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INTRODUCTION

En aquaculture, la gestion de l'eau entrante et des effluents requiert l'utilisation de
procédés de traitement et de désinfection en milieu salin. C’est particulierement le cas
dans un contexte actuel de crise sanitaire affectant les animaux. La conchyliculture
notamment, doit faire face a deux enjeux: la dégradation des eaux cétieres, par la
présence de pathogénes responsables de mortalités sur les huitres juvéniles et adultes,
mais aussi la préservation de I'environnement face a la production d’huitres exotiques.
Dans cette étude, I'objectif est de traiter les effluents d’écloseries conchylicoles dans le
cas de la production d’huitres dites de quatre saisons. Contrairement aux huitres
naturelles diploides, ces huitres triploides sont stériles. Cette particularité leur conféere
deux avantages : leur croissance est plus rapide que les huitres naturelles et leur qualité
gustative reste constante tout au long de l'année puisqu’elles n’entrent pas en
gamétogénése [1]. Pour les produire, une des techniques consiste a croiser des huitres
tétraploides avec des huitres diploides [2]. C'est la production de ces coquillages
tétraploides qui engage un risque pour la biodiversité marine. En effet, si du matériel
biologique était relaché dans I'environnement, le danger pourrait étre la stérilisation des
huitres présentes naturellement dans le milieu. L’élimination des gameétes et larves des
effluents des établissements conchylicoles susceptibles de les produire est donc essentiel
et la biosécurité des fermes qui produisent ce type de coquillages : c’est une priorité pour
les professionnels qui vont devoir faire avec de nouvelles réglementations
environnementales.

Si de précédentes études ont mis en avant lI'impact du chlore sur les larves d’huitres
creuses [3] et des rayonnements UV sur les spermatozoides de ces coquillages [4], trés
peu de travaux ont été menés sur le traitement de l'effluent considéré. L'lfremer a
néanmoins étudié et validé les procédés d’oxydation par le chlore et 'ozone ainsi que les
rayonnements UV pour le traitement du matériel biologique d’huitres creuses Crassostrea
gigas [5]. Si l'efficacité de la désinfection chimique a été démontrée, cette technique a
I'inconvénient de pouvoir engendrer une pollution supplémentaire par la création de sous-
produits de désinfection [6—8]. En effet les espéces oxydantes réagissent en créant des
sous espéces reactives potentiellement néfastes pour les élevages concernés par ces
traitements [9] mais aussi pour I'environnement aquatique. Les rayonnements UV sont
donc considérés comme une alternative efficace a I'ozonation et la chloration pour
I'inactivation de pathogénes dans les élevages aquacoles [10,11] puisqu’ils ne générent
pas de sous-produits. Nonobstant, I'efficacité de traitement par ce procédé est liee a la
transmittance et la turbidité de I'eau [12,13]. D’'une maniere générale, il n’existe pas de
traitement universel des effluents, et plus particulierement en conchyliculture, les deux
procédés proposeés generent soit un transfert d'impact, soit voient leur efficacité diminuer
du fait de la qualité de I'eau a traiter.

Les procédés membranaires semblent pouvoir apporter une réponse approprieée a cette
problématique. En aquaculture, s’ils font partie des procédés moins conventionnels,



plusieurs études ont mis en avant leur efficacité pour répondre aux réglementations en
traitement des eaux entrantes. Par exemple, la nanofiltration s’est montrée efficace pour
la rétention de contaminants comme le fer total, le phosphore total et la DBO, pour
atteindre les limites requises [14]. En eau de mer, Castaing et al. ont obtenu une
élimination totale de micro algues toxiques en utilisant des membranes immergées de
microfiltration [15]. Pour le traitement des effluents, les procédés membranaires ont été
testés dans le cas de systémes de recirculation en eau douce ou salée pour la rétention
de particules fines et de biomasse dans les effluents. Ainsi, les performances de la
microfiltration [16], de l'ultrafiltration [17], de la nanofiltration [18] et de 'osmose inverse
[19] ont été validées en termes de rétention mais aussi de production.

L’'objectif est donc d’étudier la filtration membranaire pour le traitement des effluents
biologiques en sortie de fermes conchylicoles. L’efficacité de I'ultrafiltration membranaire
pour la rétention de spermatozoides et d’ovocytes d’huitres creuses Crassostrea gigas a
été évaluée dans le cas de pollutions chroniques ou accidentelles, susceptibles d’étre
retrouvées en conditions réelles d’écloserie, et la viabilité de ces espéces a été étudiée
apres traitement par cytométrie en flux et analyse microscopique.

Le pilote d'ultrafiltration utilisé pour les essais, de taille semi industrielle, est
complétement automatisé. Une des particularités de cette installation de traitement est la
méthode de nettoyage des membranes mise en place pour éliminer le colmatage,
principale limite des procédés membranaires. En effet, en plus des procédures classiques
de rétrolavages et nettoyages chimiques, l'unité de filtration procéde a des rétrolavages
dits essorés qui consistent en deux étapes a un essorage des membranes par injection
d’air comprimé suivi d’'un rétrolavage. Si des études ont montré que linjection d’air
pendant les rétrolavages étaient une méthode efficace pour contréler 'accumulation de
matiére a la surface des membranes [20-25], le présent travail a aussi eu pour objectif
d’évaluer l'efficacité du nettoyage des membranes par cette procédure en deux étapes
dans le cas de filtration d’eau de mer et d’effluents contenant du matériel biologique.

. PROTOCOLE EXPERIMENTAL

I.1. Eau de mer et effluents de gameétes

Les essais ont été réalisés a la station Ifremer de Bouin (France) ayant accés a une eau
de mer naturelle (océan Atlantique) en continu depuis la baie de Bourgneuf. Sur les 7
mois d’essais, la qualité de lI'eau de mer entrante a été caractérisée par les parameétres
présentés Tableau |. Les mesures de chlorophylle et de phéo-pigments donnent une
information sur la biomasse.

Tableau | : Caractéristiques de I'eau de mer avant pré-traitements

Min. Max. Moyenne
Turbidité (NFU) 0,674 134 4,5
Salinité (%) 30,8 34,7 33,5
Chlorophylle a (ug.L™) 0,89 7,04 2,5
Phéo-pigments (ug.L'") 0,24 1,84 0,71

L’eau de mer utilisée pour les essais subit une série de prétraitements : décantation par
passage dans des claires, filtration sur sable (25-30 ym) et traitement par rayonnements
UV. Seule la turbidité est alors mesurée a I'entrée du pilote de filtration (valeur inférieure a
10 NTU).

Les écloseries de coquillages peuvent étre confrontées a (i) des pollutions chroniques
correspondant a une libération continue de petites quantités de gameétes et (ii) des
pollutions accidentelles correspondant a un rejet d'une grande quantité de gametes sur
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une durée courte. Cette derniére pollution peut avoir pour origine un relargage spontané
de tous les individus du méme élevage ou le rejet d’'un surplus de gamétes dans les
effluents pendant la fécondation. Pour simuler ces pollutions, deux types d’effluents ont
été préparés avec des concentrations en gametes proches de celles retrouvées dans des
conditions réelles de production de naissain d’huitres. Dans le cas des essais simulant
une pollution chronique, la filtration des solutions de spermatozoides ou d'ovocytes a été
suivie pendant plus de 30 h avec des concentrations dans les effluents de l'ordre de
10 000 spz.mL" ou 69 ovo.mL" respectivement. Pour les pollutions accidentelles, les
effluents sont traités pendant 5 h avec des concentrations en entrée de membrane de
I'ordre de 200 000 spz.mL"' ou de 300 ovo.mL-". Afin d'obtenir ces effluents, des solutions
hautement concentrées de spermatozoides ou d'ovocytes alimentent le bac tampon du
pilote de filtration. Celles-ci sont préparées a partir d'huitres creuses a maturité sexuelle,
appelées « géniteurs », élevées sur la plate-forme expérimentale Ifremer de Bouin dans
des conditions de températures et d'alimentations favorables a la gamétogenése. Le sexe
des coquillages est déterminé par I'analyse d'un échantillon de gonades au microscope et
les gameétes sont récupérés par scarification de la gonade.

I.2. Membranes, pilote de filtration et conditions opératoires

Des membranes fibres creuses multicanaux Aquasource ont été utilisées pour tous les
tests. Le seuil de coupure de ces membranes d’ultrafiltration (UF) en polyéthersulfone
était de 200 kDa, et la perméabilité initiale était de 1000 L.h-'.m=2.bar'. Chaque fibre
creuse était constituée de 7 canaux de 0,9 mm de diamétre interne, pour une surface
totale du module UF de 8 m?. Le module membranaire a été intégré dans un pilote semi-
industriel, Figure 1 [26], capable de traiter 20 m3"'. L'installation était entierement
automatisée et les parametres de filtration capables de s’adapter a la qualité de l'eau a
traiter. Pour contréler les performances de filtration, des capteurs de pression et de
température et des débitmetres, ont été connectés a un enregistreur de données et tout
cet ensemble est contrélé par un automate. Un réservoir (100 L) est alimenté en continu
avec de l'eau de mer prétraitée. Dans les tests de gameétes, en cas de pollution
chronique, une pompe doseuse injectait une solution concentrée dans le réservoir
d'alimentation avec un débit fonction du flux de production afin de maintenir constante la
concentration de gamétes a l'entrée du module. En cas de pollution accidentelle, les
gameétes étaient injectés en une fois dans le bac d'alimentation. Avant d'entrer dans le
module, I'effluent est classiquement préfiltré pour retenir les particules supérieures a
130 microns. Les tests ont tous été réalisés en filtration frontale et le perméat était
récupéré dans un bac tampon (100 L) pour étre utilisé pour le nettoyage des membranes.

_"hr*ﬁ: B
Figure 1 : Pilote (1, bac d’alimentation ; 2, pompe d’alimentation ; 3, préfiltre ; 4, pompe de
recirculation ; 5, module membranaire ; 6, pompe de rétrolavage ; 7, bac tampon de perméat pour
rétrolavages ; 8, postes de chimie pour CEB ; 9, purge)



Pour éliminer le colmatage des membranes, plusieurs types de nettoyages étaient
effectués automatiquement par le pilote : des rétrolavages classiques (CB), des
rétrolavages essorés (AB) qui consistaient en une premiére étape de drainage de la
membrane par injection d'air comprimé avant rétrolavage, et des nettoyages chimiques
(CEB). Le préfiltre est lavé a chaque CB ou AB. Environ 15 L de perméat sont utilisés
pour cette opération.

La perméabilité (Lp) et la pression transmembranaire (PTM) sont calculées en continu
toutes les min. Tous les résultats sont exprimés a 20°C en prenant en compte la variation
de température sur la viscosité de I'eau. Les conditions de filtration pour I'eau de mer, flux
de perméat et temps de filtration, ont été présélectionnées selon la littérature [27] et
celles imposées pour la filtration des gamétes ont été choisies en s’appuyant sur les
résultats de filtration de I'eau de mer afin d'avoir a la fois un taux de production élevé et
un colmatage limité.

1.3. Méthodes analytiques

La cytométrie en flux permet une analyse quantitative et qualitative des gameétes. Elle est
basée sur la fluorescence naturelle des cellules ou par l'ajout d'un marqueur. Les
caractéristiques des cellules telles que la taille et la forme sont détectées par le
défilement des particules devant un laser et peuvent étre classées selon ces
caractéristiques. Dans le cas des gamétes, des méthodes ont été développées pour
mettre en évidence, en fonction de la taille et de la forme des cellules analysées, une
zone correspondant aux ovocytes ou spermatozoides [28,29]. Afin d’en déterminer la
concentration, les solutions de gamétes ont été analysées par un cytométre de flux
Partec. Deux échantillons de 800 pL ont été analysés et une reproductibilité satisfaisante
a été obtenue pour les différentes solutions. La viabilité des ovocytes a été mesurée en
utilisant deux marqueurs de fluorescence : SYBR-Green, qui pénétre dans les cellules
vivantes et mortes et IP qui pénétre dans les cellules dont les membranes sont
endommagées. 10 uL de SYB-Green et 5puL d'IP ont été mélangés a 800 uL de
I'échantillon d'ovocytes. Cette solution a ensuite été analysée aprés 10 min dans
I'obscurité [29]. La viabilité des spermatozoides a été déterminée en utilisant la méme
méthode mais avec l'utilisation de SYBR-14 au lieu de SYBR-Green. En plus des
analyses cytométriques, l'intégrité des ovocytes et des spermatozoides a été contrblée
par observation au microscope a contraste de phase reli€¢ a une caméra vidéo. Les
spermatozoides ont été filmés sur cellules de comptage Malassez afin de déterminer la
vitesse de déplacement de ces espéces dans I'échantillon (la durée des films était de 5
secondes). Pour les ovocytes, des photos ont été réalisées pour caractériser leur forme et
I'état de la membrane cellulaire.

Il. RESULTATS EXPERIMENTAUX

1.1 Filtration d’eau de mer

Pendant 7 mois, la filtration d’eau de mer de la baie de Bourgneuf a été réalisée pour
différentes conditions de filtration (flux et temps de filtration entre 2 rétrolavages). Les
paramétres de filtration ont été enregistrés toutes les min sur la durée des tests pour
suivre le comportement des membranes. Le colmatage alors généré était fonction de
deux facteurs : les conditions imposées et la qualité de I'eau traitée.

Il est a noter que, méme si chaque condition a été testée deux fois de maniére aléatoire
sur la période d’essai, les résultats obtenus sont directement liés a la qualité de l'eau
entrante au moment du test. L’objectif de ces tests de filtration d’eau de mer était de
déterminer les conditions a imposer pour les filtrations des effluents de gameétes. Le flux
de filtration pour ces tests ne devait pas étre trop élevé pour limiter la quantité de matériel
biologique a utiliser, mais suffisamment important pour étre adaptable aux fermes
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aquacoles. De plus, il était nécessaire de prendre en compte l'addition de matériel
biologique (gamétes) qui augmente considérablement le colmatage. Quant au temps de
filtration, il devait étre suffisamment long pour rester cohérent avec l'objectif de
productivité du procédé. En effet, I'eau utilisée pour le rétrolavage est de I'eau ultrafiltrée
et le volume de concentrat généré lors de ces rétrolavages devient un effluent qui doit
étre traité, I'objectif était donc aussi de limiter ce volume. Les conditions opératoires ainsi
testées étaient respectivement pour le flux de filtration et le temps de filtration de 60 a
100 L.h'".m2 et 20 a 45 min. Pour répondre aux contraintes précisées ci-dessus, un flux
de 60 L.h"".m2 et des temps de filtration de 30 min et 60 min ont alors été sélectionnés.
Le suivi de la perméabilité obtenu dans ces conditions est présenté Figure 2.
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Pour éliminer le colmatage, lefficacité des RLess peut étre observée en suivant
I'évolution de la perméabilité sur un zoom de 6 cycles de rétrolavage (Figure 3a).
L'injection d'air améliore en effet le nettoyage de la membrane puisque la hausse de la
perméabilité initiale est plus élevée aprés RLess qu'aprés le RL du cycle précédent. Ce
résultat est confirmé quel que soit le couple (J-tiitration) de conditions fixées. Afin d'estimer
le gain obtenu par linjection d’air sur le nettoyage des membranes, le bénéfice sur la
PTM aprés rétrolavage a été évalué. Les résultats obtenus aprés un RLess ont été
comparés a la moyenne des résultats générés par les 5 RL précédents. La figure 3b.
présente ces résultats pour différentes conditions de fonctionnement.

Au fur et a mesure que le colmatage augmente, généré par une augmentation de la force
motrice (flux de perméat) et/ou du temps de filtration, le gain de PTM augmente avec ou
sans injection d'air. Cependant, quelles que soient les conditions de filtration testées,
I'injection d'air augmente l'efficacité du rétrolavage. Pour la méme force motrice de 60 L.h"
'm2 et pour différents temps de filtration de 20 a 60 min, la régénération de la membrane
est améliorée de 16% a 39% gréace a l'injection d'air. Plus le temps de filtration est long,
plus I'amélioration est significative. Des résultats similaires ont été obtenus pour une
durée constante et un flux de perméat différent. Ces résultats ménent a la conclusion que
I'efficacité des RLess est significative pour le nettoyage des membranes utilisées pour la
filtration d’eau de mer.
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Dans le cadre de l'étude, il est nécessaire de valider la robustesse du procéedé
d'ultrafiltration face aux différents effluents traités. Le suivi de la perméabilité sur
'ensemble de la période doit mettre en avant une régénération satisfaisante des
membranes. Ainsi, celle-ci est restée constante pendant les 7 mois d'étude face a la
variabilité saisonniére de l'eau de mer, les expériences de filtration d’eau de mer, la
filtration des effluents de gamétes (pollutions chronique ou accidentelle) et le cas extréme
et accidentel d'une contamination de I'eau de mer (Figure 4). Cet accident de qualité
d’eau, ayant pour origine un dysfonctionnement des prétraitements de I'eau, se traduit par
une baisse de la perméabilité d’'un facteur 10 par rapport a la perméabilité initiale. Suite a
ces différents évenements, chaque CEB réalisé a permis de retrouver une perméabilité
autour de 700 L.h"".m=2.bar' (Figure 4). La robustesse du processus d'ultrafiltration est
ainsi démontrée.
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1.2 Traitement des effluents d’eau de mer contenant des spermatozoides

L'objectif de ces essais de traitement est double : (i) la rétention des gameétes par le
procédé doit étre totale pour les différentes conditions de filtration et concentrations de
gamétes dans l'effluent et (ii) le colmatage causé par ce matériel biologique doit étre
maitrisé dans le temps.

11.2.1 Pollution chronique

Le but de ces essais de filtration chronique est d'évaluer les performances de
l'ultrafiltration vis-a-vis d'un effluent d'écloserie conchylicole peu chargé en gamétes mais
sur une longue durée. Deux conditions de filtration ont été testées : un flux a 60 L.h"'.m=
et deux temps de filtration, 30 et 60 min, pour des périodes d'expérimentation de moins
de 3 jours.

Le suivi des performances de filtration sur les 30 h d’essai avec un temps de filtration de
60 min est présenté Figure 5a. Afin de visualiser le colmatage généré par les
spermatozoides, I'évolution de la perméabilité a été comparée a celle obtenue lors de la
filtration d’eau de mer seule dans les mémes conditions (Figure 5b). Quelles que soient
les conditions opératoires imposées, si la diminution de la perméabilité est sensiblement
plus forte pour 'eau de mer avec spermatozoides, le colmatage généré reste modéré. La
baisse de perméabilité observée sur les 30 h d'essai est en effet de I'ordre de 250 L.h-'.m"
2 bar! pour les deux tests: l'impact du temps de filtration sur les performances de
filtration est donc limité dans nos conditions de traitement.

L’autre conclusion qui ressort de ces essais est I'impact des rétrolavages essorés sur le
contréle du colmatage. L’évolution de la perméabilité sur ces essais mettent en évidence
'impact des rétrolavages essorés sur la récupération des performances de filtration
puisque le gain de perméabilité aprés RLess est supérieur a celui obtenu par le RL
classique précédent.
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Figure 5 : a. Evolution de la perméabilité en fonction du temps — Traitement d’une pollution
chronique de spermatozoides b. Comparaison avec la filtration d’eau de mer sans spermatozoide
- [J = 60 L.h-1.m-2 ,' tﬁ/tration = 60 mln]

Les concentrations aux différents points du systéme (entrée de membrane, eaux de
rétrolavage et rétrolavage essoré et perméat) ont été suivies par cytométrie en flux sur les
30 h d'essai (Figures 6a. et b.). Les cytogrammes obtenus pour la filtration de I'effluent
dans les conditions J = 60 L.h"'.m™ et tfitration = 60 min sont présentés Tableau Il. Les
concentrations en spermatozoides mesurées a l'entrée de la membrane sont en accord
avec la valeur attendue de 10 000 spz.mL-'. Cependant, cette concentration fluctue
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légerement au cours du temps et entre les différentes expériences. Les solutions de
gametes sont préparées en introduisant les ovocytes ou les spermatozoides de plusieurs
géniteurs dans de petits volumes d'eau de mer (environ 1 L)et sont donc trés
concentrées. La dilution de ces solutions dans le bac d’alimentation du pilote (100 L) ainsi
que la difficulté a maintenir une concentration constante dans ce réservoir qui alimente la
membrane UF peut expliquer cette variation,. La concentration moyenne a l'entrée de la
membrane est de 25,399 spz.mL-' (valeurs minimales et maximales respectives de
11,360 et 41,675 spz.mL™" pour le test avec une durée de filtration de 30 min et

7,000 spz.mL-! pour un temps de filtration de 60 min (valeurs minimales et maximales
respectives de 1 305 et 19 318 spz.mL™").
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Figure 6 : Evolution de la concentration de spermatozoides en fonction du temps — Pollution
chronique - a. [J = 60 L.h"".m2 ; thation = 30 min] et b. [J = 60 L.h™".m2 ; tration = 60 min]

Tableau Il : Analyses par cytométrie en flux sur un cycle de filtration de I'effluent de
spermatozoides — [J = 60 L.h"".m™; taation = 60 min ; Pollution chronique]

Entrée de Rétrolavage Rétrolavage Perméat
membrane essore
Jour1 5115 spz.mL™! 22 485 spz.mL"’ 8 100 spz.mL-" 295 spz.mL"!
§ :m__'-'- ¥ .;EL- ] - - i | ¥
Jour2 6770 spz.mL" 53 850 spz.mL"" 10 340 spz.mL"" 335 spz.mL"
e vad T ‘ .l""\-' 3
. " I e -\._-: [ O] ' .

Lk e
# sak -

Au cours de ces tests, on peut constater que la concentration en spermatozoides obtenue
dans le perméat est toujours inférieure au seuil de détectabilité de l'analyse par
cytométrie en flux (350 spz.mL-"). A partir du facteur de concentration dans la membrane
pendant le cycle de filtration, il est possible de calculer I'abattement en spermatozoides
obtenu. Pour I'expérience avec la concentration la plus élevée, celui-ci varie en moyenne
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entre 3 et 4 log entre le début et la fin du cycle de filtration. Ces réductions sont
importantes et témoignent de l'efficacité du traitement. Comme prévu, les concentrations
obtenues dans les rétrolavages classiques sont supérieures aux concentrations en entrée
de membrane. Cependant le facteur de concentration volumique sur un cycle de filtration
n'est pas tout a fait identique au facteur de concentration des spermatozoides. Ce
résultat, en accord avec l'augmentation de la résistance irréversible avec le temps et
s’explique par une efficacité limitée du rétrolavage classique.

Ces eaux de rétrolavage sont des effluents qui doivent étre traités, mais l'ultrafiltration
présente alors deux avantages. Le premier est immédiat avec la réduction du volume des
effluents, ici un facteur de 10 est facilement atteint entre le volume traité et le volume de
rétentats récupérés. Le deuxiéme avantage est I'impact du traitement sur la viabilité des
spermatozoides. En effet, les films sur les spermatozoides montrent que, en moyenne,
18% des spermatozoides observés avant la filtration sont en mouvement et que
seulement 7% sont mobiles dans les eaux de rétrolavage. La viabilité des spermatozoides
est donc compromise par cette méthode de traitement. De plus, avec un volume d'eau
presque identique a un rétrolavage classique, on s'attend a trouver une concentration
beaucoup plus élevée de gameétes dans les eaux de rétrolavages essorés AB.
Nonobstant, les concentrations sont beaucoup plus faibles, d’'un facteur allant de 1,15 a
7,3 selon les conditions d'exploitation. La cytométrie de flux montre clairement une forte
dégradation de lintégrité des spermatozoides et cette observation est confirmée par
I'observation au microscope des échantillons d’eau de rétrolavages essorés dans lesquels
aucun spermatozoide en mouvement n'a pu étre observé.

1.2.2 Pollution accidentelle

L'objectif de ces tests était de confirmer les bonnes performances obtenues pour le
traitement d'une pollution chronique dans le cas d'une pollution accidentelle.
Contrairement aux tests précédents, les gametes n'étaient pas injectés en continu dans le
réservoir d'alimentation du pilote, mais introduits en une seule fois 5 min aprés chaque
rétrolavage. Deux tests dans des conditions de filtration identiques ont été réalisés. La
perméabilité, représentée Figure 7, a été suivie au cours des 5 cycles de filtration pour les
deux tests.
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Figure 7 : Evolution de la perméabilité en fonction du temps — Traitement d’une pollution
accidentelle de spermatozoides [J = 60 L.h"".m? ; tiation = 60 min] - a. Test 1 et b. Test 2

RL

Les concentrations en spermatozoides, 10 (test 1) et 25 (test 2) fois supérieures que dans
le cas de pollution chronique, entrainent un colmatage plus important des membranes. En
effet, 'augmentation de I'accumulation de matiére a la surface de la membrane entraine
une baisse de perméabilité sur le premier cycle autour de 300 et 350 L.h-".m2 alors qu'il
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était de 250 L.h-".m2 sur les 30 h pour les tests de traitement de pollution chronique. Si le
colmatage est conséquent lors du traitement de cette pollution accidentelle, les Figures
7a et 7b montrent l'efficacité du rétrolavage avec une injection d'air préalable sur le
contréle de cette chute de perméabilité.

L’évolution des concentrations est présentée Figure 8a. et b. et les cytogrammes sur un
cycle de filtration, Tableau lll. La concentration visée en entrée de membrane, environ 20
fois supérieure a celle imposée pour le test de traitement de pollution chronique, n'est pas
constante sur la durée d'un cycle de rétrolavage. Plusieurs mesures sont alors effectuées
sur chaque cycle afin de suivre précisément son évolution sur la durée des essais. La
différence de concentration entre les deux tests peut s'expliquer par la quantité de
spermatozoides introduite dans la cuve d'alimentation a chaque injection : celle- ci est
plus élevée dans l'essai 2 (1,4 10'© spermatozoides) que dans l'essai 1 (2,910
spermatozoides).
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8,0E+05 1,0E+06
¢ .

- ¢ £ 8,0E+05

3 6,0E+05 . . TEI .

g N .

= Z6.08

= Z6,0E+05

"B 4.0E+05 2

=2 ‘°

g 2 4,0E+05

2 s

E £

£ 2,0E+05 g = =

g Z208405 | = = . .

) . u n L)

L n A x
[ = l‘ " . u n n
0,0E+00 we o ° ° ° = . 0,0E+00 '= o . . . 'Y .
0 1 2 3 4 5 0 1 2 3 4 5
Temps (h) Temps (h)
= Entrée de membrane ® Perméat *RL ARLess = Entrée de membrane o Perméat +RL ARLess

Figure 8 : Evolution de la concentration de spermatozoides en fonction du temps [J = 60 L.h"".m2 ;
trration = 60 min ; Pollution accidentelle] - a. Test 1 et b. Test 2

Tableau Ill : Cytogrammes en flux de spermatozoides en fonction du temps [J = 60 L.h"".m? ;
taration = 60 min ; Pollution accidentelle] pour deux concentrations d’alimentation

Entrée de Rétrolavage Rétrolavage Perméat
membrane essoré

Test1 29515 spz.mL-! 121 600 spz.mL-" 44 175 spz.mL" 275 spz.mL"!
i -jﬁb' I E -

Test2 192 495 spz.mL"’ 466 715 spz.mL"’

e e
2]

Quelles que soient les conditions opératoires, les concentrations mesurées dans le
perméat sont toujours inférieures a la concentration limite mesurable par cytométrie en
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flux. Les abattements calculés sont, comme prévu, plus élevés que pour les tests de
pollution chronique et varient entre 4 et plus de 5 log. Ces résultats confirment la rétention
des spermatozoides d'huitres creuses par le procédé d’ultrafiltration pour différentes
conditions de concentration. Les concentrations dans les eaux de rétrolavage sont plus
élevées qu’en entrée de membrane mais sans atteindre le facteur de concentration
volumique attendu pour les mémes raisons que les tests précédents : les spermatozoides
sont dégradés par l'injection d'air lors des rétrolavages essorés.

La rétention totale des spermatozoides dans les différentes conditions testées mais aussi
la maitrise du colmatage par les rétrolavages essorés prouvent les performances de
l'ultrafiltration pour le traitement de la pollution accidentelle des spermatozoides.

1.3 Traitement des effluents d’eau de mer contenant des ovocytes

11.3.1 Pollution chronique

Deux expériences de 30 h ont été réalisées a un flux de 60 L.h-'.m? avec des temps de
filtration différents : 30 et 60 min. L'évolution de la perméabilité sur les 30 h pour un temps
de filtration de 60 min est présentée Figure 9a. Pour évaluer le colmatage généré par les
ovocytes, cette permeéabilité est comparée au résultat obtenu lors de la filtration d’eau de
mer seule dans les mémes conditions, Figure 9b. Ces résultats démontrent, comme pour
les tests avec les spermatozoides, que le colmatage reste modéré lors du traitement de
ces effluents, dans les conditions imposées. En effet, pour un temps de filtration de
60 min, la perméabilité diminue de 200 L.h-".m2 sur les 30 h et pour un temps de filtration
de 30 min, les mémes profils d’évolution de perméabilité sont obtenus avec et sans
ovocyte, traduisant un colmatage plus faible.
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Figure 9 : a. Evolution de la perméabilité en fonction du temps — Traitement d’une pollution
chronique de ovocytes et b. Comparaison avec la filtration d’eau de mer sans ovocyte - [J = 60
L.h_1.m_2 ,. tﬁ/traﬁon = 60 mln]

Lp (L.h-".m2bar?)

Les cytogrammes obtenus sur un cycle de filtration dans les conditions J = 60 L.h"".m" et
triration = 60 min sont présentés Tableau IV et I'évolution des concentrations aux différents
points du systéme pour les deux conditions de filtration, Figure 11. Les concentrations
mesurées en entrée de membrane sont proches des concentrations ciblées, comprises
entre 10 et 55 ovo.mL™" avec une moyenne de 28 ovo.mL" (tfitration = 30 min) et entre 45 et
150 ovo.mL™" avec une moyenne de 82 ovo.mL"" (ffitration = 60 min).
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Figure 10 : Evolution de la concentration en ovocytes en fonction du temps — Pollution chronique -
a. [J=60L.h".m?; titation = 30 min] et b. [J = 60 L.h"".m? ; thtration = 60 min]

Tableau IV : Résultats d’analyses par cytométrie en flux, concentration et taux d’ovocytes non
integres - [J = 60 L.h"".m2 ; tawation = 60 min ; Pollution chronique]

Entrée de Rétrolavage Rétrolavage Perméat
membrane essoré

Jour 1 55 ovo.mL! 530 ovo.mL" 390 ovo.mL" 0 ovo.mL™"
0.0 % 417 % 5.32 % -

Jour2 70 ovo.mL! 750 ovo.mL" 570 ovo.mL" 0 ovo.mL™"
5.56 % 2.86 % 19.18 % -

Ces analyses mettent en évidence l'absence d'ovocytes dans le perméat et ce, dans les
deux conditions de filtration testées. Il est donc possible de conclure de ces essais que
ces especes sont complétement retenues par ultrafiltration. L'abattement calculé sur un
cycle de filtration varie entre 2,7 et 3,5 et entre 3,3 et 4,4 pour des temps de filtration de
30 et 60 min respectivement. Les concentrations récupérées dans les eaux de
rétrolavage sont plus élevées que celles mesurées a l'entrée de la membrane.
Contrairement au traitement des effluents contenant des spermatozoides, les
rétrolavages avec une injection d'air préalable montrent un nombre d'ovocytes récupérés
légerement plus faible. Cependant, les analyses par cytométrie en flux, et plus
précisément les tests d’intégrité révélent un impact de l'injection d'air sur ces espéces
récupérées dans l'eau de rétrolavage. En effet, les taux d’ovocytes non integres
présentés Tableau IV mettent en avant I'impact des nettoyages des membranes sur ces
espéeces et notamment dans le cas des RLess. C’est particulierement le cas sur le cycle
présenté jour 2 pendant lequel prées de 20 % des ovocytes récupérés ne sont pas
integres. On constate que les taux d’intégrités en entrée de membrane ne sont pas
similaires sur les différents échantillons analysés, ce résultat s’explique par la qualité des
gametes introduits, dépendante des géniteurs utilisés sur les différentes injections. Les
observations au microscope (Figure 11) confirment clairement cette dégradation de la
structure des ovocytes lors des rétrolavages essorés.
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Avant filtration Rétrolavage Rétrolavage essoré

Figure 11 : Photos d’ovocytes avant filtration et dans les eaux de RL et RLess

1.3.2 Pollution accidentelle

Comme pour la filtration d’effluents d’eau de mer contenant des spermatozoides, deux
tests ont été effectués avec les mémes conditions de filtration (J60 t60). L’évolution de la
perméabilité sur 5h pour les deux essais est présentée Figure 12a. et b. La chute de
perméabilité observée sur le premier cycle, de 350 (test 1) et 250 L.h-".m=.bar" (test 2)
comparée au test simulant une pollution chronique (<100 L.h"".m=2.bar") refléte I'impact
de la concentration des gamétes sur le colmatage de la membrane. L'importance des
rétrolavages et rétrolavages essorés sur le contréle du colmatage, comme pour les
spermatozoides, est illustrée par ces évolutions de perméabilité.
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Figure 12 : Evolution de la perméabilité en fonction du temps — Traitement d’une pollution
accidentelle d’ovocytes [J = 60 L.h7".m2 ; tsation = 60 min] - a. Test 1 et b. Test 2

E

L'évolution des concentrations a différents points du systéme pour les deux tests est
présentée Figure 13a. et b. et les cytogrammes sur un cycle (Tableau V). L'absence
d'ovocyte détecté par cytométrie en flux dans le perméat démontre encore une fois la
totale rétention des ovocytes d'huitres Crassostrea gigas par le procédé d'ultrafiltration,
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méme dans le cas d'un effluent fortement concentré (concentration quatre fois supérieure
que dans le cas de traitement d’'une pollution chronique, pour les mémes conditions de
filtration). Les abattements calculés sont compris entre 4,6 et 5 logs. Comme dans les
premiers tests de traitement des ovocytes, les analyses par cytométrie en flux révelent un
impact de l'injection d’air dans la membrane avant rétrolavage sur l'intégrité physique des
ovocytes puisque les taux d'ovocytes dégradés mesurés dans les différents échantillons
sont de I'ordre de 50%.
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Figure 13 : Evolution de la concentration d’ovocytes en fonction du temps [J = 60 L.h™".m? ; tauration
= 60 min; Pollution accidentelle] - a. Test 1 et b. Test 2

Tableau V : Résultats d’analyses par cytométrie en flux d’ovocytes, concentration et taux
d’ovocytes non intégres [J = 60 L.h".m2 ; tawaion = 60 min ; Pollution accidentelle] pour deux
concentrations d’alimentation

Entrée de membrane Rétrolavage Rétrolavage essoré  Perméat

Test1 255 ovo.mL"! 1 430 ovo.mL"" 1 355 ovo.mL"" 0 ovo.mL"
8,06 % 11,73 % 48,47 % -

Test2 400 ovo.mL"! 2 360 ovo.mL"" 1 535 ovo.mL"" 0 ovo.mL"
5,38 % 6,14 % 49,68 % -

lll. CONCLUSION

L'objectif de développer un procédé de traitement des effluents d'élevage conchylicole
susceptible de contenir du matériel biologique tétraploide dont le rejet dans
I'environnement est un risque pour la biodiversité marine, est atteint. La rétention des
espéces a éliminer de ces effluents, spermatozoides et ovocytes d'huitre Crassostrea
gigas, par un procédé d'ultrafiltration a été évaluée et la résistance du process face a une
eau de mer de qualité variable, contenant ou non des gamétes, a été suivie. L'absence de
gameétes a été constatée dans les échantillons de perméat analysés par cytométrie en
flux et ce résultat a été validé quelles que soient la pollution et sa concentration. Des
abattements de 5 logs ont ainsi été obtenus. En termes de performances hydrauliques,
I'addition de gamétes a lI'eau de mer a montré un impact significatif sur le colmatage des
membranes dans le cas du traitement d'effluents simulant des pollutions accidentelles.
Nonobstant, les rétrolavages se sont montrés efficaces pour I'élimination de ce colmatage
et maintient de conditions opératoires industrialisables. C'est notamment le cas des
rétrolavages essorés (comportant une premiére étape de séchage de la membrane par
injection d’air comprimé), qui jouent un réle majeur dans le contréle de la baisse des
performances de filtration. Ces rétrolavages spécifiques permettent ainsi un nettoyage
efficace des membranes en utilisant un volume proche du lavage conventionnel.
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Contre toute attente, la concentration de spermatozoides obtenue dans I'eau des RLess
était plus faible que dans celle des RL classiques, démontrant un impact sur l'intégrité de
ces especes, hypothése confirmée par observation au microscope. Pour les ovocytes,
l'intégrité des gameétes obtenus dans l'eau des RLess est plus faible que dans un RL.
C'est la premiére fois qu'une étude montre l'impact généré par les RLess sur les
performances hydrauliques ainsi que sur ce type de colmatage, et plus particulierement
sur l'intégrité des gameétes d’huitres creuses. L'impact des RLess sur ces espéces est une
information importante pour le développement industriel de ce procédé pour cette
application.

La résistance du procédé a été testée sur les 7 mois d'essais. Que ce soit pour la filtration
de l'eau de mer dans des conditions plus ou moins "douces" ou pour le traitement des
effluents contenant des gameétes, les nettoyages chimiques réalisés a la fin se sont
avérés efficaces pour le maintien d'une perméabilité stable, prouvant la flexibilité les
membranes face aux effluents susceptibles d'étre traités dans une exploitation
conchylicole.
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