the Darcy law (Eq. V.11).

I20°0) = - AP (V1)

(20°C) x Ry,
Avec :

J(20°C") = Membrane flux (m3/m?/s)
AP = Transmembrane pression (Pa)
1(20°C') = Water viscosity at 20 °C (Pa.s)

Rm = Membrane resistance (1/m)

2.7 Statistical analysis using Principal Component Analysis (PCA)

To study the impact of environmental parameters on active biomass communities, Prin-
cipal Component Analysis (PCA) was performed using the FactoMineR package from RS-
tudio ®software. The PCA is a statistical method allowing the representation the studied
variables as an arrow in a 2D space calculated from all variables. PCA representativeness is
estimated by calculating the total variance, represented by the two generated axes (princi-
pal components). Small angle between the arrows of variables indicates strong correlation

between the variables represented by these arrows [108], [213].

3 Results and discussion

3.1 Membrane bioreactor operating conditions

Figure V.2a shows LS, HS and TR periods and their corresponding reactor volume, high-
lighting the second line start-up or closure. Interestingly, temperature variations followed
the reactors volume trend, with minimum temperatures in winter (14°C) when the popu-

lation was sparse, and temperature rises in summer (31°C), corresponding to the peak of
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Figure V.2 - (a) Organic load (OL) (black circles), reactors total volume (blue line) and reactor
temperature (red triangles) evolution with time, (b) SRT (black triangles) and HRT (blue squares),
(c) Volumic loading rate (empty black circles) and massic loading rate (red circles) and (d) MLSS
concentration (green diamonds) evolution with time where white areas correspond to low season
(LS), blue areas correspond to high season (HS) and hatched blue areas correspond to transitional
phases

Population increase was measured through OL variations (Figure V.2a). This parameter
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was multiplied by 1.7 (1,500 to 2,700kgCOD/d) between April and July (2015/2016), jus-
tifying the second line start-up. This starting phase permitted better management of the
influent flow, since a relatively constant HRT and OLR could be maintained throughout the
all year (Figure V.2b and Figure V.2c). Before second line start-up, operators stopped sludge
removal to promote an MLSS concentration increase in anticipation of MLSS dilution due
to second biological tank filling. Moreover, through the MLSS increase, F/M ratio could
be maintained (Figure V.2a and Figure V.2c). However, a sharp MLSS decline still occurred
temporarily during the transitory periods (TR) before HS. Hence, the different periods, es-
pecially TR and HS periods, were characterized by unsteady conditions. Indeed, due to the
specific location of the WWTP, the operating parameters were constantly adjusted to the in-
fluent flow (i.e population variations). Parameters, such as temperature, were identified as
responsible for microbial community structure and metabolism modification [165]. This is of
major interest since changes in SMP concentrations and composition can impact membrane
fouling [81], [114]. From these statements, the active biomass variations were studied over

time and compared with operating parameter changes with times.

3.2 Active biomass evolution

The respirometric measurements were used to further characterize MLVSS composition.
Thus, active biomass concentrations were calculated according to their specificity : hetero-
trophic bacteria (Xg), ammonium oxidizing bacteria (Xaop) and nitrite oxidizing bacteria
(XnoB)-

Figure V.3 shows the active biomass variations over time and Table V.5 gives the mean

values according to the season.

Table V.5 — Mean values and standard deviation Xy, Xa0os and Xnos parameters in the different
periods (LS : low season, HS : high season and TR : transitory period)

Period LS HS TR

Xu (g/L) 0.61 +0.27 1.28 + 0.67 0.92 +0.53
Xaos (g/L) 0.23 +0.17 1.30 + 0.35 0.35 +0.22
Xnos (g/L) 0.18 £ 0.22 0.52 + 0.37 0.32 +0.25

The MLVSS fraction represented 74 + 5%, in average, of the total particulate organic frac-
tion present in the suspension (MLSS), which is one characteristic of activated sludge with
low F/M ratio (inert accumulation). Within the particulate organic matter, the active bio-

mass was measured at relatively low concentrations, especially during LS period. Indeed,
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Figure V.3 — Heterotrophic (Xg) (black squares) and autotrophic (Xaop et Xnop) (empty red
diamonds and green triangles) active biomass concentrations and MLVSS concentration (empty
blue circles) evolution with time. LS and HS correspond to low season and high season respecyively

the total active biomass represented 13 + 7% of the particulate organic fraction during LS,
compared to 27 + 9% in HS. MLVSS is therefore not an appropriate parameter to directly
quantify active biomass [224]. Heterotrophic bacteria were predominant as expected and re-
present around 8 + 4% and 17 + 8% of the particulate organic fraction during LS and HS,
respectively. These values were in adequation with OL increase (Figure V.2a) reported in

section 3.1.

On the contrary, autotrophic populations were in minority, in comparison with hetero-
trophic populations, but AOB population was generally measured at higher concentration
than NOB population (60 + 20% and 41 + 23% of the total autotrophic biomass, respecti-
vely). Due to their slow growing rate (jimax from 0.83 to 0.99 1/d) [32], autotrophic bacteria
concentrations, especially NOB, increased significantly at the beginning of a HS. This could
be explained by the SRT increase (up to 110 d) or by temperature increase stimulating the
growth of bacteria and boosting their activity (Figure V.2b and Figure V.3). Important active
biomass concentrations variations were therefore observed between the different periods
(LS, HS and TR), supporting the hypothesis that seasonal operating parameters change im-

pact active biomass population increase and reductions.

In order to find the parameters with the greatest impact on these variations, a PCA in-
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cluding active biomass concentrations and the operating parameters values was performed

(Figure V.4).
o
= -
SRT X,

To)

i
;\3 Temperature
—
g o Xa0B
ToST ~ =
~ MLVSS "™NOB
-3
Z NL

Lo |

<

G
<o
—
[ T T T
-1.0 -0.5 0.0 0.5 1.0

Axis 1 (50.65%)

Figure V.4 — Principal Components Analysis (PCA) for operating parameters (SRT, Temperature,
HRT, Cg MLVSS, NL and OL) and active biomass population concentrations (Xaos, Xnos, Xu)
corresponding to the sampling campaigns (April 2015 to June 2016 n=24)

The PCA (total variance represented = 66.16 %), shows that operating parameters didn’t
have the same impact on active biomass populations (Figure V.4). The small angle observed
between XaoB, Xnop and temperature variables, confirms that higher temperature induced
a higher autotrophic growth rate. NL also influenced autotrophic biomass, since more nitro-
gen is required for the autotroph metabolism. Surprisingly, the OL variable was not correla-
ted with the Xy variable. On the contrary, heterotrophic biomass was influenced by a higher
SRT, which is consistent with results in Figure V.3, where higher Xy concentrations were
observed during the transitory period or beginning of the HS period. The MLVSS variable
was badly represented in the PCA (short arrow), despite the small angles with autotrophic
biomass variables. Moreover, it was not correlated with Xy, confirming that MLVSS was not
appropriate to quantify active biomass. Finally, the Cr (SRT/HRT) variable, corresponding
to a concentration factor of inert compounds in the MBR [231], did not directly influence he-
terotrophic nor autotrophic biomass concentration. Thus, from PCA results, SRT and tem-
perature were the parameters of greatest influence on global active biomass populations,

while NL mostly impacted autotrophic biomass.
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3.3 DOM characterization, fate and fouling propensities

3.3.1 DOM fate in bulk supernatant

To detect the active biomass impact on DOM, Proteins from Biopolymers and HS+BB
concentrations in BSypr, used as DOM indicators, were normalized by dividing them by

the total active biomass concentration (Xiot).
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Figure V.5 — Evolution with time of the proteins from biopolymers (BP) concentration (blue circles),
humic substances concentration (green triangles) normalized by the total active biomass
concentration (Xiot)

As already observed by Sun et al. (2014) [81], humic substances were the main DOM
constituents in the MBR bulk supernatant (Figure V.5). Indeed, Proteins from BP were around
ten times less concentrated than HS+BB (humic substances). High HS+BB concentration is
typical to MBR possessing abundant microorganisms growing at endogenous stage (low
F/M), that produce BAP containing a large proportion of humic substances [79]. This is
confirmed by the relatively stable ratio between DOM and Xot concentrations during the
whole sampling period, despite the use of two different analytical methods (3DEEM and
respirometric assays). Consequently, most of the DOM compounds were secreted by mi-
croorganisms and belong to the SMP group, which is consistent with the study of Kuna-
cheva et al. (2017) [29]. Thus, humic-like substances detected by 3DEEM did not originating
from Natural Organic Matter (NOM), but were of microbial origin also referred to as micro-
bial humic-like substances [96]. Between April and May 2015 and 2016, despite a stable total

active biomass concentration (Figure V.3), important DOM peaks (for both Proteins from

172



CHAPITRE V. NEW INSIGHT INTO THE FATE AND FOULING BEHAVIOR OF BULK
DOM IN A FULL-SCALE MBR FOR DOMESTIC WASTEWATER TREATMENT

BP and HS+BB) were visible. However, no active biomass death or growth was involved in
these excessive DOM productions. They must be explained by F/M ratio drops observed
despite, the OL shocks before HS beginning (Figure V.2a and Figure V.2¢). In this specific
case, active biomass was under starvation, probably leading to SMP secretion that could
be explained by more cell lysis and more intracellular compound consumption under high

endogenous respiration [114].

Except for these peaks, DOM concentration variations were due to active biomass activity
changes. Thus, these variations were probably dependent on SRT and temperature, which
were identified as the parameters impacting most the microbial communities (section 3.2).
Besides DOM concentrations, it was reported that microbial community structure and me-
tabolism modifications also lead to fluctuations in DOM fouling characteristics [114]. For

example, Sun et al. (2014) observed that severe fouling occurred at lower temperatures [81].

3.3.2 DOM fouling propensities

To estimate DOM fouling propensities Rygr spectrum was calculated, following the pro-
cedure in section 2.3, and the HCI solution collected after a cleaning procedure (day 256)

was analyzed using 3DEEM (CCSygr) (Figure V.6).
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Figure V.6 — 3DEEM fluorescence spectra of the DOM retained by the membrane at day 458 (Rmgr =
BSwmer - Pmer) and the DOM present in the HCI chemical cleaning solution taken day 256 (CCSypr)

The Ryvpr spectrum (BSygr - Pyvpr) was characterized, as expected, by DOM fluorescing
in Region 1V, corresponding to SMP-like fluorophores used to quantify Proteins from BP
(Figure V.6). Due to their size (> 20kDa) Proteins from BP were in fact reported to be retained

by the membrane at around 77% in a previous study [6]. DOM fluorescing in Region I+II,

corresponding to Protl+2-like fluorophores, was also retained by the membrane. Hence,
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among DOM molecules, the one containing fluorophores in Regions IV and I+II could be

interesting indicators to study external fouling [40].

CCSwpr spectrum (Figure V.6) corresponds to the HCI cleaning solution used to remove
membrane irreversible fouling. In this case, only one fluorescence peak was observed in
Region V, corresponding to compounds having HA-like fluorophores. HS+BB compounds,
fluorescing in Region III and Region V, therefore had a significant contribution to the long
term fouling. This is consistent with literature results, since humic substances tend to adsorb

onto membrane surface due to their hydrophobicity [132], [92].
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Figure V.7 — Evolution with time of (a) Proteins from Biopolymers membrane retention (red bars)
and (b) HS+BB membrane retention (green bars)

Membrane retentions of the two DOM molecule classes were represented Figure V.7. In-
terestingly, no significant differences were observed between the LS and HS (Figure V.7a
and Figure V.7b). Thus, membrane retention is not sufficient to highlight DOM fouling pro-
pensity fluctuations over time as a function of operating parameters or seasonal variations.
Higher Proteins from BP membrane retention was visible (average value 54%) in compa-
rison with HS+BB (average value 13%). Despite higher concentrations, HS+BB membrane
retention was lower (between 0 and 25%), implying a different DOM biological production
rate. Thus, using Eq. V.9, it was possible to estimate the production rate of HS5+BB in com-

parison with Proteins from BP [231].

The calculated production rate ratio ranged from 1 to 24 (Eq. V.9), with an average value
of 8. HS+BB production rate was therefore 8 times higher than the Proteins from BP produc-
tion rate. This observation corroborates with the aforementioned hypothesis and strongly

emphasizes the impact of HS+BB on fouling mechanisms. With an average membrane re-
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tention of 13% and a mean concentration of 5.0mgC /L, around 0.65mgC of HS+BB per liter,
in proportion to the permeate flux, will accumulate onto and into the membrane. This re-
sult confirms the impact of HS+BB compounds in the long term fouling, despite their low
membrane rejection. On the contrary, Proteins from BP production rate is lower as well as
their concentration. This is probably due to the low F/M, leading to protein consumption
[114]. However, these compounds are more rejected by the membrane and can consequently
have an important impact on membrane fouling due to their size [53]. To further understand
the effect of DOM on MBR fouling, these results were compared with membrane resistance

trends over time.

3.4 Membrane fouling and DOM accumulation

Membrane fouling dynamics can be observed through the evolution with time of the
mean daily membrane hydraulic resistance (1/m), as shown in Figure V.7. The membrane
hydraulic resistance varied from 4.6x10!! to 4.6x10'2 1/m and was controlled by the conti-

nuous supply of air membrane process and chemical cleaning (CC).
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Figure V.8 — Mean daily resistance evolution with time (black squares) and sampling day (red
circles). Numbers correspond to the sampling days. Chemical cleaning (CC) with HCI and bleach
are reported with black arrows

During the sampling period, four chemical cleaning operations were performed (CCl,
CC2, CC3 and CC4). From CC1 to CC3, membrane resistance increased with time between

two cleanings. These filtration periods were qualified as Phase 1 (CC1-CC2) and Phase 2
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(CC2-CCB). Surprisingly, between CC3 and CC4, membrane resistance decreased with time.
This trend is abnormal in comparison to classical membrane resistance evolution [2]. Thus,

only Phase 1 and Phase 2 were studied in the subsequent steps of the study.

To understand membrane fouling dynamics as a function of DOM compounds and ope-
rating parameters during Phase 1 and Phase 2, different indicators were investigated as
already done in other studies [170], [171], [227], [172], [228], [192]. Consequently, Proteins
from BP and HS+BB concentrations were plotted against the fouling rate. However, no cor-
relations were highlighted (Figure D.1 in supplementary data). The same procedure was
followed with their respective membrane retention since, hypothetically, only the retained
fraction will impact membrane filtration. In this case, no direct link was highlighted either
and as no direct link was observed with membrane resistance. These observations empha-
size the complexity of membrane fouling mechanisms, which cannot be directly linked to
a concentration. From this statement, PCA investigations were performed, including para-
meters such as SRT, temperature, membrane fouling rate and DOM concentrations (Figure
D.2 in supplementary data). But, once again no clear correlations were identified between
membrane fouling and DOM compound variables. Consequently, due to their dissolved na-
ture (uniform concentration in the total bulk supernatant) and according to their membrane
retention, HS+BB and Proteins from BP accumulation onto the membrane were calculated
over time using Eq. V.10. This equation hypothesizes that each liter of bulk supernatant fil-
tered by the membrane will bring a DOM mass equal to its concentration onto membrane

surface. However, only the rejected fraction could be accumulated on the membrane surface.

DOM accumulations were therefore represented as a function of membrane retention in
Figure V.9. Interestingly, about 5g/m? and 7 to 26g/m? of Proteins from BP and HS+BB, res-
pectively, were calculated. Consequently, internal fouling due to HS+BB cannot be neglected
in membrane fouling studies and for control optimization, due to high HS+BB concentra-
tions and production rates (section 3.3.2). Despite a lower accumulated amount of Proteins
from BP (around 5g/m?), the trend between both filtration phases is identical. This could
mean that membrane resistance was mostly dependent on Proteins from BP deposition. For
both phases, accumulation sharply increased with no effect on membrane resistance, but
after an accumulation of 4g/m?, membrane resistance drastically increased. This phenome-

non was also visible in Figure V.8, corresponding to the classical TMP jump observed in

176



CHAPITRE V. NEW INSIGHT INTO THE FATE AND FOULING BEHAVIOR OF BULK
DOM IN A FULL-SCALE MBR FOR DOMESTIC WASTEWATER TREATMENT

(a) (b)
304 30 - .
o Accumulation Phase 1 [CC1-CC2] o Accumulation Phase 1 [CC1-CC2]
1 ® Accumulation Phase 2 [CC2-CC3] 1 ® Accumulation Phase 2 [CC2-CC3]
254

N
(92}
1

N
o
1

20

15

o- {
“M 5 g:ﬂfﬁ

0.0 2.0x10"4.0x10"6.0x10''8.0x10""1.0x10"*1.2x10" 0.0 2.0x10"4.0x10"6.0x10''8.0x10""1.0x10'21.2x10™
Membrane resistance (1/m) Membrane resistance (1/m)

-
o
1

Proteins from BP accumulation (g/m?)
o o
1 n 1
HS+BB accumulation (g/m?)

0

Figure V.9 - (a ) Proteins from BP and (b) HS+BB accumulation as a function of membrane
resistance for the filtration phases between CC1 and CC2 in blue [CC1-CC2] and between CC2 and
CC3in red [CC2-CC3]

MBR studies. It can be explained by a two-step process, first a gradual deposition of dissol-
ved foulants (SMP), followed by cake formation that could be due to SMP accumulation or

to biofilm consolidation [232], [88].

No impact of seasonal variations was observed on Proteins from BP fouling propensities
since the trends were similar for both phases. On the contrary, a greater accumulation of
HS+BB was observed during Phase 2. It indicates that HS+BB fouling propensities could
vary over time, but will not significantly impact membrane resistance. Thus HS+BB fouling
cannot be monitored using only a membrane resistance indicator. This strongly suggests the

interest of using 3DEEM for on-line monitoring to further understand membrane fouling.

4 Conclusions

e Low active biomass concentrations were measured even during the high season, confir-
ming that MLVSS concentration was not a relevant indicator to estimate and follow active

biomass concentration in an MBR plant.

e SRT and temperature were identified as the parameters most influencing the microbial

ecology and its associated production of by-products (SMP).

e Using a pseudo-quantitative method to estimate Proteins from BP and HS+BB concen-
trations from 3DEEM spectra confirmed that most of the DOM was SMP secreted by mi-

croorganisms, even humic-like substances. Indeed, a constant ratio between DOM and
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active biomass concentrations was observed. DOM secretion was therefore dependent on

temperature and SRT since they were metabolism resulting products.

e Most of DOM was constituted by HS+BB that were secreted about 8 times faster than
Proteins from BP. Despite low membrane retention, the accumulated mass of HS+BB per
membrane unit was important, mostly corresponding to internal fouling, which was sea-
sonal dependent. HS+BB fouling properties can therefore change with time. However,
high HS+BB concentrations are classical in low F/M operated MBR. To limit long term
fouling it could be of major interest to decrease MLVSS concentration (increase F/M ra-

tio) since it was directly linked to active biomass concentration.

e Proteins from BP accumulation were linked to a membrane resistance increase despite low
concentrations in the MBR tank. Interestingly, regardless of the filtration phase, an accu-
mulated mass of 5g/m? corresponded to a drastic increase in membrane resistance drastic
increase. Thus, no significant fouling propensity changes were observed for Proteins from
BP. Their accumulation, corresponding to external fouling, is mostly due to their size and

not fouling propensity modifications.
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5 Implications et perspectives

Cette étude a montré l'intérét du suivi de la DOM en utilisant les calibrations de la
3DEEM développées dans le Chapitre IV. En effet, en comparant les concentrations des Pro-
teins from BP et des HS+BB, calculées directement a partir des données de fluorescence,
aux concentrations en biomasse totale, il a été confirmé que la DOM du surnageant de ce
BaM était majoritairement composée de sous-produits de l'activité bactérienne. Ces sous-
produits étaient principalement composés de HS+BB du fait notamment du faible F/M ap-
pliqué pendant les 488 jours étudiés. En effet, le ratio de la production des HS+BB et de la
production des Proteins from BP était environ égal a 8. Dans le systéme de LGM, les HS+BB
étaient sécrétés tres rapidement et en grande quantité, en comparaison avec les Proteins
from BP. Pouvoir calculer des concentrations, des rétentions membranaires et des vitesses
de production est particulierement intéressant pour les calibrations des modeles du type
ASM. En effet, le modele ASM-SMP, pourrait étre calibré avec des concentrations estimées
avec la méthode pseudo-quantitative de 3DEEM, donnant une information rapide et simple
d’exploitation sur différentes classes de DOM. Une fois calibrés, ces modeles permettent
d’estimer des concentrations de SMP sécrétées dans un systeme boues activées [45]. Com-
biné avec des simulations dynamiques du procédé (GPS-X®, Aquasim, Sumo), il pourrait
ainsi étre possible de prédire I'impact de parametres tels que le SRT, le HRT ou la charge
appliquée, sur la DOM en utilisant la 3DEEM seulement. Cette utilisation de la 3DEEM est
également prometteuse pour I'application en ligne, donnant des informations quantitatives

et faciles a extraire.

L'utilisation de la 3DEEM a également permis de calculer 'accumulation des Proteins
from BP et de la mettre en lien avec I’évolution de la résistance membranaire mesurée dans
le réacteur membranaire R4 de La Grande-Motte. Ainsi, entre les deux périodes de filtration
étudiées, 'accumulation des Proteins from BP en fonction de la résistance membranaire était
identique, impliquant un effet de 'accumulation de cette fraction sur les performances de
filtration. Ceci est en lien avec les résultats du Chapitre III et de la taille de ces composés
(Chapitre IV). Concernant les HS+BB, une accumulation considérable a également été ob-
servée du fait de leur production rapide. Ceci implique que les substances humiques ont un
impact considérable sur Iétape de filtration membranaire, malgré leur faible rétention, en

changeant notamment les propriétés de surface de la membrane, confirmant également les
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résultats du Chapitre III. Néanmoins, il est difficile de mettre en évidence au travers de cet
indicateur I'influence de I'accumulation des HS+BB sur 1’accumulation globale de DOM, car
le BaM est un systeme complexe et cet indicateur ne permet pas de prendre en compte de

facon directe les interactions DOM /membrane (acces limité a la membrane).
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Figure V.10 — Utilisation de la méthode pseudo-quantitative de 3DEEM pour mettre en évidence le
lien entre parametres opératoires, biomasse active et DOM dans le BaM de La Grande-Motte

Concernant les variations saisonniéres, ’accumulation des Proteins from BP était iden-
tique pour les deux périodes de filtration étudiées, tandis que celle des HS+BB été sujette
a de fortes variations. Ainsi, les fluctuations liées aux périodes touristiques et saisonnieéres,

semblent influencer particuliérement la production et ’accumulation des HS+BB, comme
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il I’a été mis en évidence par I’ACP (influence majeure de la température et du SRT sur la
biomasse active). Il n’est cependant pas possible de conclure sur d’éventuels changements

de propriétés colmatantes a cette échelle de travail.

Méme si des conclusions intéressantes sur la DOM de la STEP de LGM ont pu étre faites,
le sujet d’étude de La Grande-Motte reste particulierement complexe. Ceci est di aux va-
riations saisonnieres importantes, entrainant des modifications de fonctionnement de la sta-
tion. Il n’est donc pas possible d’expliquer tous les phénomenes liés a la DOM. Toutefois,
cette étude a montré que le suivi quantitatif de la DOM par 3DEEM, combiné a d’autres

indicateurs, pourrait étre une nouvelle fagcon de suivre, voire de controler le colmatage.

Pour compléter 1’étude de la DOM, il faudrait également estimer 1'influence de 1’effluent
d’entrée sur la composition globale de la DOM. En effet, a La Grande-Motte le suivi si-
multané de la DOM et de la biomasse active a montré des variations similaires des deux
variables, montrant qu'il existe effectivement un lien entre elles. Néanmoins, il n’a pas été
possible de confirmer cela en analysant l'intrant de la station par 3DEEM (Figure D.3), du
fait de la complexité de I’étude de la transformation de la DOM a une telle échelle. Pour
mieux comprendre les mécanismes de transformation, il est nécessaire de maitriser les pa-
rametres opératoires appliqués au procédé, ainsi que 1'acquisition des données sur la DOM

entrante.
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Chapitre VI

Source-separated urine nitrification
using a MBR : performances, biomass

acclimation and DOM transformation
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Objectifs et approches du Chapitre VI

Pour mieux comprendre l'origine et le devenir de la DOM au sein d"un procédé de type
BaM, c’est-a-dire sa modification par la biomasse active et son comportement vis-a-vis de
la séparation membranaire, une étude a 1’échelle laboratoire a été réalisée, dans le cadre
du Projet FUI CARBIOSEP (BFG Environnement, Université de Strasbourg, SNCF). Ceci a
permis de maitriser ’ensemble des parametres opératoires pour mieux estimer I'impact de
I'intrant sur la composition et la concentration en DOM et le lien qui pourrait exister entre

la DOM alloctone et la DOM autoctone.

Les études pilotes sont souvent controversées, notamment du fait de 1'utilisation de so-
lutions d’alimentation synthétiques [2]. Ainsi, la derniere partie de cette these a consisté a la
mise en ceuvre d'un BaM a I’échelle laboratoire traitant des urines réelles collectées quoti-
diennement. Le choix de cet effluent s’est justifié par le fait que c’est un effluent particulier en
terme de salinité et de ratio C/N, pouvant modifier notamment 1’équilibre microbien et les
activités biologiques. Ainsi, acclimater une boue activée traitant des effluents domestiques
avec un effluent composé d’urine diluée dans de I’eau du robinet (simulation chasse d’eau),
pourrait se répercuter sur la composition et la concentration de la DOM du surnageant des

boues activées de ce procédé.

Au-dela de la volonté de lever des verrous scientifiques sur 1’origine et le devenir de la
DOM dans un procédé type BaM, la mise en application de systemes de traitement sur des
effluents séparés a la source (urine seule) est une perspective en rupture avec les traitements
traditionnels, mais qui est de plus en plus envisagée [233]. En effet, la séparation et la sélec-
tion des effluents permettent de concentrer certains composés spécifiques (nutriments (N, P,
K), micropolluants) et d’orienter le traitement vers une valorisation des effluents traités ou
de leurs co-produits (chaleur, biogaz, nutriments fertilisants) [234]. Ceci permettrait de ré-
équilibrer les flux de matieres, ainsi que de limiter 1’énergie dépensée pour le traitement, qui
est souvent suivi d"un rejet systématique dans le milieu naturel. La conception des systemes
actuels de traitements, contribue au lessivage des sols en éliminant notamment 'azote et
le phosphore qui seront des ressources limitées, ainsi que limitantes dans le futur pour le
développement des populations. Au-dela de 1’aspect valorisation, la séparation a la source

permet de diminuer la taille des infrastructures, via la sélection de la pollution, et d’offrir
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des perspectives de traitement délocalisées et plus adaptées au traitement de pollutions

émergentes (micropolluants, métaux lourds) [235].

Ainsi, la mise en place d'un BaM a I’échelle pilote pour le traitement des urines séparées
a la source s’inscrit dans une thématique de valorisation des eaux usées (« waste is ressource

») particuliéerement intéressante.
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Source-separated urine nitrification using a Membrane

BioReactor : performances, biomass acclimation and Dissolved

Organic Matter (DOM) transformation

Céline Jacquin', Mathias Monnot!, Razina Hamza', Yahaut Kouadio®, Frangois Zaviska, Tony
Merle?, Geoffroy Lesage!, Marc Héran'
TEM (Institut Européen des Membranes), UMR 5635 (CNRS-ENSCM-UM), Université de
Montpellier, Place E. Bataillon, F- 34095, Montpellier, France.
ZEawag, Swiss Federal Institute of Aquatic Science and Technology, P.O. Box 611, 8600

Diibendorf, Switzerland.

Abstract

In this study, a lab-scale MBR was fed with fresh urine collected from source-separated
public toilets. Despite a very high total nitrogen concentration, and high salinity inherent
to urine effluent, biomass acclimation was quickly achieved. After 80 days of acclimation,
a nitrogen loading rate of 1.2 + 0.2kgTN/m3/d was reached and maintained during more
than 40 days, with an average nitrification rate of 98.3 + 0.5%. Process stability was ensured
with a progressive nitrogen loading rate increase and pH control strategy to limit ammo-
nia (NH3), nitrite (NO;") and nitrous acid (HNO,) inhibition. In parallel, urine Dissolved
Organic Matter (DOM) was characterized in urine, bulk supernatant and permeate, using
three-dimensional excitation-emission fluorescence (3DEEM) and liquid chromatography
coupled with organic carbon, nitrogen detectors and UV detector (LC-OCD-OND-UVD).
By combining these two techniques, it was possible to investigate urine DOM transforma-
tion during biological reaction and membrane separation. Results show that urine is mainly
composed of low molecular weight molecules (< 1,000Da) which were easily consumed by
the active biomass. This consumption came with the production of utilization-associated
products (UAP), identified as biopolymers (BP) containing SMP-like fluorophores. This pro-
duction was linearly correlated to the NLR increase, while biomass decay was associated
with humic-like compounds containing FA+HA-like fluorophores (BAP). Concerning mem-
brane retention, BP were mainly retained by the membrane and tended to accumulate in
the reactor. Humic-like compounds were mostly implied in irreversible fouling. This origi-

nal approach, consisting in following DOM fate within an MBR treating source-separated
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urine, allowed highlighting the quick active biomass acclimation and its important activity,

through the use of the 3DEEM method.
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1 Introduction

Urine source separation is of great interest because most of the nutrients in wastewater
(87% of nitrogen, 50% of phosphorus and 54% of potassium) are contained in urine which
accounts for less than 1% of the total volume of wastewater [236]. Nitrogen and phospho-
rous were identified as critical factors since they promote algal growth and eutrophication
in aquatic ecosystems. Major efforts have been undertaken to decrease these anthropoge-
nic nutrient emissions from wastewater treatment plants (WWTP) [237]. Separating urine
from wastewater would offer various advantages : WWTP could be built on a smaller scale,
consume less energy and produce better quality effluent [238]. Moreover, nutrients from
urine could be recovered for agricultural uses [239], [240] and hazardous micropollutant
treatment would be enhanced [241]. Urine source-separation could therefore increase the

flexibility and efficiency of wastewater treatment (WWT).

In general, 60% of the total plant operating costs of a conventional wastewater treat-
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ment plant (WWTP) based on an aerobic treatment step, i.e activated sludge, concern sludge
conditioning and disposal [242], [243]. In addition, taking into account the legislative constraints
on sludge disposal, the decrease of sludge production would be mandatory for the develop-
ment of a more sustainable WWT in the future [244], [243]. One of the easiest ways to reduce
the sludge production is based on the control of cell metabolism. This strategy consists of
favouring the use of substrate consumption for the maintenance bacterial functions. Meta-
bolism modification is therefore possible by controlling the food to micro-organisms F/M
ratio. Low F/M ratio limits the quantity of substrate available for biomass unit. Maintenance
functions are therefore the cell priority limiting biomass production [245], [230]. However,
to ensure the capability of treating acceptable organic loading rates, high biomass concen-
tration in the system is required. In this way, only fixed culture and membrane bioreactors

(MBR) with high sludge retention time (SRT) can satisfy this condition.

Membrane bioreactors (MBR) have become state-of-the-art technology for wastewater
treatment [21]. This involves a combination of the conventional biological sludge process
with a micro or ultrafiltration membrane system. While the biological process can signifi-
cantly reduce organic pollutants by biodegradation, the membrane module acts as a phy-
sical separation retaining particles and bacteria between the treated water and the mixed
liquor. It is then possible to produce disinfected water suitable for reuse applications [34],
[35]. MBR technologies offer the advantage of low footprint installation, better biomass ac-
climation, process intensification, better quality of the treated effluent and high operational

flexibility (dissociation of the hydraulic retention time and the sludge retention time) [13].

Urine is highly concentrated in different salts (Total Dissolved Salts (TDS) above 10g/L)
and usually presents a chemical oxygen demand to total nitrogen ratio (COD/TN) below
2 [246]. The specificity of having a low COD/TN ratio would be an obstacle for full deni-
trification [247], [230]. Indeed, the low organic carbon load is only favorable towards the
nitrification step (as nitrification is carried out by autotrophic bacteria). Fresh urine contains
urea that can be rapidly hydrolyzed into carbon dioxide and ammonia when it is stored (due
to urease activity). Ammonia (NH3) and ammonium (NHy*) are then in equilibrium depen-
ding on the pH (pKa = 9.25). As a result, ammonium ions represent the major compounds of
total nitrogen of this wastewater influent. An issue for full nitrification is that free NHj3 can

inhibit ammonia oxidizing bacteria (AOB) activity and thus hinder the treatment of NH4*
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increasing even more the concentration of NHj3 [176], [248]. High concentrations of NHj3 also
cause the inhibition of nitrite-oxidizing bacteria (NOB) [177] and consequently lead to the
accumulation of nitrites NO,™ in equilibrium with nitrous acid (HNO;) (pKa = 3.35). High
concentrations of HNO, highly inhibit the activity of both NOB and AOB and can even be
toxic to bacteria [177]. Consequently, due to the potential presence of these inhibiting com-
pounds, full nitrification of a concentrated nitrogen solution, such as fresh urine, in a MBR
may be challenging and acclimation of the biomass may be crucial [249]. Indeed, the highest
nitrogen loading rate (NLR) reached for the nitrification of urine was 0.27kgTN/m?3/d in
a hybrid membrane aerated biofilm reactor at pH 7 [239]. Concerning the nitrification of
municipal wastewater, the highest NLR reached with a nitrite shunt process in a sequen-
tial batch reactor was 1.2kgTN/m?/d with stable ammonia removal efficiency of more than
98% thanks to a progressive increase of the NLR [250]. Khan et al. (2013) [251] studied the
impact of NLR on the efficiency of municipal wastewater tratment in a MBR and found
over 89% of nitrification efficiency at a NLR of 0.15 and 0.3kgTN/m3/d. However, in this
study the highest NLR led to the formation of smaller microbial floc sizes, consequently re-
leasing more soluble microbial products (SMP) into the mixed liquor, already identified as
mainly responsible for membrane fouling. Concerning the impact of salinity on nitrification,
high salt concentration (> 10g/L) can cause plasmolysis and the loss of microbial activity of
cells when organisms are not adapted to the saline environment. However, Gonzalez-Silva
et al. (2016) [252] showed that after acclimation, it was possible to nitrify 0.12kgTN /m?/d by
more than 95% in brackish water (TDS = 20g/L) and even in seawater (TDS = 32g/L). They
also demonstrated that a huge decrease (97 %) of the nitrification efficiency was observed

when the salinity increased (until TDS = 32g/L) for a non-acclimated biomass.

Moreover, influent composition leads to activated sludge microbial community selection,
consequently modifying the production and occurrence of soluble microbial products (SMP)
and Dissolved Organic Matter (DOM). Indeed, Shen et al. (2012) [113], identified different
organic fluorescent footprints when comparing fluorescence spectra of two activated sludge
supernatants originating from industrial and urban WWTP. These differences are mostly
the result of active biomass activity since the bulk DOM is mainly constituted of micro-
bial activity by-products of microbial activity also referred to as soluble microbial products
(SMP), yet hardly biodegradable compounds from the influent represent which represented
only 2% of the total DOM [154], [29]. SMP can be divided into two main families; the by-
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products associated to influent compounds consumption or utilization associated-products
(UAP), mostly produced in growth and stable phases, and the products secreted during en-
dogenous respiration, biomass decay or as a response to specific environmental conditions
such as a food scarcity, or stress due to toxic or saline shock (biomass associated-products,
BAP) [80], [63]. DOM characterisation is therefore of major interest since chemical compo-
sition variations of the influent affect SMP production [221]. This can be the case of MBR
treatment of urine from source-separated technologies where biomass could be subject to
extreme conditions and important influent variations (salinity, high NLR, NH3 or HNO,

presence).

The objective of this study was to evaluate the operation efficiency of a submerged MBR
for urine treatment stabilisation (nitrification). Hence, a lab-scale MBR was fed with real and
fresh urine coming from source-separated toilets and operated during 120 days. The global
MBR performances were monitored through COD removal rates and nitrification efficien-
cies. For a better understanding of the influent DOM effect on SMP secretion, DOM fate and
retention were studied using advanced characterisation tools : excitation emission matrix
fluorescence (3DEEM) and liquid chromatography with organic carbon and nitrogen detec-
tors and a UV detector (LC-OCD-OND-UVD). This combination of analytical techniques
helped following DOM in a MBR to further understand the physiological response to the
influent. This suggests the strength of using 3DEEM as an on-line indicator for MBR process

control.

2 Material and methods

2.1 Innoculum

The lab-scale MBR was innoculated with activated sludge sampled in the aerated tank
of a full scale domestic WWTP (8.000 P.E) performing nitrification/denitrification treatment
using a CAS process. The average WWTP influent nitrogen loading rate (NLR) and the or-
ganic loading rate (OLR) were 0.09kgTN/m?/d and 0.45kgCOD/m3/d, respectively.

2.2  Urine collection and characteristics

Fresh urine was daily collected from male public toilets and stored at 4°C before utili-

zation. Collecting urine from source-separated toilets results in a high variability in terms
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of COD and TN concentrations. A complete characterization of urine used to feed the MBR
was then performed 4 to 5 times a week (Table V1.1 and Table E.1 and E.2 in supplementary
data), in order to adjust the pilot working condition to the nitrogen load target value.

Table VI.1 - Urine main characteristics (mean values and relative standard deviations, n=74)

pH conductivity (mS/cm)  COD (mgO,/L) TN (mgN/L) COD/TN ratio
79+0.6 174 +5.0 7003 + 2062 6682 + 1488 1.0+03

Due to high salinity content, urine conductivity is relatively high compared to ordinary
municipal wastewater. Concerning pH and COD/TN ratio, their values were stable despite
urine variability with average values equal to 7.9 + 0.6 and 1.0 + 0.3, respectively (Table

VL1).

2.3 Lab-scale MBR set-up

A four liter submerged MBR, equipped with a flat-sheet microfiltration (MF) membrane
module made of PVDF (A3 Company, USA), was fed with fresh urine for a period of 120
days. An illustration of the MBR set-up is shown in Figure V1.1 and its characteristics are

referenced in Table VI.2.

Membrane module

iy o o < Water
NaOH or
/ HCl
s} i ]
i — —Q% Permeate
Urine tank Air Pump

Figure VI.1 - Lab-scale MBR set-up scheme

_d
D_g

Aeration was provided at the bottom of the reactor and dissolved O, was consistently

6mg/L in the bulk phase. It was therefore not a limiting factor for biomass respiration and

Table V1.2 — Lab-scale MBR set-up main characteristics.

Lab-scale Membrane surface Membrane pore Permeate
set up Volume (L) HRT () (m?) cut-off (um) production (L/d)
MBR 4 39.09 0.258 0.14 2.46
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growth. Udert and Wéchter, (2012) [239] showed that the optimal pH for the highest nitri-
fication rate was 7.0. Therefore, for optimal treatment efficiency, the pH was controlled of
an 7.0 = 0.3 by the addition, at the beginning, of an acid solution (HCl, 1mol/L) and, when
efficient nitrification occurred, a base solution (NaOH, 1mol/L). Concerning temperature,
only small variations were observed (19.9 + 1.2°C). The lab-scale MBR acclimation phase
was performed by gradually increasing the NLR, starting from an initial NLR equal to the
NRL measured in the CAS WWTP described in section 2.1. Thereafter, the MBR was fed
with fresh urine at different dilution rates (from 16.4 to 3) using an automatic tap water flu-
shing system to reach a final dilution rate of around 3, corresponding to a low-flush water
dilution. The acclimation phase therefore consisted of a progressive increase of the urine
load until reaching a final NLR of about 1.2kgTN/m3/d, in order to demonstrate nitrifying
biomass adaptation to such unusual conditions for wastewater treatment. Indeed, the low
COD/TN ratio, the high nitrogen load and the high salinity, are stress conditions for bio-
mass stability. However, such conditions are unavoidable in source-separated wastewater
treatment. No sludge was extracted during the experimental period, to fit to specific condi-
tions of a source separated urine treatment in confined or embarked conditions with low

maintenance capacity (trains, boats, buildings).

2.4 Analytical methods

Duplicate samples of activated sludge mixed liquor suspended solids (MLSS) and mixed
liquor