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CINETIGQUE D 'OXYDATION DU FER FERREUX PAR THIOBACILLUS

FERROOXIDANS EN CULTURE LIBRE ET EN BIOFILM

Le but de cette recherche était de modéliser la cinétique
d ‘oxydation, en continu, de solutions de sulfate ferreux par la

bactérie Thiobacillus ferrooxidans. Trois souches différentes

ont eté etudiédées, ATCC 23270, ATCC 19852 et G 15.

Les expériences en culture libre submergée ont été réalisees
avec des bioréacteurs de type airlift, parfaitement mélangés, de
volumes nominaux de 4 litres. Un nouveau type de bioréacteur
(réacteuwr a biofilm a fluidisation inversée) a é&té obtenu en
ajoutant au airlift des particules de polystyréne expansé dans
1 "espace annulaire. La modélisation de la cinétique dgnxydation
pour la culture fixéde a éteé reéalisée au cours de la croissance

du biofilm sur les partitules support.

En culture libre, la cinétique de croissance suivait un
modéle de Monod & un substrat limitant, le fer ferreux. De plus,
le taux d 'oxydation était directement propnrtionnél au taux de
croissance de la biomasse. De facon spécifique, on a obtenu pour
les souches ATCC 23270, ATCC 19859 et 6 15:

~ Un coefficient de rendement théorique en biomasse (Yy) de

0,649 (ATCC 198539), 0,048 Kg MS5T/Kg (G 15).

- Un taux spécifique de dépérissement de la biomasse (Ka) non



statistiquement différent de zéro.
- Un taux spécifique maximum de croissance (u.) de 0,140
(a 31°C), 0,128 (a4 30°C), 0,158 h—* (a4 30°0C).
- Une constante du taux de moitié (Ka.) de 0,478, 0,288, 0,445

Kg/m=.

En culture fixe, on a enregistreé comme valeur maximale pour
le taux volumique d utilisation du substrat, rea.=2,62 Kg/m>.h.
Ce maximum correspond é cing fois et demi (5,5) la valeur

maximale observée en culture libre.

L analyse des résultats a montré que la cinétique d oxydation
en biofilm était d'ordre zéro par rapport au fer ferreux jumelee
a une cinétique de type Michaelis—Menten pour 1 oxygene dissous.
lLa diffusion de 1 oxygéne dans le biofilm contrdlait la vitesse
de la reaction globale, dés que 1 ‘épaisseur du biofilm exceédait

quel ques microns.

Les taux spécifiques maximum d 'utilisation du substrat (g.).
pour les souches ATCC 23270, ATCC 198592 et G 15, ont éteé évalués
a: 00,0493, 00,0377 et 00,0529 Kg/Kg MST.h. Pour la souche G 135,
trois épaisseurs du biofilm (6,5, 18 et 4%2um) ont été testees
dans un réacteur différentiel pour 1 'oxygéne. La constante du
taux de moitié pour 1 'oxygéne, Ko=2=0,734%10"3 Kg 02/m=, a éteé
obtenue de 1 'expérience & biofilm mince. Un estimé pour la
diffusivité effective de 1 oxygéne dans le biofilm, Doz= 2,4%10—%®

mZ/h, a été obtenu des deux expériences & biofilm plus épais.
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ABSTRACT

The iron oxidizing bacterium, Thiobacillus ferrooxidans,

was grown in an agqueous ferrous sulfate solution in continous
bioreactors. The submerged culture kinetic experiments were
performed in a laboratory—-scale airlift fermentor. The fixed
biofilm kinetics were investigated in a new reactor, the inversed
fluidised bed bioreactor. Three strains, ATCC 23270, ATCC 19859

and Bulgarian G 15 have been studied.

In submerged culture, the specific growth rate followed Monod
kinetics and the oxidation rate of ferrous iron was proportional
to the growth rate. The microbial decay coefficient (Kg) was
negligible and the yield coefficient {(Yy) was about 0.05 Kg dry
weight/Kg iron oxidized for all strains. The maximum specific
grow rate (u.,) was 0.140 (3I1°C), 0.128 (30°C) and 0.138 h—?
(30°C) . The saturation constant (Ka) was: 0.478, 0.288 and 0.665

Kg/m=.

Diffusion of oxygen through the biofilm was found to be the
limiting step for film oxidation. The reaction rate was zero
order w.r.t. ferrous iron and Michaelis—Menten order w.r.t.
dissolved oxygen. The maximum specific substrate utilisation
rate (g.) was approximately: 0.04%93, 0.037%9 and 0.052%9 Kg/Kg
biofilm.h. Saturation constant for oxygen (Kn=z) was found to be
0.734 ppm (G 15). The effective diffusion coefficient of oxygen

through the biofilm was estimated at Z.4#10~* m=/h.
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INTRODUCTION

Avec 1 épuisement des gisements A& haute teneur, on a assisteé
depuis quelques années a un intérét croissant pour les résidus
miniers et les minerais & basse teneur. Cependant, les procédés
traditionnels de pyrométallurgie ne sont pas économigquement
viables avec ces matiéres premiéres. L "hydrométallurgie,
technique qui utilise des réactifs solubles, s’'est développée
pour mettre en valeur ces minerais. Depuis plus de soixante ans,
on sait que des microorganismes sont impligqués dans les processus
de lixiviation. Jusqu’'a récemment, 1l industrie s’est peu
interresse 4 1 'activité catalytique de ces microorganismes; ils
etaient des habitants naturels de 1 ‘environnement minier et
participaient spontanément aux réactions d extraction. Cependant,
leurs faibles concentrations naturelles limitaient les taux
d’extraction et une a plusieurs années étaient nécessaires au

traitement d’'un site.

L industrialisation des biotechnologies et 1 'amélioration des
unités existantes reposent sur 1 utilisation de bioréacteurs &
haute productivité et sur la capacité d’ 'extrapoler les résultats
obtenus a 1 échelle du laboratoire. Cette capacité de mise a
1 "échelle nécessite, entre autre, la connaissance précise de

1 'équation de vitesse.

Cette étude porte principalement sur la modélisation de la

cinétique d’'oxydation du fer ferreux en fer ferrique {(agent



oxydant) par des cultures pures de Thiobacillus ferrogxidansg

trois souches diffeéerentes ont été etudiées.

La recherche en laboratoire, permettra de déterminer la forme
du modéle ainsi que les paramétres biocinétigues, pour les
experiences en culture libre submergée et pour les expériences en
culture fixe (biofilm). Les expériences en culture libre seront
réealiseées avec des bioréacteurs de type "airlift". Un nouveau
type de bioréacteur A biomasse fixée, le “"reéacteur A biofilm &
fluidisation inversée (RBFI)" sera mis en oeuvre pour

caractériser la cinétique d’'oxydation de la culture fixeée.



CHAFPITRE 1

REVUE DE LA LITTERATURE
1.1. Description du microorganisme
1.1.1. Morphologie
Ce sont les travaux des Américains Colmer et Hinkle [1], puis

Temple et Colmer [2]1 qui ont permis 1 'identification d une

nouvelle bactérie, Thiobacillus ferrooxidans, impliquée dans les

processus de lixiviation.

Cette bactérie, gram négatif, a la forme d’ 'un bAtonnet 0,5 um
de diametre par 1,0 & 2,0 um de long et posséde un flagelle qui
assure sa mobilité [3]1. Elle ne forme pas de spores de
résistance. La reproduction se fait par fission binaire. 0On la
retrouve généralement seule ou en paire, rarement en courtes

chaines [(41].

1.1.2. Physiologie

Thiobacillus ferrooxidans est un microorganisme autotrophe,

sa source de carbone est le COxz. Elle tire son énergie de
1'oxydation de matiére inorganique (Fe®+,U%* ou 5°), elle est
donc un chemolithotrophe. Cette bactérie est aussi aérabie
stricte (1 ‘oxygéne est nécessaire & sa croissance), mésophile

{(température optimale entre 20 et 35°C) et acidophile {(pH



"optimal" 2 et 3) L[5].

La composition chimigque de la bactérie est: 44% protéines,
26% lipides, 15% hydrates de carbone, 10% cendres [&6]1. La
rusticyanine, une protéine contenant du cuivre constitue 3% des

protéines cellulaires [51].

1.2, Facteurs influencant 1 ‘activite bactérienne

1.2.1. Influence de paramétres physico-chimiques en culture libre

submergée

On mentionne dans la littérature [4,5,6,7] qQue la croissance
est possible entre les limites de pH 1 et 6. I1 semble cependant
possible, d'abaisser la limite inférieure par une acclimatation
de la bactérie [4]1. Par contre, le pH intracellulaire est voisin

de la neutraliteé [S].

Dans sa revue de la littérature, Torma [&] mentionne que
cette bactérie peut tolérer des concentrations extrémement
¢levées en métaux lourds, par exemples: 120 g/1 de zinc, 72 g/l
de nickel, 30 g/l de cobalt, 12 g/1 de UxOs, 95 g/1 de cuivre et
160 g/1 de fer ferreux. Berthelin [3] signale que T.
ferrooxidans montre une trés bonne tolérance au zinc, au nickel,
au cuivre, au cobalt, au manganése et a 1 aluminium; mais est
plus sensible & 1 ‘uranium, a 1 'arsenic, au sélénium et au

tellurium. Cependant, le mercure et 1-argent lui sont beaucoup



plus toxiques.

Nikolov et Karamanev [8] ont déterminer la température et le
pH optimaux pour une souche bulgare (G 15), cultivée en culture
libre dans un réacteur parfaitement mélangé. La températuré
optimale se situait entre 29 et 31°C et le pH optimal entre 1,8
et 2,0. FPour unebtempérature supérieure a 35°C, le taux
d ‘oxydation diminuait rapidement, pour devenir presque nul a
45°C. Ce changement était réversible jusgqu’a 45°C et
irréversible pour une température supérieure. L activite
bactérienne diminuait aussi rapidement pour un pH inférieur a
1,8. Ils ont aussi déterminer que le fer ferrique est un

inhibiteur lorsque sa concentration est supérieure a4 6 Kg/m=.

MacDonald et Clark [15]1, & partir d 'expériences en cuvee avec
la souche ATCC 13728, ont trouvé que la température optimale
était fonction du pH. L 'optimum variait de 29°C a pH 1,5 jusqu’a
33°C a pH 3,5. Le taux de croissance maximum était obtenu pour
T=33°"C et pH=2,5. La température maximale compatible avec la
croissance a aussi été trouvée dépendente du pH. La limite é&tait
45°C entre pH 2,5 et 3,5; elle n'était que 35°C a pH 1,5. Far
ailleurs, ils ont déterminé Qque le taux spécifique de croissance
était indépendant de la concentration en dioxyde de carbone, pour
une concentration alimentée supérieure a4 0,01%Z v/v (0,033% dans
17air). On rapporte dans la littérature [34]1, que la croissance
de T. ferrooxidans oxydant du fer ferreux A pH 1,6, n‘est a peu

pres pas affectée par la concentration en COx sur une plage de



0,001 & BY%.

1.2.2. Influence de paramétres physico-chimiques en culture fixe

(biofilm)

Il est bien connu que T. ferrooxidans forme spontanément un
biofilm en présence d une surface sclide [é,lO,llJ. Lorsque sa
source d énergie provient d une solution de sulfate ferreux, ce
biofilm est constitué en majeur partie d’'un complexe inorganigue:
la jarosite. La jarosite se forme de facon homogéne, losque le
fer ferrique se trouve en présence de sulfate en milieu acide. Sa
formule chimique générale est: AFex(S0L)=z(0H)., o4 A varie
suivant le cation en présence (v.g. potassium, sodium, ammonium,

hydronium) [12].

L influence de paramétres physico-chimiques sur le taux
d 'oxydation du fer ferreux pour la souche 6 15 en biofilm, a été
étudié par Nikolov et Karamanev [?]. Ils ont mis en évidence qué
le taux d 'oxydation n’'était pas affecté par un changement de
température entre 13 et IB°C, de pH entre 1,3 et 2,2 et par la
concentration en fer ferrique jusqu’a 14 Kg/m=. Ces résultats
contrastent avec ceux nﬁtenus en culture libre, o4 des optimums

bien définis avaient éteé identifiés.

Nakamura et collaborateurs [11]1 ont étudié 1 'influence de la
température et du pH sur le taux d’'oxydation du fer ferreux pour

une souche japonaise en biofilm. Ils ont trouvé que le taux



d’oxydation n'était pas affecté par le pH entre 1,0 et 2,6 ni par
la température entre 10 et 40°C. A S°C, le taux d’ oxydation
était diminué d’'environ 40%; tandis qu’a 45°C, il était réduit a

zZero.

Les américains Unz, Olem et Wichlacz [13] ont étudie
1'influence de la température et du pH sur la conversion du fer
ferreux en fer ferrique avec un réacteur A biodisques rotatifs.
Pour une température comprise entre 10 et 25°C et un pH compris
entre 2,2 et 5,6 la conversion n'était, en pratique, pas

affectée.

Ces résultats appuient la these, largement admise, qu un
microaorganisme en culture fixe (biofilm) est moins sensible aux
conditions du milieu, que le méme microorganisme en culture libre

submergée.

1.3. Modéles cindtiques

1.3.1. Modélaes cinétiques de croissance et d’'oxydation du fer

ferreux en culture libre submergéde

On retrouve dans 1la littérature, plusieurs travaux sur
1 'oxydation du fer ferreux par T. ferrooxidans, en culture
submergée, oi le modéle de Monod est utilisé [6,7,8,14,15,161. Ce
modéle a été utilisé pour décrire le taux spécifique de

croissance (u), aussi bien pour des expériences en cuvée qu’'en



continue. Ces auteurs s accordent pour dire que le taux
d ‘oxydation du fer ferreux est directement proportionel au taux
de croissance bactérien. Cette hypothése sera vérifiée dans ce

travail.

lLacey et Lawson (1461, ont déterminé les deux paraméetres du
modéle de Monocd, pour 1 ‘oxydation du sulfate ferreux en phase
liquide au cours d’'expériences en cuveée. L ‘oxygene, le dioxide
de carbone ainsi que les autres nutriments étaient fournis en
exces. Il1s ont effectué des expériences a trois températures: 20
25 et 31°C. Les valeurs correspondantes de y. étaient: 0,12;
0,17 et 0,20 h—*. Ces valeurs suivaient une loi d 'Arrhénius avec
une énergie d’activation de 33500 J/mole. Le parametre du taux
de moitié, Ku, prenait des valeurs aléatoires entre 1 et 2 Kg/m™

avec une moyenne de 1,25.

Dans son projet de fin d études, S. Lapare [17] a &tudié la
cinétique de croissance d’ une snuché américaine (ATCC 23270) a
partir de solutions aqueuses de sulfate ferreux. 11 a opéré en
régime permanent, dans un réacteur de type airlift consideére

comne parfaitement mélangé. Ses conditions opératoires étaient:

pH

I
-
o
(4]

S0 & 5 Kg/m™

I1 a obtenu pour résultats:



Um = 0,12 h-—1

Ka

i
o)
-
4]
£

Kg/m=
Feau Maximum = 0,31 Kg/m=.h (temps de résidence optimum 12,1 h)

temps de résidence minimum= 9,3 h

MacDonald et Clark [13] ont étudié 1 'oxydation de solutions
aqueuses de sul fate ferreux par une souche américaine, ATCC
13728, dans un réacteur de type réservoir agité, opéré en

continu.

Leurs conditions étaient:

T = 32°C

pH

2,3

So = 2,93 Kg/m=

Ils ont trouveé:

Um = 0,161 h—1

~
]
i

0,215 Kg/m™

Y = 4,7 %101° cellules/ g fer oxydeé

La cinétique en culture libre de la souche bulgare G 15, a
éte étudiée par Nikolov et Karamanev [8], dans un bioréacteur de
type airlift opéré en continu. Il1s ont quantifieé l'influence‘de
1l oxygéne sur le taux de croissance en utilisant un modeéle de

type Monod A& deux substrats (fer ferreux et oxygéne dissous).



Leurs conditions étaient:

T = 25,5°C

i

pH = 2,5

Seo % 4,0 Kg/m™>

Ils ont trouveée:

U = 0,0977 h-t
Kae = 0,144 Kg/m™
Koz = 0,00023 Kg Oz/m>

On retrouve donc dans la littérature, plusieurs valeurs pour
les parametres biocinetiques u, et Ka pour différentes souches
et conditions opératoires. Cependant 1 'information disponible
sur le taux de rendement en biomasse (Y) et sur le taux
specifique de dépérissement de la biomasse (Kg) est beaucoup
plus resfreinte [t4,151]. La connaissance de ces deux derniers
parametres est, malgré tout, nécessaire au design d’un
bioréacteur industriel. L ‘évaluation de ces deux paramétres a

eteé considérée dans ce travail.

1.3.2. Modéle cindtique d’oxydation du fer ferreux en culture

fixe

Chavarie et ses collaborateurs [18] font remarquer le peu

d'information disponible dans la littérature scientifique sur

10
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1 "oxydation du fer ferreux en biofilm. En particulier,
l'influence de la concentration en oxygéne dissous et les effets

diffusionnels sont trés mal définis.

Nikolov et Karamanev [?] ont étudié la cinétique d oxydation

en biofilm de la souche 6 15. Ils ont postulé une cinétique

d ‘ordre zéro par rapport a 1 'oxygéne et négligé le transfert de

masse intrabiofilm.

Leurs conditions étaient:

T = 27°C

pH = 1,8 a 2,0

So = 3,5 a 4,0 Kg/m™

& = 80 um

I1s ont déterminé les parametres biocinetiques du taux

d ‘oxydation pour une équation analogue a celle de Monod:

Ils ont déterminé:

Ka = 0,275 Kg/m™

!

Qm = 0,091 Kg/Kg biofilm.h

A notre connaisance, aucune étude tenant compte de 1 ‘oxygéne
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dissous et de sa diffusion dans le biofilm, sur la vitesse
d’oxydation du fer ferreux en biofilm par T. ferrooxidans n'a eté
publiée A& ce jour, & 1 exception des travaux preéliminaires du

groupe de recherches du professeur Chavarie [18,19,201.

1.4. Intérét de 1'étude

L "oxydation bactériologique du fer ferreux a suscité beaucoup
d'intéréts au cours des derniéres années. Dans plusieurs centres
miniers, la biochydrométallurgie permet de récupérer du cuivre de
résidus & basse teneur [5,4]1. On estime aujourd ‘hui, que plus
de 10% du cuivre mondial est récupéré A 1 aide de la lixiviation

bactériologique [3].

La lixiviation proprement dite se fait par les ions ferriques
qui servent d’agent oxydant, pour solubiliser les sulfures
presents dans le minerai (v.g. CuS, InS, FeS). Au cours de

cette réaction le fer ferrique est réduit en fer ferreux.

M5 + Fex(S04)x => MS50a. + 2ZFeS0L. + S (i)

Aprés la lixiviation, i1l est possible de regénérer les ions
ferriques en oxydant les ions ferreux selon la reéaction (ii) dans
un bioréacteur [10,11,13,18,211., Cette réaction (lixiviation
indirecte), sert de source d’'énergie & la bactérie. L’étude de
la biocinétique de cette réaction a été 1 'ocbjet de notre

recherche.
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Le soufre élémentaire produit par la lixiviation sert aussi

de source d eénergie a4 la bacteérie. Elle le transforme en acide

sul furique qui peut 8tre utilisé par la reaction (ii).

28 + 3 0= + 2Hz0 => 2HL504 (iii)

La présence de Thigbacillus ferrocoxidans augmente la vitescse

de la réaction (ii) par un facteur de 500 Q00 par rapport a

1 'oxydation did a 1 ‘oxygéne atmosphérique [161. C'est donc dire
que les solutions agqueuses de sulfate ferreux, en conditions
acide et & température ambiante, sont trés stables. De méme,

1l 'oxydation de 1la pyrite de fer est accélérée ﬁar un facteur 10%

par T. ferrooxidans, par rapport au taux abiotique [5].

La figure 1 repésente la lixiviation en tas d 'un minerai de
cuivre a basse teneur. L étang d'oxydation peut étre remplaceé

par un bioréacteur plus sophistiqué.
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Figure 1 Schéma de la lixiviation en tas
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CHAPITRE 2

METHODE EXPERIMENTALE
2.1. Description des biorédacteurs
2.1.1. Biordacteur de type airlift

On a utilisé, pour 1 étude cinétique en culture libre
submergée, un bioréacteur de type "airli+ft" [22]1, d un volume
nomimal de 4 litres (fig.2). Ce réacteur est principalement
formé de deux tubes de verre cylindriques concentriques. On
introduit un courant gazeux a4 la base du tube interne avec une
pompe & air. Ce courant, en plus d assurer 1 ‘oxygénation de la
solution & traiter, entraine par siphonage le liquide de 1 espace
annulaire et provoque ainsi une recirculation interne continue
entre la zone centrale et 1 annulus. Le tube interne est
maintenu au centre du tube externe a 1 'aide de fils d'acier
inoxydable 316, & une profondeur d’'environ 10 Em. Le tube
externe est ceint par un tube de plexiglass, dans lequel circule

de 1 'eau thermostatée.

A la base du tube externe, on retrouve un réducteur en verre
qui permet de passer du diamétre de 7,62 cm a un "T" en verre
d‘'un diamétre de 2,54 cm. La sortie latérale du "T", sert pour
le contréle de niveau du liquide dans le bioréacteur. Un tube de
Tygon relie cette sortie 4 un tube de verre coudé, place a la

verticale. En déplacant le sommet du coude, on peut madifier le
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Figure 2

s

Schéma d 'un bioréacteur de type airlift de 4 litres
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niveau de liquide. Far la suite,; un autre tube de Tygon améne
les produits 4 1 ‘évier. La sortie inférieure du "T", est
connectée avec un tube de Tygon normalement fermé par des pinces
tubes de laboratoire. Ce tube sert lors de nettovages pour

éliminer 1 exces de jarosite.

Trois bioréacteurs de ce type ont été construits pour cette
etude, chacun posséde de petites particularités. Les dimensions
typiques sont les suivantes: Tube interne, diamétre interne 2,54
cm, diamétre externe 3,60 cm, longueur 60,5 cm. Tube externe,
diamétre interne 7,62 cm, longueur 77 cm. Réducteur, longueur 10
cm. Chemise de plexiglass, diamétre interne 10,16 cm, longueur

64 cm.

L "état du mélange pour un réacteur de 1,8 litre de géometrie
analogue, a été caractérisé par Nikolov et Karamanev [8]. Pour
un temps de résidence de 7,7 h et un débit gazeux trés faible (3
1/7h)}, ils ont Dbtenﬁ un nombre de Peclet de 0,002. Ils concluent

que le réacteur peut &tre considéré parfaitement meélangé.
2.1.2. Réacteur & biofilm & fluidisation inversée (RBFI)

Four 1 'étude en culture fixe (biofilm), on a ajouté au
bioréacteur de type airlift, des particules de polystyréne
expansee dans 1 ‘espace annulaire. Ces particules de faible
densité ont évidemment tendance 4 flotter, elles sont cependant

entrainees vers le bas par le courant de recirculation du



liquide et 1'on obtient ainsi un 1lit fluidisé inverseé.

On fait subir aux particules de polystyréne expansé un
traitement de surface avec de la terre diatommée afin de
faciliter 1 'adhésion de TI. ferrooxidans. Ce traitement consiste
a4 agiter mécaniquement & grande vitesse pendant 10.minutes, les
particules auxquelles on a ajouté 204 en volume de terre
diatommée a 1 'aide d 'un "blender”. Les particules sont ensuite

rincées a 1 'eau courante.

Thiobacillus ferrooxidans se fixe spontanément sur le support

ainsi traité et un biofilm se développe. Ce biofilm est
constitué en majeur partie d’un complexe inorganique, la jarosite
et d'environ 0,754 p/p de bactéries [27]1. La densité du biofilm

a ete éevalueée a 2000 Kg/m™ [241].

Avec le temps, 1 épaisseur du biofilm croit, la densité de la
biapafticule (particule support + biofilm) augmente, causant une
augmentation de 1 ‘expansion du 1lit fluidisé inverseé.
Eventuellement, les bioparticules atteignent 1 ‘ouverture du tube
interne et commencent & recirculer. 0On a placé au preéalable une
grille supportant un lit de particules abrasives, a 1’'intérieur
du tube interne. Ce lit est légérement fluidisé par le courant
de recirculation du liquide. Il a pour fonction d’éroder les
bioparticules afin de contréler 1 épaisseur du biofilm. Plusieurs

types d érodeurs ont été tester au cours de cette étude.
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Ce réacteur & biofilm & fluidisation inversée (RBFI) a
d’abord été développé en Bulgarie [251]. 11 posséde 1 ‘avantage
d'offrir une trés grande surface spécifique (&350 a4 4000 m=2/m~) et
combine en une seule unité le 1it fluidisé, 1 aérateur, le
systéme de recirculation du liquide et 1 appareil de contréle du

biofilm.

L 'état du mélange pour le RBFI a été caractérisé par Nikolov
et Karamanev [24]1. Pour diffeérents temps de résidence, il ont
trouvé des nombres de Péclet variant de 00,0011 a 0,0057. Ainsi
on peut considérer le RBFI parfaitement mélangé par rapport au
fer. Garnier [23]1, avec des traceurs salins arrive 4 la méme

conclusion.

2.2. Composition de 1'alimentation

Les deux types de bioréacteurs ont été opérés en continu.
Une solution aqueuse de fer ferreux ainsi qu'une solution de sels
nutritifs de type 9K [2&4] étaient alimentées & la téte des
bioréacteurs. De 1 'air ambiant était pompé continuellement au
bas du tube interne; un débit d'environ 4 1/min assurait une
concentation en oxygéne prés de la saturation (7,5 mg/1l}) en
culture libre. L’air contenait aussi le COz (0,033%Z v/v)

nécessaire a4 la croissance de Thiobacillus ferrooxidans. Le

débit gazeux était fourni par une pompe & air d’'aquarium de

marque Hagen modéle optima & débit variable, 1,0 & 6,5 1/min.
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La solution de sels de type K, contenait la source d’azote

de phosphore ainsi que des facteurs de croissance. Sa

composition était:

(NHa) 2504 3,0
K2HPO. 0,5
MgS04.7H=20 0,5
’KEI 0,1
H=504 1,5

Dilution & 1 eau

g/l
g/l
g/l
g/l
ml/1

du robinet

La solution agqueuse de fer ferreux servait de source

d énergie. Le sulfate ferreux utilisé était de qualité

technique, il provenait de la compagnie Sivaco (analyse typique:

F7 477 FeS0s.7H20, minimum 207 fer).

FeS0a. 7H=0 50 g/1

H=504 1,5 ml/1

Dilution a 1 'eau du robinet

Ces deux solutions étaient stockées A température piece, dans

deux réservoirs de 110 litres de marque Nalgene en polyéthylene

haute densité. Pour 1 étude en culture libre, les débits

liquides étaient assurés par

deux pompes péristaltiques

Watson—Marlow. En culture fixe, on a utilisé deux pompes a

déplacement positif Prominent #EO0212T.

20
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2.3. Comparaison culture fixe versus culture libre

Les principaux avantages de la culture fixée par rapport a la

culture libre sont les suivants:

- Grande concentration en bactéries par unité de volume.

~ Les bactéries fixées ne peuvent étre lessivées (washout).

— Les bactéries fixées sont beaucoup moins sensibles aux
conditions du milieux (T,pH,[Fe®*]1,[Fe>*]) que les bactéries

libres.
L es désavantages principaux sont:
— Resistance & la diffusion de 1 ‘oxygéne dans le biofilm.
— Les cellules fixdes se divisent plus lentement, elles seront,

en moyenne, plus vieillent qu'en culture libre.

Nikolov et Karamanev [9]1, ont comparé le taux maximal

d’'oxydation du fer ferreux pour trois conditions d opération:

1- En cuvée pour une culture libre (airlift)
2~ En continu pour une culture libre (airlift)
3~ En continu pour une culture fixe (RBFI)

Ils ont trouveé avec So=4 kKg/m=, un taux d oxydation volumigque

maximum de 0,15; 0,30 et 1,50 Kg/m=.h respectivement.



2.4. Procédures analytiques
2.4.1. Mesures affectudes

2.4.1.1. Culture libre

FPour 1 ‘étude en culture libre, on a mesuré pour chaque regime
eétabli: La concentration en biomasse, le fer ferreux, le fer
ferrique et le fer total, la température, le debit de la solution
de sulfate ferreux, le débit de la soclution 2K, le débit d air et
le pH. On a aussi mesuré 4 quelques reprises la concentration en

oxygene dissous.

On considérait que le régime permanent était atteint, apreés
un délai de cing fois le temps de résidence hydraulique moayen.
200 ml de particules de polypropyléne était ajouté dans le
liquide, afin de prévenir la formation d un biofilm sur les
surfaces de verre. Ces particules étaient remplacees a éhaque
série de mesures. Le volume de liquide dans le bioréacteur
etait mesuré une fois au début de chaque expeérience, avec un
cylindre gradué de 1 litre. Ce volume excluait les volumes morts
et etait corrigé pour la présence des particules de

pol ypropyléne.

2.4.1.2. Culture fixe

Pour 1 "étude en biofilm, les mesures étaient effectuées sur
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une base quotidienne. On mesurait, 1 'épaisseur du biofilm, le
fer ferrique et le fer total, la température, le débit de la
solution de sulfate ferreux, le débit de la solution 2K, le débit
d'air, 1 ‘expansion du lit fluidisé inversé. Sur une base moins
réguliére, on mesurait, le fer ferreux, le pH. A quelques
reprises, on a mesuré, le profil d’ 'oxygéne et le profil

d’'épaisseur du biofilm dans 1 annulus, la production de jarosite.

Les particules support étaient caractérisées avant d’'étre
introduites dans le bioréacteur. A partir d'un échantillon, on
mesurait, la masse volumique (pycnométre), le diamétre moyen
{microscope avec vernier), la masse moyenne (balance analytigue).
Le nombre total de particules était obtenu a partir du volume
sec, en supposant une porosité de 40%. La masse totale de
biofilm présente dans le biaréacteur, était estimée a partir de
1 ' épaisseur du biofilm et du nombre total de particules. Le
volume liquide était mesuré au début de 1 'expérience et était

corrigé pour la présence du lit fluidiseée.

2.4.2. Débits

Les débits liquides ont été mesurés A 1 aide d 'un cylindre
gradué de 10 ml et d’ 'un chronométre. Un volume d’ 'au moins 5 ml
était recueilli, 1 ‘erreur expérimentale ne dépassait pas 2%4Z. Le
débit d air était mesuré avec un rotamétre gradué entre 0,5 et

7,0 1/min.
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2.3.3. Température

La température a été mesurée avec une thermométre a mercure
gradué au demi degré Celcius, 1 ‘incertitude était donc * 0,25°C.
La température dans les bioréacteurs etait contrélée, a 1 aide
d‘un bain thermostaté {(Brinkmann, modéle mgw Lauda RM2Z0) muni

d ‘une pompe a eau (Brinkmann, modéle mgw Lauda RMT).

2.4.4. pH

Le pH a été mesuré avec un pHmétre électronique de marque
Fisher accumet (modéle 825 MP). Une électrode de verre et une
electrode de référence au Calomel ont été utilisées. UOn
effectuait une calibration a deux points avec des solutions
tampons de pH 2 et 4. Dans ces conditions, on a estimé

1'incertitude a * 0,05.

2.4.5. Concentration en fer ferreux

Le fer ferreux a été déterminé par un titrage au dichromate
de potassium (0,1 N) avec le diphénilaminosul fonate de barrium
(0,2% p/p) comme indicateur. Un échantillon était prélevé du
bioréacteur avec une pipette de 5 ml. On ajoutait 2 ml d acide
sul furique concentrée, environ 50 ml d’'eau distillée et quatre
gouttes d'indicateur. La coloration au point de virage était le
mauve. Une burette graduée au dixiéme de millilitre a é&té

utilisée. Par des points répétés, on a estimé 1 'incertitude a *



0,05 g/1.
2.4.6. Concentrations en fer ferrique et en fer total

La determination du fer ferrique et du fer total (ferreux +
ferrique) était effectuée a partir d un méme échantillon par une
méthode colorimétrique. Un aliquote de 0,4 ml était prélevé du
bioréacteur 4 1 'aide d’ une pipette automatique. On ajoutait 5 ml
d‘une solution d’acide sulfosalicylique (100 g/1), qui formait un
complexe de couleur viclet avec le fer ferrique et 100 ml d’eau
distillée. L’ absorbance était mesurée au spectrophotométre
(Beckman, modé&le DB} & 455 nm. Pour déterminer le fe; total, on
ajoutait & la solution précédente 5 ml d hydroxide d ammonium
concentré, un complexe jaunitre était alors formé avec le fer
ferrique et ferreux. L absorbance était mesurée & 497 nm. Par
des mesures répéteées, on a évalué la’précision de cette technique
a * 0,05 g/l. La courbe de calibration a &té r&alisée avec des
solutions de fer.ferrique al,o, 2,5 et 5,0 g/1. Une
recalibration é&était effectuée lorsque la somme des
concentrations expérimentales en fer ferreux et ferrique é&tait

differente & plus de 5% de la concentration en fer total.

Le titrage du fer ferreux servait surtout & vérifier si le
bilan sur le fer bouclait. En effet, les deux mesures obtenues
avec le spectrophotométre étaient suffisantes pour déterminer le
taux d’ oxydation du fer ferreﬁx. La concentration en fer ferreux

a 1 'entrée (5o) est égale & la concentration en fef total dans le
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bioréacteur, puisque 1 'alimentation ne contient pas de fer
ferrique. La concentration en fer ferreux (substrat) dans le

bioréacteur (5), est égale a la différence entre le fer total et

le fer ferrique (produit).
2,4.7. Concentration en oxygéne disscus

L ‘oxygéne dissous a été mesuré a 1 aide d une sonde a oxygéne
de type industriel en acier inoxydable de marque Ingold. La
lecture en pourcentage de la saturation était lue sur un moniteur
(DIGEM ff1E, GOSSEN). On a assumé que la concentration de
saturation dans notre liquide était égale a 5% de la
concentration de saturation dans 1 'eau distillée, dans les mémes

conditions de temperature et de pression.

2.4.8. Concentration en biomasse libre

Tr&is échantillons de 100 ml du liquide dans le bioréacteur
étaient centrifugés a 4500 TPM pendant 30 minutes. Le surnageant
était jetté, on récuperait le culot de sédimeﬁts issu de la
centrifugation et on le placait dans un récipient préalablement
pesé. On séchait a 1 étuve a 105°C pendant 24 h. On aobtenait la
masse séche total (MST) des sédiments par différence. La moyenne
des MST divisée par le volume de 1 'échantillon donnait "la
concentration en biomasse". I1 faut nuter’que le culot de
sediments contenait les bactéries mais aussi de la jarosite qui

etait en suspension dans le bioréacteur. On a observé au
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microscope {(1000X) le surnageant aprés centrifugation, aucune
bactérie n'a été détectée. Les masses impliquées étaient treés
faibles, on a pris soin de manipuler les récipiants avec des

pinces et d 'utiliser un dessicateur avant chaque pesée.

2.4.9. Epaisseur du biofilm

L "épaisseur du biofilm était déterminéde A partir d’un
échantillon de 50 a 100 bioparticules. On comptait le
nombre exact de bioparticules, elles étaient séchées a 1 étuve a
70°C pendant 40 minutes et par la suite, pesées par différence.
Le biofilm forme une couronne sphérique autour de la particule
support. La masse et le diamétre moyens du support sont connus
ainsi gque la densité du biofilm (2000 Kg/m¥™), on peut donc
calculer 1 ‘épaisseur de la couronne de biofilm & partir de la

masse moyenne d une bioparticule.

2.4.10. Expansion du lit fluidisé inversdé

L "expansion était mesurée avec une régle de 30 cm. Les

mouvements de 1 'interface du 1lit, limitait la précision de la

mesure a * 1 cm.

2.5, Bouches dédtudides

Trois souches de Thigbacillus ferrooxidans ont été etudieées.

Deux souches américaines, ATCC 23270 et ATCC 19859, provenaient



de American Type Culture Collection. Une souche bulgare, G 195,
provenait de la collection du département de microbiologie de

1 ‘Université de Sofia.

Ces trois souches ont été conservées dans une incubateur
rotatif a 28°C et repiquées réguliérement. Les trois souches ont
eté étudiédes séquentiellement. Les bioréacteurs é&taient d abord
nettoyés avec une solution d’acide chlorhydrique et d acide
oxalique. Les bioréacteurs, les instruments, les réservoirs et
la tuyauterie étaient ensuite désinfectés avec de 1 'eau de javel
concentrée pendant plusieurs heures et puis rincés a 1 'eau
courrante. La surface des comptoirs de travail était flambée a

1 "éthanol.

On utilisait un innoculum de 104 v/v. Le réacteur eétait
alimenté en air et opéré en cuvée, jusqu’'ad ce que la coloration
change du vert (fer ferreux) au rouge brique (fer ferrique). 0On
débutait alors 1 étude en culture libre, en alimentant en
continu les deux soclutions décrites précédemment. On débutait
1 'étude en culture fixe, en ajoutant les particules de support au
reacteur en culture libre en régime permanent. Le volume des
particules de support correspondait & environ 20% du volume de

liquide.
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CHAPITRE 3
CINETIQUE DE CROISSANCE ET D'OXYDATION DU FER FERREUX

EN CULTURE LIBRE SUBMERGEE

3.1. Equations de base en culture libre

Les équations 1 & 4 définissent les relations de base de la

cinétique en culture libre.

re=uX (1)
rew=qX (2)
F=Yrmua (3)
Alors Y=u/q (4)

Les parametres p, q et Y sont des coefficients de
proportionnalité qui doivent é&tre modélisés. A priori, on
considére qu’il peut y avoir un taux de mortalité significatif,

on pose [273:

H=Yyq—kKag () avec KazO
d'od q=(1/Y4)#u+ka/Y+ (&)
Bilan sur la biomasse:

accumulation = entrée - sortie + génération

vadX/dt = FaXe — F%X + Vi#r,
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En régime permanent avec une alimentation stérile, le bilan se

simplifie:

rs = (F/V)#®X
Soit ux = D#*X
Alors u =D (7)

lLe taux de dilution (D), est égale a 1 'inverse du temps de
résidence hydraulique moyen. L équation (7) a une significatinn
particulieére, en régiment permanent: une population non nulle
peut se maintenir seulement si elle peut ajuster son taux
spécifique de croissance au taux de dilution (variable de

contréle).
De (4) et (6), on a:
Y=Y/ {1+K /) - (8)

L "équation (B) est un modeéle pour le coefficient de rendement
en biomasse, qui tient compte d un dépérissement possible de la
biomasse. Les valeurs de Y et y sont obtenues des bilans en

régime permanent.

Bilan sur la biomasse: r,=DX
Bilan sur le substrat: reauw=D(Sc—-9)
Mais Y=rx/r-u

Donc Y=X/(Sc—9)
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I.2. Madéle cindtique souche ARTCC 23270

J.2.1. Evaluation du coefficient de rendement en biomasse

lLes données expérimentales sont présentées au tableau Al
de 1 annexe A. On a utilisé des régressions non—lineaires pour
ne pas amplifier les incertitudes relativement grandes sur les
petites valeurs de S et X. Les valeurs expérimentales de p et Y

sont présentées au tableau 1.

I Y 0,1873 00,1513 0,1778 0,2028 00,1437 0,1916 |
| (Kg MST/Kg) |
I u 0,0328 00,0383 0,041 00,0701 00,0946 00,1115 |

| (h—1) |

Tableau 1: Evaluation des paramétres biocinetigques Kg et Yy

souche ATCC 23270

Les estimés des parametres Y+ et Kg ont é&té obtenus avec le
progiciel S5AS, par des régressions non—linéaires (méthode de

Gauss—Newton), les résultats figurent au tableau Z.
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i estimé du ecart—-type intervalle de confiance a 95%
I paramétre bas haut

|

| Yr 00,1809 0,0300 00,0975 00,2648

| (Kg MST/Kg)
| K 0,0013 0,0086 -0,0226 0,0252

1 (h—1)

Tableau 2: FParamétres de régression Kg et Yy souche ATCC 23270

La valeur de la Kg n'est pas significativement différente de
zéro. Cela signifie que la mortalité bactérienne est négligeable.
Par le principe de la parcimonie, on doit éliminer ce paramétre

du modéle, on pose donc dans (8): Ka=0.

L équation se simplifie a&: Y=Yx (P

Mathématiquement, pour une culture libre, un taux de
dépérissement nul est équivalent & un taux de maintenance nul
[29]. 0On doit refaire la régression non-linéaire pour obtenir le

meilleur estimé de Y.



33

{ estimé du écart—-type intervalle de confiance a 95%
| paramétre bas haut

|

£ 00,1770 00,0103 00,1505 00,2033

| (Kg MST/KqQ)

Tableau 3I: Paramétre de réqgression Y+ souche ATCC 23270

3.2.2. Modéles pour le taux spécifique de croissance et pour le

taux spécifique d’'utilisation du substrat

| "équation (9) suggére le modéle suivant:

H=UL¥5/ (Ka+5) (10) équation de Monod

O=Qm*S/ (Ka+S)  (11)  0d Qm=Um/ YT

De (4), (10) et (11) on a bien gue:

Y=p/g=gm/gm=constante (Yy)

Alors (7) et (10) donne:

D=pn#5/ (Ka+5) (12)

En isoclant S de 1 ‘'équation (12), on a que:



S=D#Ka/ (Hm—D) {(13)

La connaissance de 5, nous permet d 'exprimer la concentration en
biomasse en termes des paramétres biocinetigques et des conditions

d opération.

X=Y¥ {S6—5)=Y (So—D#Ka/ {Hn—-D)) (14)

Dans la littérature, on nomme souvent les équations (13) et
{14) le "Monod chemostat model” [29]1. Ce modéle est valide dans
une plage de concentrations od il n'y a pas d’'inhibition ni par

le produit, ni par le substrat.
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L "équation (13) indique gque la concentration du substrat a la

sortie du bioréacteur (5) est indépendante de la concentration a
1l 'entreée (55), elle ne dépend que du temps de résidence et des
parametres biocinétiques. L equation (14) montre que la
concentration du catalyseur (X), s’ajuste a la charge de

1 alimentation (So). En posant X=0 dans 1 équation (14) ou
encore 5=5, dans 1 ‘équation (13), on obtient le taux de dilution
maximum ("washout").

D= Um*So/ (Ka+S80) (15)

Four So>>*Kay; on a que: Daiim

Les donneées nécessaires a 1 'estimation de u. et Ka avec

1’equation (12), sont présentées au tableau 4.
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| D 00,0328 00,0383 00,0491 00,0701 00,0944 00,1115
i (h—21)

I S 0,17 0,22 0,22 0,40 1,12 1,72

| (Kg/m™=)

Tableau 4: Evaluation des paramétres biocinétiques Kg et ug
souche ATCC 23270

L 'estimation des paramétres est obtenue par une régression

non linéaire, les résultats figurent au tableau 5.

| estimé du écart-type intervalle de confiance a 9374 |
{ paramétre bas haut |
| | |
| Ka 0,4780 0,0851 0,2418 0,7142 I
| (Kg/m™) I
| Hm 0,1403 0,0102 0,1119 0,1678 !
| th—1%) ' I

Tableau 5: Paramétres de régression K. et u, souche ATCC 23270
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Les deux parametres sont significatifs. Notre modéle
cinétique est donc constitué des équations (1),(2),(3),(10) et

(11). I1 se résume par:

r.=0,140%5/(0,478+5) *X (Kg MST/m>.h)

Faa=r./0,177=5,652%r,, (Kg/m>.h)

La courbe D=u=0,140#5/(0,478+5) est tracé la figure Al de
1 "annexe A, les points expérimentaux y correspondent trés bien.

Cette similitude confirme que le modéle de Monod est adéquat,

pour représenter le taux spécifique de croissance de Thiobacillus
ferrooxidans, cultiveée en continue dans un réacteur parfaitement

meélangé & partir de sulfate ferreux.

Remargue: FPour cette série (ATCC 23270), la valeur de Y+ est
surévaluée car notre technique de mesure de la biomasse (X) était
biaisée: aprés la centrifugation on ne jettait pas tout le
surnageant. Par la suite, on a déterminé due le surnageant
contenait de la matiére séche et wvolatile. Cependant, les valeurs
de Um,Ka et Kg restent valides. Dans les expériences qui ont

suivi, on a conserveé seulement le culot de la centrifugation.

3.3. Cinétique souche ATCC 19859

On a utilisé le modéle cinétique de la section précédente
pour exprimer la croissance et 1 ‘oxydation du fer ferreux par la

souche ATCC 1985%9. Les données expérimentales sont présentées au



tableau AZ. lLes résultats trouvés avec deux régressions

non—linegaires figurent au tableau 6.
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| Taux de dépérissement non significatif, Ka=0.

| estimé du écart—-type intervalle de confiance a 95%
| paramétre bas haut

|

I Y+ 0,0489 0,0026 0,0423 0,054%

I (Kg MST/Kqg)

| Yem 0,1280 0,0212 0,0760 0, 1800
i (h—2)

| Ka 0,2881 0,1486 -0,0761 0,6523
| (Kg/m>)

Tableau 6: Paramétres de réqression souche ATCC 19859

La figure AZ compare la courbe de régression et les points
experimentaux pour le modéle de Monod. La courbe porte bien les

points expérimentaux.
3.4. Cinétique souche G 15

Les données expérimentales sont présentées au tableau A3.

Les résultats trouvés 4 1'aide de deux régressions non—linéaires
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sont présentés au tableau 7.

I Taux de dépérissement non significatif, Ka=0. i

i estimé& du écart-type intervalle de confiance a 952 I
i paramétre bas haut i
i i
I Yr 00,0475 00,0030 00,0353 00,0597 i

| (Kg MST/Kg) f

TN 0,1584 0,0102 0,1336 0,1833 |
| (h—%) |
| K; 0,64046 00,1193 00,3727 00,9566 i
| (Kg/m=) . |

Tableau 7: Paramétres de régression souche G 15

Encore une fois, la courbe de régression porte bien les

points expérimentaux (fig. A3X).
3.9. Tableau cnmparhtif des paramétres biocinétiques

Le tableau 8 compare les différents paramétres biocinétiques

en culture libre, pour les trois souches étudiées.
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| Souche T Kes Y+ Hm Ka

| ™ h—? Kg MST/Kg h—t Kg/m=
i

| ATCC 23270 31 0 = 0,140 0,478
|

| ATCC 19859 30 0 0,049 0,128 0,288
i

| G 15 30 0 0,048 0,158 0,665

Tableau 8: Reésumé des paramétres biocinétigues en culture libre

Les deux coefficients de rendement théorique en biomasse sont
sensiblement égaux, on peut présumer une valeur analogue pour la
souche ATCC 23270. Pour les trois souches etudiées, la valeur de
Ka n'est pas significativement différente de zéro. vCela n’'est
paé surprenant, puisquune culture libre peut se maintenir en
régime permanent, seulement si les bactéries se divisent

reguliérement, ainsi la population reste toujours "jeune”.

On remarque que les valeurs des paramétres p., et Ka vont
dans le méme sens; les plus petites valeurs, les valeurs
intermédiaires et les plus grandes valeurs sont pairées. Ainsi
sur la plage de concentrations étudiédes (env. 0,1 &4 2 Kg/m™), les
trois courbes p=f(S) sont veoisines. Compte tenu de cette

observation, on a effectué une régression sur 1 ensemble des 22
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points expérimentaux. Les parametres de régression sont
presentrés au tableau 2. La figure 44 montre que la courbe de
régression décrit globalement bien le comportement des trois

souches en culture libre.

| estimé du écart—-type intervalle de confiance a 95%4 |
| paramétre bas haut |
| |
| Ka 00,4231 0,05393 00,2995 00,5448 |
| (KEg/m™) |
| HUm 00,1427 0,0071 00,1279 00,1574 i
| (h—21) |

Tableau %9: Paramétres de régression Kga et ug




4.1.

4.1.1.

CHAPITRE 4

COMPORTEMENT DES RBFI EN CULTURE FIXEE

Performances des RBFI de 4 litres

Données physiques sur les expériences

Huit expériences en culture fixe ont été réalisées dans des

bioréacteurs de 4 litres {(volume nominal).

De ces huit

expériences, quatre ont été suffisament longues pour genérer des

données cinétiques valables.

figurent aux tableaux Rl & B4 de 1 annexe B.

Les données de ces expériences

I1 faut noter que

les valeurs de Mes ne tiennent pas compte des bactéries libres

submergeées.

ces expériences.

Le tableau 10 donnent les parameétres physiques de

| exp.

| #2
| #4
I #7

I #8

souche

ATCC 23270

ATCC 19859

G 15

G 15

°C

29,5
30,0
30,0

30,0

pH

1,6 & 2,3

1,85 a 2,2
1,7 a 2,3
1,7 a 2,3

10—=m>

Pe

Kg/m=

&0
&0
363

388

de

10>m

1
Neoe |
10= |

|
|

282,4 |

438,7 |

394,81

342,5|

Tableau 10: Caractéristiques des expériences en culture fixe
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Les figures Bl & Bl2 de 1 annexe B montrent pour les
expeériences 2,4,7 et 8: L 'épaisseur du biofilm (3), le taux
d’utilisation du substrat (W,.) et le taux spécifigue

d'utilisation du substrat (g) en fonction du temps.

4.1.2. Croissance du biofilm

On remarque dans tous les cas, gque la croissance initiale du
biofilm est trés lente {(jusgqu’'a env. 135 uml. Durant cette
période, le biofilm est trés sensible au cisaillement. Apres
cette épaisseur critique, le biofilm devient beaucoup plus
resistant et son épaisseur augmente a peu prés de fagon
expaonentielle (évolution similaire au processus autocatalytiquel).
La figure B17 regroupe 1 ‘'ensemble des valeurs de 8 sur un méme

graphique.

L 'expérience a montrée qu’'il s’ établit un profil d’ épaisseur
de biofilm en fonction de la cote dans le 1lit fluidisé, ce profil
est évident lorsque 1 "épaisseur du biofilm excede 30 um.

L "épaisseur du biofilm augmente de haut en bas de 1 annulus. Les
échantillons de bioparticules ont toujours été pris a4 la méme
position, les courbes représentent donc 1 'évolution de

1 épaisseuwr du biofilm & 0,1 m du sommet du 1lit fluidise. Un

modeéle pour expliguer ce phénoméne est présenté a la section 4.3.

4.1.3. Taux d’'utilisation du substrat



Les courbes Wau=f{(t) montrent qu’'A t=0, le taux de réaction
n‘est pas nul car les bactéries libres assurent une oxydation.
Lorsque 1 épaisseur du biofilm augmente, la contribution relative
des bactéries libres a4 1 oxydation du fer ferreux diminue, car le
rapport bactéries fixées/bactéries libres devient de plus en plus
elevé. La figure B18 regroupe 1 'ensemble des valeurs de Wau sur

un méme graphique.

Au cours de certaines expériences (v.g. exp. #2), on a note
que la courbe Wau=f(t) possede un maximum relatif quelques jours
apres le début de 1 ‘expérience. La chute qui suit correspond au
lessivage (washout) des bactéries libres, car on augmente le taux

de dilution a mesure que le biofilm croit en épaisseur.

lorsque le temps de résidence dans le bioréacteur est
inférieur au temps de résidence minimal des bactéries libres
{1/Dn), la concentration en bactéries libres devient trés faible.
Cette concentration n’'est pas nulle, puisque les bgctéries fixées
libérent dans le liquide des cellules lors de leurs divisions.
Cette concentration est particuliérement faible, car les
bactéries fixées se divisent plus lentement que des bactéries
libres. Cependant on a observé a 1 'aide d’ un microscohe, la
présence de bactéries libres dans le liquide a un temps de

residence inférieur a 1 heure.

Un faible taux d'utilisation du substrat, peut &tre cause par

une faible activité bactérienne ou encore la conséquence des

43



conditions d'opération. Deux types de conditions d’opération
peuvent entrainées une faible valeur de Wau (Wau=F#(S5o-5)).
La premiére, est un faible débit d alimention, le temps de
résidence sera long et la conversion voisine de 100%. La

seconde, est une faible concentration du substrat alimentée.

En culture libre, on a enregistré comme valeurs maximales du
taux volumique d’utilisation du substrat: 0,474; 0,405 et 0,349
Kg/m=.h pour les souches ATCC 23270, ATCC 19839 et G 15. En
culture fixe, on a obtenu respectivement comme valeurs maximales:
2,62 (8=67,8 uym); 0,830 {(3=15,2 um) et 1,01 Kg/m=.h (4=45,8 um).
Ces valeurs montrent bien 1 effet positif du lit fluidisé,
surtout si 1'on considére que le nombre de particules support

ainsi que 1 ‘épaisseur du biofilm n étaient pas optimises.
4.1.4. Taux spécifique d’'utilisation du substrat

Pour les courbes q=f(t), les valéurs a biofilm trés mince ne
sont pas valables. Au début des expériences, les bactéries
libres assurent en majorité 1 'oxydation du fer ferreux ainsi on
obtient des valeurs treés grandes pour g=Weu/Mer (M n'inclut pas
les bactéries libres). La figqure B19 regraupe 1 'ensemble

des valeurs de g sur un méme graphique.

Apreés ces valeurs anormalement élevees, q varie peu. On
remarque cependant que la pente de la courbe est légérement

négative pour les 4 expériences. Cela peut étre causé par la



concentration du substrat (5) qui n’‘est pas constante dans le
temps ou bien par une résistance & la diffusion de 1 oxygéne dans
le biofilm. On montre au chapitre 5, que la premiere hypothese
ne peut expliquer les résultats expérimentaux. Ce chapitre est
consacré & la cinétique en culture fixe, c'est la modélisation

des valeurs expérimentales de q.

4,2, Stabilité des RBFI de 4 litres

Aiu cours des expériences #1 et #2 en biofilm, on a coupé
l1"alimentation de la solution en sels (9K), aprés 1 expansion
compléte du 1lit fluidisé inversé (54 cm). L 'expansion complete
avait nécessité respectivement 40 et &2 jours. Cette action
avait trois buts, limiter la croissance du biofilm, réduire au
minimum la formation de jarosite et diminuer les coats
d ‘opération. Dans les deux cas, on a observeée une amélioration
des performances et par la suite, une détérioration du biofilm

avec une chute brutale des performances.

La chronologie suivante a été observée au cours de
1l expérience #2 (c.f. fig. B3). Initialement, la valeur de Wau a
augmenté jusqu’'a un plateau'd'envirnn 4, 0#10—= Kg/h. Au &7rem=
jours, on a coupé 1 'alimentation en sels. Environ 2 jours plus
tard, Wa. a augmenté sensiblement pour dépasser 5,0#10= Kg/h, on
a enregistré un maximum de &,42#10—= Kg/h. Ces performances
remarquabies ont duré approximativement 21 jours. Apreés cette

période, le biofilm est devenu trés friable, Wau a diminueé
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radicalement pour atteindre aussi peu que Q0,74%10~= Kg/h. Le
li12®me jours on a réalimenté en sels, la croissance a alors

reprise trés lentement.

La compréhension de ce phénoméne n’'est pas évidente, on
avance 1 ‘explication suivante: le sulfate ferreux que nous avons
utilisé ne contenait pas assez d 'impuretés (sels) pour permettre
la croissance ou la maintenance de la biomasse. Lorsqu’il n’'y
avait plus de sels disponibles, les cellules ont axé leur
métabolisme sur la consommation du substrat. Cependant apres
environ 21 jours, les cellules avaient vieilli et ont dégénéré

rapidement.

Dans les expériences qui ont suivi, on n’a pas interrompu
1 'alimentation en sels apréé 1 "expansion compléte du 1lit
fluidisé. On a essayé de limiter la croissance du biofilm en
diluant la solution 9K par un facteur 2, puis par un facteur 4.

Ces dilutiéns n‘ont pas eut 1 'effet escompté.
4.3. Mécanique du biofilm
4.3.1. Performances des érodeurs
Aucune des expériences en culture fixe n’'a permis
1 "établissement d un véritable régime permanent, od la croissance

du biofilm dans 1 espace annulaire est contrebalancée par

1 abrasion daﬁs le tube interne par 1’ érodeur. Aucun des



erodeurs, n’'a éteé capablé d’'user le biofilm trés dur de

Thiobacillug_’ferrnnxidans. Cing types différents d’ érodeurs ont
eté testés:
—Gravier grossier 0,630 cm (12 & 25 piéces).
—Cylindres &4X6 mm d ' acier inoxydable 31&6L (12 & 38 pieécces).
—Boudins d acier inoxydable 3164L.
—Combinaison cylindres et boudins.

~Cylindres d 'acier inoxydable 316L 10 mm coupés en biseau.

Le tableau 11 donne un exemple d 'épaisseur du biofilm dans
1l "espace annulaire. Les mesures ont été prises & 146 jours
d'intervalles, lors de 1 'expérience #46 avec la souche G 15. Au
cours de cette période, 1 'expansion du lit fluidisé était
complete (54 cm); il y avait présence d’'un érodeur constitué de
24 cylindres de &6X&6 mm dans le tube interne et la solution 7K

n'était pas diluée.

r -1
| 10 sept. 86 24 sept; 8a& |
I v é Y (] ]
| _ m um m um |
! 0,1 48,2 0,1 77,7 i
! 0,2 58,6 0,2 83,8 I
I 0,3 57,9 0,3 92,2 i
i . 0,4 90,5 i
i 0,5 91,7 i

Tableau 11: Profil d’ épaisseur du biofilm dans 1 ‘espace annulaire




Expérimentalement, on observait que le taux de recirculation
des bioparticules était élévé. Le tableau précédent montre
clairement que la croissance du biofilm n 'était pas contralée.
Malgré la présence de 1 'érodeur, il y avait croissance nette du
biofilm; donc augmentation de la densité des bioparticules.
Ainsi avec le temps, on a observé qu'une fraction croissante du

lit fluidisé décantait au fond du bioreéacteur.

4.3.2. Modélisation du profil d 'épaisseur du biofilm avant la

recirculation des bioparticules

Avec un érodeur efficace, il serait normal d’'obtenir un
profil d’'épaisseur de biofilm dans 1 annulus en régime permanent;
car il y aurait abrasion dans le tube interne et croissance dans
1 'espace annulaire. L 'expérience a montré, qu'un profil se
développait en 1 'absence d 'un érodeur et m@me avant la
recirculation des bioparticules. Le profil &tait évident

pour une épaisseur de biofilm excédant 30 um.

Un programme FORTRAM pour expliquer 1 ‘apparition d'un profil
d épaisseur de biofilm avant la recirculation des bioparticules a
eté développé. Ce programme tient compte des observations
sulvantes:
a) Il vy a une distribution des diamétres des particules support.
b) Dés le début de 1 'expérience , il y a ségrégation suivant
le diamétre des particules support: le diamétre décroit de

haut en bas du lit fluidisé inverseé.
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c) La porosité croit de haut en bas du 1lit.

d) Avec le temps, il s'établit un profil d’'épaisseur du biofilm,
1 "épaisseur croit de haut en bas du 1lit.

e) Ce profil se développement avant la recirculation des
bioparticules.

Le programme est base sur le modéle suilvant:

rera=rercrrans (1&)
=Rper*Ver—K(l—c) #nk (dge) = (17)
Veri+1=Vars +rern*tAt (18)

On suppose que le taux de croissance du biofilm est
directement proportionel a son volume, cela est caratéristique
d ‘un processus autocatalytique. On suppose aussi que 1 "abrasion
est causeée par le frottement des bioparticules les unes contre
les autres 4 1 'intérieur du lit fluidisé. Cette abrasion
superficielle est d’autant plus importante que les bioparticules
sont entasseées, la porosité (&) est calculée par la corrélation
de Richardson—Zaki [30]. La constante du taux d’abrasion a des
unitées de vitesse ce qui est classique d’un phénoméne d usure.
Ce modéle demande d ajuster deux paramétres uee et K, 1 essai de
différentes combinaisons arbitraires rend son utilisation
laborieuse. Des résultats vraisemblables ont tout de méme éte
généreés avec Upr=0,002 h—1* et K=1,2%10-% cm/h; un petit profil

d "épaisseur s est développé, di aux conditions de cisaillement

différentes a 1 'intérieur du lit sur une période de 75 Jjours. On

retrouve a4 1 annexe C (c.f. fig. Cl, C2, C3) ces résultats ainsi

qu’'un listing du programme.
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CHAPITRE 5

CINETIQUE DE L "OXYDATION DU FER FERREUX EN BIOFILM

S9.1. Objectifs

Notre objectif est de modéliser les valeurs expérimentales du
taux spécifique d 'utilisation du substrat (c.f. fig. B9, B10O,
Bl1i, B12). Ce modéle de 1 oxydation du fer ferreux ne fera pas

reférence a un modéle de croissance du biofilm.

On utilisera les données recueillies lors de la croissance du
biocfilm, au cours des expériences # 2,4,7 et 8, pour déterminer
la forme du modéle et les paramétres biocinétiques pour
1 'oxydation du fer ferreux en culture fixe, par les souches ATCC
19859, ATCC 23270 et G 15. Les données expérimentales figurent

aux tableaux B1, B2, B3, B4.
5.2. Modéle de Michaelis-Menten

Le modele de Michaelis—-Menten et celui de Monod sont
analogues. Celui de Michaelis—-Menten a étébdévelnppé sur des
bases théoriques, pour décrire la vitesse d 'une réaction
catalysée par un enzyme. Celui de Monod est base sur
l1'empirisme, il exprime le taux spécifique de croissance d’'une

espece microbienne cultivée avec un substrat limitant [353.

L équation de Michaelis—Menten s écrit:



Q=Qm*5/ (Kat8) (19)

oG q=Wau/Mae (20)

avet Waou=F(S5,—-5) (21) melange parfait

En combinant les équations (19), (20) et (21), on obtient une

expression quadratique en S dont une seule racine est positive:

S=L (gmMertFKa—F56) 2+4F 2K 5619 » T~ (FKa=F So+QmMee) (22)

2F

Contrairement au modéle du "Monod Chemostat” utilisé pour la
culture libre, la concentration du substrat a la sortie du
bioréateur est fonction de la concentration d entrée dans le

cas d 'une culture fixée.

L'utilisation du modéle de 1 ‘équation (19) pour expliquer les

valeurs observées de q, implique les hypothéses suivantes:

a) Reégime pseudo—-permanent.

b) La biomasse ne dépérit pas.

c) Cinétique d'ordre zéro par rapport a 1 oxygéne
(1 "oxygéne dissous est cependant le réactif limitant car
5>>Co=).

d) La diffusion interne (dans le biofilm) de 1 'oxygéne n’ 'est pas



1l 'étape limitante.

e) L 'épaisseur du biofilm est approximativement constante dans
tout le bioreacteur.

f) L'oxydation du fer ferreux par les bactéries libres est

négligeable par rapport a celle des bacteries fixées.
Justification respective des hypothéses:

a) Expérimentalement, on observe que la croissance du biofilm est
un processus tfés lent. L'hydrndynahisme et la cineétique
possedent une dynamique beaucoup plus rapide.

b} En culture libre on a trouvé K4=0.

€) Nikolov et Karamanev ont trouvé qu’en culture libre la
constante de saturation pour 1 ‘oxygéne est: Ko==0,00023
Kg 0Z2/m>. La concentration la plus faible mesurée dans le
RBFI a eté de 0,0038 Kg D2/m=.

d) Hypotheése simplificatrice en premiére approche

e) D aprés nos observations, cela.est verifie pour &<30um.

f) L’ approximation est bonne lorsque le taux de dilution est

superieur a Da.

Remargue: Le transfert de masse intrabiofilm qui peut étre
limitant est celui de 1 'oxygéne. En effet, la concentration de
saturation de 1 'oxygéne (env. 8%10—3 Kg 02/m™) est beaucoup plus
faible gque les concentrations de fer ferreux utilisees. Puisque
les consommations de fer et d oxygéne sont reliées par la

stoechiométrie, on conclut que la concentration du fer
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ferreux a 1 intérieur du biofilm est pratiquement constante, elle

est essentiellement égale A4 sa concentration en vrac ("bulk").

Pour satisfaire les conditions e) et f), on a considéré
seulement un certain domaine des points expérimentaux, les

limites figurent au tableau 12.

| exp. limite inf. limite sup. nb de points |
i (jours) tjours) |
1 1
| #2 8 50 21 i
I #4 3 39 19 i
| #7 6 49 20 I
| #8 =) 49 15 |

Tableau 12: Domaine des points considérés pour les régressions

Le tableau 13 résume les résultats obtenus par régression non

linéaire (méthode de Gauss—Newton) avec le logiciel SAS.

On obtient un résultat remarquable, de facon générale le
paramétre Ka n'est pas statistiquement différent de zéro en
culture fixe. Par contre, en culture libre, ce paramétre etait
statistiquement différent de zéro pour les trois souches

étudi ées.



| am (Kg/Kg MST.h) Ka (Kg/m™=) |

| estimeé écart-type estimé écart—-type |
i |
| exp.#2 0,0318 0,00286 0,026 0,0810 i
| exp.#4 0,0488 0,00631 0,125 0,0822 I
| exp.#7 0,0214 0,00197 0,010 0,0330 |
| exp.#8 0,0196 0,00193 -0,107 0,0125 i

Tableau 13: Paramétres de reégression modéle de Michaelis—Menten

S5.3. Cinétique d’'ordre zéro par rapport au fer ferreux

Dans le but de vérifier que les Ka sont voisins de zéro, on
tracé les courbe g=f(58) (c.f. figures B13 a Blé). On remarque
que ceé courhes n‘ont pas la forme caractéristique d’ un modéle de
Michaelis—Menten, les valeurs de q sont & toute fin pratique
indépendants de 5 (les points singuliers a biofilm trés minces

n‘ont pas ete considéres).

L 'égquation (1?) se simplifie donc a: q=gqm (23)

lLe tableau 14 donne la valeur de qm aprés 1 application de

nouvelles reégressions non—lineéaires.



I gm (Kg/Kg MST.h) I

| ) estimé écart—type |
| |
| exp.#2 0,0310 0,00116 i
| exp.#4 0,0345 0,00340 i
| exp.#7 0,0209 0,00117 i
| exp.#8 0,0229 0,00258 i

Tableau 14: Paramétres de régression modéle d ordre zéro

Les paramétres gqm obtenus pour la souche Bulgare G 15 (exp.#7
et #8) sont trés semblables, cela confirme la reproductibilité
des resultats expérimentaux dans les limites gque 1°'on s est

fixees.

Dans le but de vérifier la dépendance de g par rapport a la
concentration du substrat et a 1’ 'épaisseur du biofilm, on a
calculeé les coefficients de corrélation de Pearson g vs § et g vs

é (c.f. tableau 15).
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| ‘ g vs S q vs & i
| |
| exp.#2 0,572 -0,779 |
| exp.#4 0,130 -0,681 |
| exp.#7 -0.075 -0,605 !
| exp.#8 -0,345 -0 ,9200 i

Tableau 15: Coefficients de corrélation de Pearson

Les corrélations entre g et S sont, d une fagon générale,
assez faibles. Encore une fois, on a confirmation que les
valeurs des Ka sont prés de zéro car le taux speéecifique
d'utilisation du substrat est A toute fin pratigque indépendant de
la concentration en substrat. D autre part, les correélations
entre g et &8 sont toutes négatives et hautement significatives.
Donc la diminution du taux spécifique d utilisation du substrat
peut etre associée a 1 augmentation de 1 'épaisseur du biofilm.
Les valeurs de gm identifiées ci-dessus ne sont en fait que les

valeurs moyennes.

5.4. Modéle avec réaction et diffusion en paralléle

S.4.1. Equation de vitesse

’

On peut modéliser plus exactement les résultats



expérimentaux, par une cinétique d’'ordre zéro par rappart au fer
ferreux jumellée & une cinétique de Michaelis—Menten pour
l "oxygéne, la vitesse de la réaction globale é&tant controlée par

la diffusion de 1 oxygéne dans le biofilm.

L 'équation cinétique s 'écrit alors:

Iciy q est un taux local et Coz est une concentation locale dans
le biofilm. A des fins pratiques, on peut décrire le taux moyen
dans tout le biofilm en termes d ' une concentration mesurable et

d'un facteur d'efficacité.

04 n=taux de réaction observé/taux de réaction en 1 absence

de profil d’'oxygéne dans le biofilm

On néglige la diffusion externe, ainsi C"p= est égale a la
concentration d oxygéne dissous en vrac {("bulk"). Cette
simplification est justifidée par la forte turbulence qui agite le
l1it fluidisé inversé. Miller et Melick [31]1 mentionne gque pour
un biDréacteu( bien congcu, ou le film stagnant regoit suffisament
de perturbations, le transfert de masse externe n’'est pas
important. De fagon typique, pour des enzymes ou des cellules

immobilisés, 1 'étape limitante est la diffusion interne.
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S.4.2. Equation différentielle

Le profil d’ oxygéne, en régime permanent, a 1 'intérieur du

biofilm est régi par 1 équation différentielle non-linéaire:

o0 Yaroz = 7,0 Kg/Kg 02 (valeur stoechiométrique)

Avec pour conditions de frontiéres:

C.F.1 C92=C’nz @ =0

C.F.2 dCp=z/dz=0 @ z=8§

Le membre de gauche de 1 'équation (26) décrit la diffusion
effective de 1 'oxygéne dans le biofilm selon la loi de Fick. Le
membre de droite est la consommation de 1 ‘oxygéne suivantila
cinetique postulée. On a négligé la courbure du biofilm car 1le
diamétre du support de polystyréne expansé est beaucoup plus
grand que 1’ 'épaisseur du biofilm. La condition 1 stipule que la
concentration a 1'interface liquide-biofilm est connue, la
condition 2 dit que le flux d’'oxygéne a 1 'interface

biofilm—support est nul.

S5i 1'on connait les valeurs des paramétres biocinétiques qm

et Ko= ainsi que la diffusivité effective Do=, on peut
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solutionner numériquement 1 ‘équation (26). De cette solution, on
peut obtenir le taux réel de consommation d’ oxygeéne pour une

bioparticule (Wo=z) et calculer la valeur du facteur d'efficacite.

Woz= —Doz#*aps#*#dCo= (0) /dz (27)

n = —(Do=*dCo= (0) /dz) /8 (28)

PEr*Qn(C%o2/ (C"o=2tKo=2) )/ Ya. 0=

Bailey et 0llis [29] discute des valeurs du facteur
d'efficacité en fonction de la cinétique et de la géomeétrie du
catalyseur. Pour la cinétique de Michaelis—Menten ainsi que les
deux cas limites, ordre un et ordre zéro, ils concluent & la
relative insensibilite de n; ils tirent la méme conclusion pour
l'effet de la géométrie. L équation (26) nE.pnsséde pas de
solution analytique, un programme FORTRAN a é&té développé pour
integrer cette équation. On retrouve & 1 'annexe D un listing du
programme et un exemple de solution. FPar contre, la solution
exacte pour une cinétigue d’'ordre 1 pour un catalyseur sphérique

est bien connue [32].
5.5. Réacteur A& recirculation

3.5.1. Caractéristiqunl du réacteur
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Le RBFI n'est pas adapté &4 1 identification des paramétres
Koz et Do= A& cause de 1 appauvrissement en oxygéne dans 1 espace
annulaire. Le profil d 'oxygéne est une fonction trés complexe de
1 "hydrodynamisme et de la vitesse de réaction. A cette fin, on a
congu un petit 1lit fixe avec forte recirculation (c.f. fig.3).
C’est un réacteur opéré en continu, la connaisance du débit de
recirculation du liquide, permet de calculer le taux de
consommation en oxygéne pour un échantillon de bioparticules. On
a les relations suivantes entre les différents taux de

consaommation.

Wauu=F (506—5)

Wo=2=R(Coz entree—Coz marties)
reu=Wau/V

ro=z=Wo=/V

O=Waw/ Mer

q02=N02/MBF

Une étude sur 1 'état du mélange a é&été réalisée avec le bleu
de méthyléne comme traceur (c.f. annexe E). Suite & cette étﬁde,
on peut assumer un meélange parfait pour le fer. Le réacteur a
ete traité comme différentiel pour 1 oxygéne, on a supposeé que la
concentration en oxygéne était uniforme et égale & la moyenne
entre la concentration d entrée etbde sortie du réacteur. Le
transfert de masse externe n’est pas considéré. Compte tenu de

ces hypothéses, on a que: C"a=2=(Coz antreeatCoz acrtiel) /2.
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S — air (et/ou azote)
I b 12cm |
J &
22— - St
I
4 S |42 S —

Figure 3 Schéma du réacteur a recirculation

sortie de trop plein

diffuseur poreus

résérvoir de mélange (S0 ml. de ligquide)

pompe de recirculation péristaltique (9.635 L./h)
bioréacteur & lit compacte (& & 8 mL de billes)

sondes & oxygene

- volume total de liquide=&5%2mb

- d

iameétre des conduites=0,3cm
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S.5.2. Identification des paramétres de 1’ 'dquation de vitesse

On a effectué des expériences avec la souche G 15, pour trois
epaisseurs de biofilm, en diminuant la teneur en oxygéne
alimentée (c.f. fig.4) [(33]. Les données expérimentales sont
tabulées & 1 "annexe F. Les trois courbes ont la forme
caracteristique d une cinetique de Michaelis—-Menten, g=>0 lorsque
C*0==>0 et g tend vers une limite lorsque C"s= prend de grandes
valeurs. On a effectué une régression non—linéaire pour estimer
les paramétres gm et Koz pour chacune des épaisseurs de biofilm,
les résultats figurent au tableau 16. On remarque gu’ avec
1 augmentation de 1 épaisseur du biofilm, 1 'estimé de q. diminue
et 1 'estimeé de Koz augmente. Ces deux tendances confirment que
le transfert‘de masse ne peut étre négligé, la diffusion de
1 ‘oxygéne dans le biofilm doit étre pris en considération pour

expliquer les vitesses de reéaction observees.

| S Om Ko= i
l um Kg/Kg MST.h Kg 02/m= i
| ' |
I 6,5 1,235 7,34%10—2 i
| 18,0 0,445 9,44%10—2 |
I 49,0 0,392 4,67%10-3 I

Tableau 16: Paramétres de reégression gn et Kge pour trois
epaisseurs de biofilm souche 6 15
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On a considéré que le transfert de masse n’'était pas 1 etape
‘limitante pour 1 'expérience & biofilm mince (8=46,53um). Les
valeurs des paramétres biocinétiques de 1 'équation de vitesse
seraient: Keo=z=0,734#10-= Kg 02/m= et qQm=1,235 Kg/Kg MST.h.

La valeur de Koz est vraisemblable, mais celle de g st d'un
ordre de grandeur supérieure aux valeurs observées dans le RBFI
(c.f. fig. Bl1l et BR12), elle doit étre rejettée. Le réacteur a
recirculation contient trés peu de bioparticules et donc trés peu
de biomasse fixée sur ces bioparticules; d'un autre céte les
surfaces sont omniprésentes did 4 sa faible taille. Ainsi il y
avait une importante biomasse présente sur les diverses surfaces
(tubulures, diffuseur, etc.) qui n‘a pas été comptabilisée dans
Meer, cela a augmenté artificiellement les valeurs de q.
Cependant, 1 'estimé de Koz n’'est pas affecfé par la sous

estimation de Mge.

L "écart—-type sur Kep=z est 0,450#10—= Kg 02/m=. L 'estimé
du paramétre est 1,63 fois supérieur A cette valeur,
statistiquement il est peu significatif. Cependant, on doit
nécessairement 1 'inclure dans notre modéle pour expligquer la
décroissance chronologique des valeurs de g. On a assumé une
concentration constante de bactéries dans le binfilm, la
décroissance ne peut étre expliquée que par une influence du
substrat ou de 1 oxygéne dissous. On a montreé sahs éguivoque que
la cinétique d'oxydation était d 'ordre zéro par rapport au fer
ferreux (pour les concentrations étudiées), alors on doit

considérer un Keg=z non nul.



On a obtenu des estimés de qm en extrapolant & t=0, les
courbes q=f(t) (c.f. fig. B? a Bl12) avec des reégressions
linéaires. Les points considérés pour ces régressions sont
mentionnés au tableau 12. 0On a ensuite corrigeé les valeurs
extrapolées par le facteur (Kgzt+Caz)/Caz, avec Kaz=0,734%#10—= Kg
0Z/m= et Co==7,47#10—= Kg 02/m= (concentration de saturation a
30°C). Les résultats sont présentés au tableau 17. Pour 1la
souche G 15, on a choisi la plus grande des deux valeurs, comme

estimé de gqm.

| extrapolation estime |
| Expérience souche A t=0 de qm |
i Kg/kg MST.h kg/Kg MST.h i
i i
| #2 ATCC 23270 00,0449 00,0493 . |
| #4 ATCC 19859 00,0345 00,0379 i
| #7 G 15 00,0304 00,0334 ]
| #B 6 15 00,0482 00,0529 |
Tableau 17: Estimés de Qqn par extrapolations a t=0

5.5.3. Identification de la diffusivité effactive de 1 oxygine

L 'identification de la diffusivité effective de 1 oxygéne



dans le biofilm a été obtenue des deux expériences a biocfilm plus
épais (18,0 et 49,0um). Les paramétres gqm et Koz ont éte estimeés

a4 00,0529 Kg/Kg M5T.h et 7,34#10-4 Kg 02/mn~ respectivement.

Pour un Doz donné, on peut solutionner numeériquement
1 "équation (26). De cette solution, on peut calculer la valeur
théorique de Wo=z par 1 ‘équation (27). La valeur de Doz qui
minimise la somme des carrés des résidus entre les valeurs
expérimentales et les valeurs calculées est 2,4%10~* m=/h. Cette
valeur correspond & 30% de la diffusiviteé de 1 oxygéne dans
l1'eau 4 la méme te@pérature. Cette valeur de diffusivité n’est
qu approximative étant donné la présence de biomasse active qui
n‘était pas sur les biogparticules. La figure 5 donne la valeur
du facteur d'efficacité pour deux épaisseurs du biofilm sur une

plage de concentrations d oxygéne dissous.
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EFFICACITE SIMULEE

SOQUCHE G 15
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Figure 3 Facteur d’'efficacité en fonction de la concentration
en oxygéne pour deux dépaisseurs du biofilm
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CONCLUSION

Cette étude a porté sur la caractérisation de la cinétique de
croissance et d 'oxydation du fer ferreux en culture libre

submergée, de Thiobacillus ferrooxidans et sur la modélisation de

la cinétique d oxydation du fer ferreux lorsque la bactérie était
fixée dans un biofilm et mise en oeuvre dans un réacteur a 1it
fluidisé inversé. Dans les deux volets, trois souches

différentes ont été édtudides.

En culture libre submergée, on a obtenu & partir
d’expériences en continu, que le taux spécifique de croissance
suivait une éguation de Monod & un substrat limitant, le fer
ferreux. On a aussi montré, que le taux volumique de
consommation du substrat était directement proportionel au taux
volumique de croissance de la biomasse. De facon spécifigque, on

a obtenu pour les souches ATCC 23270, ATCC 198592 et G 135:

— Un coefficient de rendement théorique en biomasse (Y+) de
0,049 (ATCC 19853%), 0,048 Kg MST/Kg (G 15).

-~ Un taux spécifigque de dépérissement de la biomasse (Ka) non
statistiquement différent de zéro.

— Un taux spécifique maximum de croissance (pn,) de 0,140
(& 31°C), 0,128 (& 30°C), 0,138 h—* (& 30°0).

—~ Une constante du taux de moitié (Kg,) de 0,478, 0,288, 0,665

Kg/m=.



Pour la cinétique d‘oxydation en biofilm, 1 ‘'analyse des
résultats a montré que 1 ‘équation de vitesse é&tait d'ordre zéro
par rapport au fer ferreux couplé A une cinétique de
Michaelis—Menten pour 1 oxygéne dissous. La diffusion de
1l ‘oxygeéne dans le biofilm contrdlait la vitesse de la reéaction

globale.

Des expeériences menées dans les RBFI, on a obtenu des estimés
pour le taux spécifique maximum d 'utilisation du substrat (qam).
Pour les souches ATCC 23270, ATCC 19859 et G 15, on a obtenu

respectivement: 00,0493, 0,037% et 0,0529 Kg/Kg M5T.h.

Un réacteur a recirculation a été congu pour mesurer la
consommation d’'oxygéne, au cours d’ 'expériences ou la
concentration en oxygéne alimenté é&tait variée. Ce réacteﬁr
était parfaitement mélangé pour le fer et on 1’'a considére
différentielle pour 1 oxygéne. Trois expériences ont été
réaliseées avéc la souche G 15. Pour 1 ‘expérience avec
1 ‘épaisseur du biofilm le plus mince (6,5um), on a considére que
le transfert de masse n’'était pas limitant; on a obtenu la
constante du taux de moitié pour 1 oxygéne (Ko=z) 0,734%10~ Kg

02/m=.

Les deux autres expériences & biofilm plus épais, ont permis
d obtenir un estimé pour la diffusivité effective de 1 "oxygéne
dans le biofilm (Dpz) 2,4%#10-% m=/h. Cette valeur a été

déterminée par la minimisation de la somme des carrés des écarts,
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entre les valeurs expérimentales du taux de consommation

d oxygeéne (Woz) et les valeurs calculées. Les valeurs calculées
ont été générees a partir de la solution numérique de 1 équation
differentielle, reliant la diffusion et la consommation de

1l ‘oxygéne dans le biofilm.

Cette valeur de diffusivité est peu précise car des problémes
ont é&té rencontrés lors de 1 'opération du réacteur a
recirculation. Une partie importante de la biomasse n'était pas
fixée sur les bioparticules, cela a faussé 4 la hausse les
consommations de substrat et d’ oxygeéne. La validation de cette

valeur devra faire appel a un autre type de systéme.

Pour les expériences en culture libre, on a enregistré comme
valeur maximale pour le taux d'utilisation du substrat,
 Wau=1,24%10"= Kg/h (rau=0,476 Kg/m>.h). 0On a obtenu avec
le méme bioréacteur muni d’un 1lit fluidisé (0,9 litre),
‘N-u=6,03*10“3 Kg/h (rau=2,62 Kg/m=.h) pour une épaisseur
du biofilm, &8=67,Bum (Mn=0,311 Kg MST). Ainsi, pour un méme
volume de réacteur, le RBFI a permis d oxyder jusqu’'a 5 fois plus
de fer que le airlift. I1 faut noter que cette performance a ete
obtenue sans optimisation du volume du lit et de 1 'épaisseur du

biofilm.
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RECOMMANDAT IONS

Utiliser un réacteur d un volume d'environ 250 ml,
parfaitement mélange par rapport 1 oxygene dissous

pour verifier la cinetique en culture fixe (v.g. reacteur

"jEt").

Determiner si la concentration en bactéries est uniforme a

1l intérieur du biofilm ( 0<43<100um ).

Trouver les conditions opératoires des RBFI qui minimisent
la production de la jarosite, tout en permettant de bonnes

performances.

Quantifier la contribution des bactéries libres a 1 oxydation

du fer ferreux en RBFI.

Utiliser 1 'effluent d'un RBFI pour la lixiviation d'un minerai

de cuivre a basse teneur.

7



REFERENCES

Colmer, A.R. and Hinkle, M.E., The role of microorganisms in
acid mine drainage: A preliminary report. Science, vol.10é4,
pp.233—-256, 1947.

Temple, K.L., Colmer, A.R., The autotrophic oxidation of iron

by a new bacterium: Thiocbacillus ferrooxidans. d.
Bacteriol., vol.&62, pp.&603-611, 1951.

Bertelin, J., Des bactéries pour extraire des métaux. La
Recherche, vol.18, no 188, pp.720-725.

Buchanan, R.E. and Gibbons N.E. (eds.): Bergey’'s manual of
determinative bacteriology, Bth ed., Williams & Wilkins,
Raltimore, 1974.

Olson, J.6G., Kelly, R.M., Microbiological metal
transformations: biotechnological applications and potential.
Biotech. progress, vol.2, no 1, pp.1—15, 1986.

Torma, A. E., The role of Thiobacillus ferrooxidans in

hydrometallurgical process. Adv. Biochem. Eng., vol.&,
pp.1-37, 1977.
Kelly, D.P. and Eccleston, M., Evaluation of continous

chemostat cultivation of Thiobacillus ferrooxidans on

iron or tetrathionate. Conference bacterial leaching,
Schwartz, W., Ed., pp.1-7, 1977.

Nikolov, L.N., Karamanev, D.6., An investigation of the
influence of some basic parameters of Fe®* oxydation by

Thiobacillus ferrgoxidans using the chemostat principe.

Conférence 34ieme rpongrés canadien de génie chimique,



10.

11.

12.

14.

15.

146.

73

GQueébec, pp.287-297, 1984.
Nikolov, L.N., Karamanev, D.G., Influence of some
physico—chemical parameters on bacterial activity of biofilm.

Ferrous iron oxidation by Thiobacillus ferrooxidans.

To be published in Can. J. Chem. Eng.

Wichlacz, P.L. and Unz, R.F., Fixed film biokinetics of
ferrous iron oxidation. Biotech. Bioeng. Symp., no 11
pPp.493-504, 1981.

Nakamura, K., Noike, T. and J. Matsumoto, Effect of operation
conditions on biological Fe=2®* oxidation with rotating
biological contactors. Wat. Res., vol.20, no 1, pp.73-77,
1284.

Tuovienen, 0O.H., Carlson, L., Jarosite in cultures of
iron—oxidizing Thiobacilli. Geomicrobioclogy J., vol.1, no 3,
pp.205-210, 1979.

Unz, R.F., Olem, H., Wichlacz, P.L., Microbiological ferrous
iron oxidation in acid mine drainage. Process Biochem.,
pp.2—-6, dJune 197%.

Jones, C.A. and Kelly, D.FP., Growth of Thiobacillus

ferrooxidans on ferrous iron in chemostat culture: influence
of product and substrate inhibition.  J. Chem. Tech.
Biotechnol., vol.33B, pp.241-261, 1983.

MacDonald, D.G. and Clark, R.H., The oxidation of aqueous

ferrous sulfate by Thiobacillus ferrooxidans. Can. J. Chem.

Eng., vol.48, pp.6&9-676, 1970.
Lacey, D.T. and Lawson, F., Kinetics of the liquid—phése

oxidation of acid ferrous sulfate by the bacterium



17.

18.

19.

20.

21.

b
b

(]
i

24.

Thiobacillus ferrgoxidans. Biotech. Bioeng., vol.12,

pPp.29-50, 1970.
Laparé, 5., Caractérisation de la cinétique de
croissance lors de 1 'oxydation du fer par une bactérie:

Thiobacillus ferrooxidans. Projet de fin d’'éetudes, génie

chimique, Ecole Polytechnique de Montréal, avril 19835.
Chavarie, C. et _al., Simulation of IFBBR. 4th European
fluidization conference, Toulouse, pp.254-264, sept. 19805.
Jolicoeur, M., Evaluation des effets diffusionnels de

1 "oxygene sur la cinétique en biofilm de 1 'oxydation du fer

ferreux en fer ferrique par Thiobacillus ferrooxidans.

FProjet de fin d 'études, génie chimique, Ecole Polytechnique
de Montreéal, avril 1987.
Godard, F. et al., Cinétique d 'oxydation du fer ferreux par

Thiobacillus ferrooxidans. 37t®me congrés canadien de geénie

chimique, Montréal, pp.329-331, mai 1987.

Chavarie, C., Karamanev, D.G., Use of inverse fluidisation in
biofilm reactors. International conference on bioreactor
fluid dynamics, Cambridge, pp.181-190, april 19864.

Onken, U. and Weiland, P., Airlift fermenters: Construction,
behavior, and uses. Adv. Biotech. Proc., vol. 1, pp.&7-95,
1983.

Garnier, A., Etude hydrodynamique d un réacﬁeur a4 biofilm a
fluidisation inversée. Mémoire de maitrise en sciences
appliquées, génie chimique, Ecole polytechnique de Montréal,
aoat 1987.

Nikolov, L.N., Karamanev, D.G., Experimental study of the

74



235.

24.

27.

28.

29.

]
b

inversed fluidized bed biofilm reacteur. To be published in
Can. J. Chem. eng.

Nikolov, L.N., Karamanev, D.G., Elenkov, D.G., Bulg. pat. no
53798 1982

Silverman, M.P., Lundgren, D.G., Studies on the

chemoautotrophic iron bacterium Ferrogbacillus ferrooxidans.
J. Bacteriol., vol.77, pp.&642-647, 1959.

Chavarie, C. ef al., La modélisation, design et scale-up des
bioréacteurs & biofilms & fluidisation inversée. Rapport
bimestriel no 2 (seconde année), projet CDT P1048, Ecole
Polytechnique de Montreéal, décembre 1286.

Benefield, L.D., Randall, C.W., Biological process design for
Wastewater treatement. Prentice-Hall, Englewcod cliffs,
N.J., 1980,

Bailey, J.E., Ollis, D.F., Biochemical engineering
fundamentals 2nd ed., McGraw—-Hill, New York, 1986.
Richardson, J.F., Zaki, W.N., Sedimentation and
instrumentation: part 1. Trans; Inst. Chem. Eng., vol.32
p.35, 1954.

Miller, R. and Melick, M., Modeling bioreactors. Chem. Eng.,
vol.?4, no 2, pp.112-120, 1987.

Bird, R.B., Steward, W.E., Lightfoot, E.N., Transport
phenomena. John Wiley & Sons, New York, 1960.

Chavarie, C. et al., La modélisation, design et scale-up des
bioreacteurs 4 biofilms a4 fluidisation invefsée. Rapport
bimestriel no 4 (seconde année), proijet CDT P1048, Ecole

Polytechnique de Montreéal, mai 1987

75



34.

76

Wichlacz, P.L. and Unz, R.F., Growth kinetics of attached
iron—oxidizing bacteria. Appl. Env. Microbiol., vol.30,
no 2, pp. 460-447, 1985.

Aiba,5., Humphrey, A.E., Millis, N.F., Biochemical

engineering 2nd ed., Academic Press, New York, 1973.



ANNEXE A

DONNEES8 DE8S8 EXPERIENCES EN CULTURE LIBRE
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Tableau Al: Donnédes expérimentales souche ATCC 23270

<
]

2,60 * 0,05 litres

T = 31,0 + 0,25°C

pH = 1,2 &4 2,1

D S{Fe=2+) FeS+ So (Fat=t) X MNau a]

h—1 Kg/m= Kg/m= Kg/m= Kg MST/m= Kg/ea=.h Kg/Kg MST.h
00,0328 0,17 5,40 3,60 1,017 0,178 0,175
0,0383 0,22 4,32 4,42 0,636 0,161 Q,253
00,0491 0,22 4,64 4,82 0,818 0,226 0,276
00,0701 0,40 4,40 4,30 0,860 0,287 0,334
00,0944 1,12 4,88 5,63 0,648 0,427 0,659

0,1115 1,73 4,20 6,00 0,818 0,476 0,582
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Tableau AZ: Données expérimentales souche ATCC 19859

V = 3,20 * 0,05 litres
T = 30,0 * 0,25°C

pH = 1,9 a 2,1

D S{Fe=*) Fe>+ So (Fetet®) X q

h—?* Kg/m= Kg/m= Kg/m>= Kg MS5T/m= Kg/m=.h Kg/Kg MS8T.h
00,0347 0,14 4,60 4,75 0,2150 0,160 0,744
00,0497 0,28 4,05 4,40 00,2133 0,205 0,960
00,0694 0,45 4,35 5,00 00,2447 0,316 1,280
Q,0797 0,34 4,27 4,50 00,2533 0,332 1,309
0,0919 0,50 4,15 4,70 00,1733 0,386 2,227
00,1012 0,67 4,00 4,60 00,1700 0,398 2,093
00,1068 1,80 3,15 9,00 0, 1547 0,342 2,181

00,1125 1,33 2,80 4,15 00,1030 Q0,317 3,058
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Tableau A3: Données expérimentales souche G 15

V = 3,20 * 0,05 litres
T = 30,0 = 0,25°C

pH = 1,9 a 2,1

D S(Fe=*) Fe=~+ So (Fete*) X et q

h—* Kg/m= Kg/m= Kg/m= Kg MS5T/m= Kg/ms;h Kg/Kg MST.h
00,0375 0,25 3,65 3,91 00,2167 0,137 0,433
00,0730 0,435 3,55 4,18 0,2000 0,280 1,399
0,0787 0,32 3,926 v4,45 00,2100 0,320 1,522
00,0938 0,82 3,65 4,460 00,1500 0,355 2,347
0,09275 1,23 3,58 4,80 00,1400 0,339 2,424
00,1125 1,62 3,08 4,75 0,1747 0,352 1,993
00,1181 1,24 2,65 4,70 00,1633 0,324 1,982

0,1280 2,35 2,51 4,95 0,1447 0,333 2,269
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ANNEXE B

DONNEES DES EXPERIENCES EN CULTURE FIXE
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ableau 1_Donneé e rie n 7
TEMPS F S0 S EPAISSEUR Mbf Wsu qQ
jours L/h g/L g/L microns g MST g/h g/ MST.h
0 0 0
1 0.2852 4.55 2.85 0.1 0.508474 0.483 0.9499
2 0.3013 4.5 1.3 0.1 0.508474 0.9686 1.8998
4 0.299 4.5 0.3 2.2 9.087796 1.285 0.139504
5 0.5773 5.1 0.9 4 16.99152 2.438 0.143483
6 1.2604 5.38 3.65 5.4 23.05084 2.185 0.094730
7 0.5405 4.5 1.4 5.1 21.77966 1.679 0.077090
8 0.6085 5.6 3.25 6.9 29.49152 1.426 0.048352
10 0.6049 4.5 1.98 7.5 31.779686 1.518 0.047768
13 0.5635 4.55 2.23 8 33.98305 1.311 0.038578
15 0.5474 4.7 2.28 6.5 27.45782 1.334 0.048583
17 0.5543 5.1 2.45 9.8 41.610186 1.449 0.034823
20 0.6049 4.51 1.68 10 42.79661 1.725 0.040308
21 0.5842 4.28 1.66 11.6 49.36440 1.541 0.0312186
22 0.5819 4.25 1.48 8.1 34.49152 1.61 0.0468678
27 0.5796 4. 35 1.4 9.2 39.32203 1.702 0.043283
28 0.5658 4. 37 1.27 13.3 56.82203 1.748 0.030762
29 0.5727 4.18 1.18 11.8 50.46610 1.725 0.034181
34 0.5888 3.68 0.44 14.7 63.05084 1.909 0.030277
35 0.8555 3.62 0.48 17.3 74.53389 2.047 0.027464
386 0.6946 3.8 0.65 15.7 67.37288 2.162 0.032090
41 0.805 4.65 1.43 20.6 89.19491 2.599 0.029138
42 0.851 5.25 1.55 20.9 90.29661 3.151 0.034896
43 0.828 4.63 0.72 22.5 97.24576 3.22 0.033111
45 0.874 4. .38 0.7 25.7 111.9491 3.22 0.0287863
48 0.9614 4.33 0.8 27 117.6694 3.358 0.028537
49 1.0396 4.1 0.9 22.2 96.48305 3.335 0.034565
50 1.0557 5.15 2.13 30.4 132.9661 3.187 0.024043
52 1.0188 3.9 0.8 33.4 146.8220 3.151 0.021461
53 1.0189 4.13 0.88 35.4 155.8474 3.312 0.021251
54 1.0074 4 0.85 41.6 184.7457 3.174 0.017180
57 0.9085 4.25 0.63 37.8 167.1610 3.289 0.0198675
60 1.0878 4.1 0.85 49.7 222.8813 3.542 0.015891
61 3.3695 6.62 5.44 43.6 193.8559 3.979 0.020525
62 1.1293 4.55 1.25 49.1 219.9576 3.726 0.016939
617 1.0971 4.12 0.27 66.8 306.2711 4.232 0.013817
69 1.1454 5.3 0.75 47.1 210.3389 5.221 0.024821
71 0.8579 4.62 0.05 46.5 207.7118 3.979 0.019156
73 1.0856 4.1 0.05 46.5 207.7118 4.393 0.021149
74 1.4835 3.92 0.12 52.9 238.4322 5.635 0.023633
75 2.0807 3.95 1.07 67.8 311.2288 6.026 0.019361
76 1.8262 3.9 0.75 75.5 349.8305 5.75 0.016436
79 0.9913 4.57 0.07 56.7 256.69489 4.462 0.017382
83 0.9361 4.12 0.05 26.1 113.6864 3.818 0.033583
86 1.8377 4.42 0.93 6.417
88 1.4191 4.9 1.42 4,945
90 1.4927 4.9 1.77 23.8 100.5508 4.669 0.046434
111 0.6141 2.55 0.31 1.38
125 0.7406 3.5 1.02 26.6 115.8898 1.84 0.015877
131 0.60489 3.95 2.73 49.8 222.9661 0.736 0.003300
132 0.6256 3.82 1.39 32.4 142.3728 1.518 0.01086862
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Tableau B2: Données expérience #4 en culture fixe souche ATCC 19859

TEMPS F SO S EPAISSEUR Mbf Wsu qQ
jours L/h g/L g/L microns g MST g/h g/ MST.h

0 0.222 5.97 0.39 0 0 1.2387s6

1 0.247 5.4 0.95 1.5 6.01 1.09915 0.0795186
2 0.262 5.53 . 0.28 0.9 3.43 1.3755 0.174356
3 0.327 4. 47 0.22 2.6 12.16 1.38975 0.049690
4 0.385 6.5 2.02 3.9 13.39 1.7248 0.056005
7 0.462 4. 25 1.02 5.2 19.29 1.49226 0.033634
8 0.356 4.13 1.23 4.9 19.36 1.0324 0.023185
9 0.368 4.29 1.34 7.1 28.07 1.0856 0.016815
10 0.405 4.02 1.12 6 23.77 1.1745 0.021483
11 0.417 4.58 2.13 6.1 24.17 1.02165 0.018377
14 0.423 4.186 1.23 7.3 28.88 1.23939 0.018658
15 0.429 3.64 1.34 7.4 29.53 0.9867 0.014527
16 0.413 3.73 1.12 7.3 29.11 1.07783 0.016099
17 0.392 4.55 1.85 8.9 35.53 1.0584 0.012951
18 0.397 4.73 1.9 6.9 27.56 1.12351 0.017724
21 0.458 4.01 1.2 8.4 33.82 1.24576 0.016110
23 0.417 4.07 1.12 8.6 34.25 1.23015 0.015615
24 0.376 4.086 1.086 6.6 26.18 1.128 0.018733
28 0.388 4.17 0.62 10.9 43.71 1.3774 0.013700
33 0.393 4.07 0.23 11.1 44.46 1.50912 0.014757
38 0.397 3.57 0.13 16.9 68.21 1.36568 0.008705
39 0.553 3.79 0.34 15.9 60.98 1.90785 0.013602



Tableau B3: Données expérience #7 en culture fixe souche G 15
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.005194
.008522
.008746
.008905
.007080
.001124
.004347
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Tableau B4: Données expérience #8 en lture fixe u
TEMPS F SO S EPAISSEUR Mbf Wsu q
jours L/h g/L g/L microns g MST g/h g/e MST.h
0 0.232 4.38 0.28 0 0 0.9512
1 0.249 4.44 1.06 3.6 10.79 0.841862 0.078
5 0.252 3.92 0.3 7.6 22.57 0.91224 0.040418
6 0.301 3.79 0.31 8.9 26.65 1.04748 0.039305
7 0.295 3.64 0.15 5.5 16.52 1.02955 0.062321
8 0.334 3.82 0.46 9 26.94 1.12224 0.041657
14 0.287 8.5 25.35
19 0.348 4. 27 1.64 8.6 25.65 0.91524 0.035681
20 0.348 4.3 1.95 8.8 26.26 0.8178 0.031142
21 0.348 4.13 2.16 13.8 41.49 0.685566 0.016523
26 0.354 4.76 2.64 10.9 32.83 0.75048 0.022859
27 0.345 4. .87 2.62 9.3 27.76 0.77625 0.027962
28 0.348 7.89 5.29 13.1 39.47 0.9048 0.022923
34 0.174 11.3 33.91
35 0.17 4. .31 0.61 12.1 36.33 0.629 0.017313
40 0.255 4. .29 1.57 10.7 31.93 0.6936 0.021722
41 0.255 4.05 1.45 11.2 33.53 0.663 0.019773
42 0.257 4. .05 1.07 12.7 38.29 0.76586 0.020001
47 0.24 13.7 41.16
48 0.24 3.32 1.32 12.9 38.82 0.48 0.012364
49 0.255 3.63 1.15 15.1 45.65 0.6324 0.013853
61 0.241 3.85 0.74 12.9 38.88 0.74951 0.019277
68 0.24 3.13 0.38 15.7 47.51 0.66 0.013891
69 0.24 6.12 3.65 16.7 50.45 0.5928 0.011750
70 0.24 7.47 5.49 14.3 43.21 0.4752 0.010997
75 17.3 52.35
76 0.166 2.57 0.08 19 57.61 0.41168 0.007145
77 0.249 2.8 0.31 20.2 61.26 0.62001 0.010120
83 0.266 2.42 0.04 17.6 53.14 0.63308 0.011913
84 0.355 3.1 0.16 17.9 54.36 1.0437 0.019199
87 0.396 2.39 0.089 18.9 57.25 0.9108 0.015909
88 0.486 6.66 2.91 20 60.73 1.8225 0.030009
90 0.492 7.7 5.15 21.3 64.87 1.2548 0.019340
91 0.492 2.57 0.22 19.8 60.17 1.1562 0.019215
94 20.4 62.18
95 0.465 2.62 0.15 20.1 61.06 1.14855 0.018810
110 0.185 2.28 0.18 23.8 72.87 0.3465 0.004755
112 0.498 2.27 0.22 22.8 68.85 1.0209 0.014827
116 0.3 6.486 0.38 23.8 72.83 1.83 0.025127
117 0.588 3.54 0.24 28.9 89.08 1.9404 0.021782
118 0.876 3.71 0.21 30.3 83.91 2.366 0.025194
122 0.712 2.41 0.22 24.2 74.04 1.55928 0.021059
123 0.712 1.26 0.08 25.1 77.04 0.84016 0.010905
124 0.712 8.96 5.6 24.7 75.49 2.39232 0.031690
125 0.712 5.75 2.02 23.3 71.33 2.65576 0.037232
126 0.712 5.11 1.68 28 85.9 2.44216 0.028430
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ANNEXE C
FROGRAMME DE PREDICTION DU PROFIL D'EPAISSEUR DE

BIOFILM AVANT LA RECIRCULATION DES BIOPARTICULES
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7 Microsoft FORTRAN77 V3.

PROGRAMME DE PREDICTION DU PROFIL D"EPAISSEUR DE BIOFILM
AVANT LA RECIRCULATION DES BIOPARTICULES

REAL DP(20),NB(20),DBP(20),ROBP(20),UT,EPSILON(20),
*DELTA(20),H(20),VBF(20),VP(20),RBF(20),N,MU,K,EXP
INTEGER T

DATA D,S/5.00,35.42/

D EST LE DIAMETRE EQUIVALENT DE L"ANNULUS
S EST LA SECTION D"ECOULEMENT DANS L"ANNULUS

WRITE (¥, %)’ ====-==-==--- UNITES CGS---=====n==~ ’
WRITE(*,%) ° VITESSE SUPERFICIELLE DU LIQUIDE? ’
READ(*,%) U

WRITE(*,*) ' DENSITE DU SUPPORT?’
READ(*,*) ROP

WRITE(*,*) ’ NOMBRE TOTAL DE PARTICULES?’

READ(*,*) NTOT

WRITE(*,%*) ’ EPAISSEUR INITIALE DU BIOFILM?’

READ(*,*) DELTAO

WRITE(*,*) ’ENTRER LE NOMBRE DE DIAMETRES DIFFERENTS (<21)
READ (*,%) M

WRITE(*,*) 'ENTRER LES DIAMETRES PAR ORDRE DECROISSANT AVE
*FRACTIONS’

DO 10 I=1,M

READ(*,*) DP(I),NB(I)

CONTINUE

DO 20 I=1,M

NB(I)=NB(I)*NTOT

CONTINUE

C ECHO DES DONNEES

30

40
90

50

60

WRITE(*,=*) °U=’,U, ROP=’,ROP,’NTOT=’,NTOT, 'DELTAO=",DELTAQ
DO 30 I=1,M

WRITE(*,*) *DP(I)=’,DP(I),’NB(I)=",NB(I)

CONTINUE

WRITE(*,%*) ’* TAUX SPECIFIQUE DE CROISSANCE: MU (1/H)?’
READ(*, %) MU

WRITE(*,%) ’ CONSTANTE D"ABRASION: K (CM/H)?’

READ(*,*) K

T=0

DO 40 I=1,M

VP(I)=(DP(I)**x3)%x3.141589/6.
VBF(I)=((DP(I)+2.xDELTAQ)x%*3)%*3.14159/6.-VP(1)
DELTA(I)=DELTAO

CONTINUE

CONTINUE

EXP=0.

DO 50 I=1,M

DBP(I)=DP(I)+2.%DELTA(I)

CONTINUE

DO 60 I=1,M
ROBP(I)=(2.0xVBF(I)+ROP*xVP(I))/(VBF(I)+VP(I))
CONTINUE .

DO 500 I=1,M
XDBP=DBP(I)
XROBP=ROBP(I)
IF(XROBP.GT.1.) THEN

Page 1
01-01-80
00:03:02
20 02/84
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500

600

e

80

Name Type
D REAL
DBP REAL
DELTA REAL
DELTAQ REAL
DP REAL
EPS REAL
EPSILO REAL

Page 2
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7 Microsoft FORTRAN77 V3.20 02/84

WRITE(*,*) ’'DENSITE BIOPARTICULE > 1’

STOP

ENDIF

CALCUL DE LA POROSITE PAR RICHARDSON-ZAKI

XK=XDBP% (981 .%1.%x(1.-XROBP)/(0.01%x%2))%x0,.333333

IF(XK.LE.3.3) THEN

UT=(981.*XDBP*x*2*(1.-XROBP))/(18.%0.01)

ELSEIF(XK.LE.43.8) THEN

UT=0.153%(981.%%x0.71)*%(XDBP*x*1,14)*x(1-XROBP)**0.71

UT=UT/( (XROBP**0.29)%(0.01%%x0.43))

ELSE

UT=1.75%SQRT(981.xXDBP*(1-XROBP)/1.)

ENDIF

RET=1.0xXDBP*UT/0.01

IF(RET.LE.0.2) THEN

N=4.65+20.*XDBP/D

ELSEIF(RET.LE.1.0) THEN

N=(4.4+18.*XDBP/D)*RET**(~-0.03)

ELSEIF(RET.LE.200.) THEN

N=(4.4+18.*xXDBP/D)*RET**(-0.01)

ELSEIF(RET.LE.500.) THEN

N=4 4*RET**(-0.1)

ELSE

N=2.4

ENDIF

EPS=(U/UT)*x(1./N)

ECRITURE DES RESULTATS

EPSILON(I)=EPS

B(I)=(NB(I)*(3.1416/6.)*%DBP(I)**3)/(S*(1.-EPSILON(I)))

EXP=EXP+H(I)

IF(IFIX(T/5.)%5.NE.T) GOTO 500 -

WRITE(*,*)’T=’,T,’EPSILON=' ,EPSILON(I), 'DELTA=’,DELTA(I), 'H=",H(I)

CONTINUE
IF(IFIX(T/5.)*5.NE.T) GOTO 600

WRITE(*,x) ’'EXPANSION=’, EXP,’CM’
CONTINUE

MODELE DE CROISSANCE ET D"ABRASION
T=T+1

DO 80 I=1,M

RBF(I)=MUXVBF(I)-K*(1.-EPSILON(I))*3.14159%DBP(I)**2
VBF(I)=VBF(I)+RBF(I)*x24.
DELTA(I)=((6.*%VBF(I1)/3.14159+4DP(I)**x3)*%x 33333-DP(I))/2.
CONTINUE

IF(T.LE.100) THEN
GOTO 90

ENDIF

STOP

END

Offset P Class

802
642
722
822

2
902
482
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D Line# 1 7
EXP REAL

H REAL

I INTEGERx*4
IFIX

K REAL

M INTEGER*4
MU REAL

N REAL

NB REAL
NTOT INTEGER*4
RBF REAL

RET REAL
ROBP REAL

ROP REAL

S REAL
SQRT

T INTEGER*4
U REAL

uT REAL

VBF REAL

VP REAL
XDBP REAL

XK REAL
XROBP REAL
Name Type
MAIN

Pass One

A>

Size

INTRINSIC

INTRINSIC

Class
PROGRAM

No Errors Detected
108 Source Lines
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ANNEXE D

PROGRAMME D’ INTEGRATION NUMERIQUE DE RUNGE-KUTTA



D Line#

aaQaQaer-

C

Cc

Cc
C

c
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CE PROGRAMME RESOUD LA DIFFUSION ET LA REACTION SELON MONOD

EN REGIME PERMANENT DANS UN BIOFILM PLANAIRE
LES VARIABLES SONT ADIMENTIONNELLES

PAR FRANCOIS GODARD B. ING.
LECTURE ET INITIALISATION DES DONNEES

REAL*8 M,KO2,NTOT,CSTAR, Q4AX, ROBF, DELTA, YO2,RP,W02,D02,C1,

*xEPS,Al1,A2,11,12,G,G1,G2,Z,ABF,WCAL
REAL*8 TEMP(11),GRAD(11),ETHA(11)
LOGICAL LOGI

WRITE(*,*) ’ ENTRER Cx,QMAX,ROBF,DELTA,YS/02,K02,RP,W02,NTOT*

READ(%,*x) CSTAR, QMAX,ROBF,DELTA,Y02,K02,RP,W02, NTOT
WRITE(*,%*) ’ ENTER D02’
READ(*,x) DO2
Cl=(QMAX*ROBF*DELTA*DELTA)/{(YO2*CSTAR)
K02=K02/CSTAR
ABF=4_%3.1418%(RP+DELTA)**2
WRITE(*,%) ' EPSILON ?’
READ(*,x) EPS
WRITE(*,1100)
WRITE(*,1200)
WRITE(*,1400) EPS
WRITE(*,1500)
WRITE(*,1300) C1
WRITE(*,1700) CSTAR
WRITE(*,1800) KO2
WRITE(*,13800) DO2
KKK=0
LOGI=.TRUE.
CALCUL AVEC LA PREMIERE ESTIMATION
Al=-1.7
WCAL=-A1*DO2*ABF*NTOT*xCSTAR/DELTA
Gl=A1
WRITE(*,2100) G1
CALL RUNGE(TEMP,GRAD,ETHA,C1,K02,D02,A1,L0GI)
I1=A1
IF(ABS(I1).GT.EPS) GOTO 1
2=G1
GOTO 20
CALCUL AVEC LA SECONDE ESTIMATION
1 A2=-0.5
WCAL=-A2*xDO2*ABF*NTOT*CSTAR/DELTA
G2=A2
CALL RUNGE(TEMP,GRAD,ETHA,C1,K02,D02,A2,L0GI)
12=A2
IF(ABS(I2).GT.EPS) GOTO 2
2=G2
GOTO 20

2 CONTINUE

DEBUT DES ITERATIONS
CALCUL DE LA PENTE DE LA CORDE
10 M=(I2-I1)/(G2-Gl)
CALCUL DE LA SECANTE
G=-12/M+G2
G2=G1
Gl=G
WCAL=-G1x*xDO2xABFXNTOT*CSTAR/DELTA
CALL RUNGE(TEMP,GRAD,ETHA,C1,K02,D02,G,LOGI)
I2=11

17
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D Line# 1 7 Microsoft FORTRAN77 V3.
60 I1=G
61 KKK=KKK+1
62 IF(ABS(I1).GT.EPS) GOTO 10
63 WRITE(*,2200) KKK
64 Z=G1
65 C
66 C CALCUL DES RESULTATS
67 C
68 20 LOGI=.FALSE.
69 CALL RUNGE(TEMP,GRAD,ETHA,C1,K02,D02,7Z,L0GI)
70 C
71 C ECRITURE DES RESULTATS
72 C
73 WRITE(*,2300)
74 WRITE(*,1600) W02
75 WRITE(*,1650) WCAL
76 WRITE(*,1000)
77 DO 50 III=1,11
1 78 WRITE(*,2000) ETHA(III),TEMP(III),GRAD(III)
1 79 50 CONTINUE
80 1100 FORMAT(///)
81 1200 FORMAT( ’ LES DONNEES SONT:’//)
82 1300 FORMAT(’ Ci1=’,1El12.4)
83 1600 FORMAT(’ WO2 EXP.=’',1E12.4)
84 1650 FORMAT(’ W02 CALCULE=’,1E12.4)
85 1700 FORMAT(’ Cx=’,1E12.4)
86 1800 FORMAT(’ KO2x=’',1E12.4)
87 1900 FORMAT(’ D0O2=’,1E12.4)
88 1400 FORMAT(’ EPSILON=’,1El12.4)
88 1500 FORMAT(’ PAS=0.001’) .
90 1000 FORMAT(/11X,’POSITION’, 11X, ’'CONCENTRATION’,SX, ’GRADIENT’ /)
91 2000 FORMAT ( (3E20.4))
92 2100 FORMAT(’ L"ESTIMATION INITIALE DU GRADIENT=’,1E12.4)
93 2200 FORMAT(' NOMBRE DE CALCUL DE LA SECANTE=’1I3)
94 2300 FORMAT(//’ LES RESULTATS OBTENUS SONT:’/)
85 STOP
96 END
Name Type Offset P Class
Al REAL=*8 378
A2 REALx*8 418
ABF REALx*8 354
ABS INTRINSIC
C1 REALxS8 346
CSTAR REALx8 266
DELTA REALx*8 290
DO2 REALx8 338
EPS REALx8 362
ETHA REAL*8 178
G REALx*8 450
G1 REALx8 394
G2 REALx8 426
GRAD REALX8 80
I1 REALx8 402
I2 REAL*S 434
I11 INTEGER*4 458
KKK INTEGER*4 370
KO2 REALx%8 3086
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D Line# 1 7 Microsoft FORTRAN77 V3.
LOGI LOGICAL*4 374
M REAL*8 442
NTOT REALX8 330
QMAX REAL*8 274
ROBF REALx8 282
RP REAL*8 314
TEMP REALXB 2
WCAL REALX8 386
wWO2 REALX8 322
YOZ2 REAL*8 298
Z REALX8 410
97 C
98 C SOUS ROUTINE D" INTEGRATION DE RUNGE KUTTA D"ORDRE 4
89 C
100 SUBROUTINE RUNGE(TEMP,GRAD,ETHA,C1,K02,D02,2,L0GI)
101 REALx8 L1,L2,L3,L4,K1,K2,K3,K4,K02,C1,D02,X,Y,2Z,H
102 REAL*8 TEMP(11),GRAD(11),ETHA(11)
103 LOGICAL LOGI
104 X=0.
105 Y=1.
106 H=0.001
107 III=0
108 DO 20 N=1,1001
1 109 K1=ZxH
1 110 L1=(C1/DO2)*(Y/(Y+K02))*H
1 111 K2=(2+L1/2.)*H
1 112 L2=(C1/DO2)*(Y+.5%K1)/((Y+.5%K1)+K02)*H
1 113 K3=(2+L2/2. )*H
1 114 L3=(C1/D02)*(Y+.5%K2)/((Y+.5%K2)+K0O2)*H
1 115 K4=(Z+L3)xH
1 116 L4=(C1/D02)*(Y+K3)/((Y+K3)+K0O2)xH
1 117 C
1 . 118 C TEST POUR LES TROIS VALEURS INITIALES OK
1 119 C
1 120 IF(LOGI) GOTO 10
1 121 IF(IFIX((N-1.)/100.)%x1006.NE.N-1) GOTO 10
1 122 III=111+1
1 123 ETHA(III)=X
1 124 TEMP(III)=Y
1 125 GRAD(III)=2Z
1 126 10 IF(N.EQ.1001) GOTO 20
1 127 Y=Y+1./6.%(K1+2. %K2+2.%K3+K4)
1 128 2=Z+1./6.%(L1+2 xL2+2_%L3+L4)
1 129 X=X+H
1 130 20 CONTINUE
131 RETURN
132 END
Name Type Offset P Class
C1 REAL*8 12 x
Do2 REAL*8 20 x
ETHA REALX8 8 x
GRAD REAL*8 4 x
H REAL*8 846
IFIX INTRINSIC
111 INTEGER*4 854
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01-01-80
00:25:12
20 02/84
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D Line# 1 7
K1 REALX8
K2 REALx*8

K3 REALx*8
K4 REALx8
K02 REAL*8

L1 REALx*8

L2 REALX8
L3 REALxX8

L4 REALxX8
LOGI LOGICALx4
N INTEGER*4
TEMP REALX8
X REAL*8
i REALxX8

Z REALxX8
Name Type
MAIN
RUNGE

Pass One No

Size Class

PROGRAM
SUBROUTINE

Errors Detected

132 Source Lines

Page 4
01-01-80
00:25:12
Microsoft FORTRAN77 V3.20 02/84
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DIFF
ENTRER Cx,QMAX,ROBF,DELTA,YS/02,K02,RP,W02,NTOT
1.8E-3
.0304
2000.
48E-6
7.0
.T34E-3
0.66E-3
2.01E-5
3237.
ENTER DO2
2.4E-6
EPSILON ?
0.001

LES DONNEES SONT:

EPSILON=  .1000E-02

PAS=0.001

Ci= .1159E-04

Cx= .1800E-02

KO2x= .4078E+00

DO2= . 2400E-05

L"ESTIMATION INITIALE DU GRADIENT= -.1700E+01

NOMBRE DE CALCUL DE LA SECANTE= 10

LES RESULTATS OBTENUS SONT:

Wo2 EXP.= .2010E-04

WO2 CALCULE= .3866E-05
POSITION CONCENTRATION
.0000E+00 .1000E+01
.1000E+00 .8023E+00
.2000E+00 .B8366E+00
. 3000E+00 .5003E+00
.4000E+00 . 3808E+00
.5000E+00 .3045E+00
.6000E+00 . 2390E+00
. 7000E+00 -1914E+00
. 8000E+00 .1593E+00
.9000E+00 .1408E+00
.1000E+01 .1348E+00

Stop - Program terminated.

B>

GRADIENT

.2145E+01
.1813E+01
.1506E+01
.1225E+01
.9741E+00
.7528E+00
.5808E+00
.3949E+00
. 2505E+00
.1214E+00
.1003E-03
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CONC. 0Z ADIMENSIONELLE

PROFIL O2 BIOFILM
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Figure D1 Profil eimulé d’'oxygéne dans le biofilm
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ANNEXE E

CARACTERISATION DU MELANGE POUR LE REACTEUR A RECIRCULATION
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le but de 1 'étude de la qualité du mélange, etait de vérifier
si 1'on pouvait considéré le réacteur & recirculation,
parfaitement mélangé pour le fer. Cette condition était
essentielle car les échantillons liquides étaient pris dans le

réservoir de mélange, loin des bioparticules.

La pompe de recirculation a été opérée a puissance maximale
et le deébit d’air dans le réservoir de mélange était constant.
Certaines conditions opératoires ont été choisies afin de

défavoriser le mélange.

- Temps de résidence hydraulique d’environ 20 minutes.
- Environ 30 ml de particules support occupant tout le volume

de la colonne.

Ces conditions étaient plus sévéres que le mode d opération usuel

du réacteur.

Le systéme a d'abord été rempli avec une solution aqueuse de
bleu de méthylene (3,06 mg/l). Ensuite, on a introduit un
débit constant d’'eau. L évolution de la concentration a été
suivie par analyse spectrophotométrigque. Les échantillons ont

eté pris a intervalles réquliers dans le réservoir de mélange.

La courbe de calibration a montrée que la relation entre
1 'absorbance et la concentration était linéaire jusgu’a une

absorbance de 0,60: T = 5,37#Ab, pour 0 £ Ab £ 0,60.
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Le volume de liguide dans le systeme était de 145 ml et le
débit d’‘eau alimenté de 6,67 ml/min. Par un bilan de masse, on

obtient pour un mélange parfait la relation suivante:

C = Co*expl (-F/V)*t1 = 3,06%expl—-0,046%t]

On retrouve les résultats expérimentaux ainsi que les valeurs
théoriques pour un mélange parfait au tableau El. La figure E1
permet de visualiser la trés bonne correspondance entre les
points expé&rimentaux et la courbe théorigque. On pourra donc
asssumer un mélange parfait pour le fer, lors d opérations a
débits plus faibles (mais pas pour 1 ‘oxXygene lorsgqu’il y aura

presence de biomasse).
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t Absorbance C exp. C theéoriqgue
{(min) {(mg/1) (mg/1)
0 0,37 3.06 3,06
2 0,51 2,74 2,79
4q 0,46 2,50 2,55
& 0,42 2,26 2,32
8 0,38 2,04 2,12
10 0,335 1,88 1,93
12 0,31 1,67 1,76
14 Q,30 1,61 1,61
14 04,27 1,45 1,47
18 0,25 1,34 1,34
20 0,22 1,18 1,22
22 0,20 1,07 1,11
24 0,19 1,02 1,01
26 0,18 0,97 0,93
-28 0,17 0,91 0,84
30 0,16 0,86 0,77
32 0,14 0,75 0,70
34 0,13 0,70 0,64
36 0,12 0,464 0,58
38 0,10 0,34 0,53

Tableau El: Résultats sur 1 'état du mélange du réacteur a

recirculation
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ANNEXE F

DONNEES DES EXPERIENCES DU REACTEUR A RECIRCULATION



Tabl

Co=

% sa

76,4
71,8
52,8
30,7
17,6

24,0

eau Fl: Données expérience A bigfilm mince

8=6,5 um
R=9,65#10-= p=/h
F=462,3%10"* m>/h
Neoe=1931

de=1,52%10-= m

antrae Loz aortie Mee

turat. % saturat. 10—=kg MST
55,1 0,181
47,4 0,183
25,1 0,186
13,7 0,188
01,0 0,191

07,7 0,193

Cro=

ppm

q

Kg/Kg MST.h

1,247
1,161
1,132
0,749
0,887

1,063

Kg
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Qo=

02/7kg M5T.h

0,092
0,104
0,117
0,071
0,068

0,066



Tableau F2Z2:

Données expérience & bigfilm moyen

an [ 1ok Yok ¥ }

7% saturat.

61,6
49,8
31,2

16,0

4=18,0 um
R=9,465#10~= m>/h
F=62,3#10% m=/h
Neoe=1838

de=1,52%10"= @

CDZ mortie MhF

Z saturat. 10—=Kg MST

36,4 0,487
24,8 0,498
13,6 0,506

07,0 0,516

C*a=

ppm

q

Kg/Kg MST.h

Kg
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Qo=

02/Kg MST.h



Tableau F3:

CD2 arntr-de

7% saturat.

Données expérience A& biofilm épais

3=49,0 um
R=9,65#10-3 p>
F=78,0%10—% p=
Neoe=3237

dp=1,32%10- q

CD2 mor-tie

7 saturat. 10—=Kg MST

17,6
26,4
13,5
11,1
11,2

04,7

/h

/h

Mee

1,862
1,890
1,920
1,980
2,240

2,700

C*o=

ppm

q

Kg/Kg M5T.h

0,155
0,157
0,132
0,118
0,099

0,063

Kg
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Qo=

02/Kg MST.h

0,0123
0,0175
0,0129
0,0102
0,007%

0,0038



