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Synthèse 

D ans le cadre du projet BIOPROC 2000, le BRGM a étudié la mise en aeuvre de la 
biolixiviation de minerais sulfurés à l'aide d'un nouveau type de réacteur: la 

colonne à bulles ou encore colonne à gaz-liquide porteurs. Ce travail a aussi fait l'objet 
de travaux de caractérisation par biologie moléciilaire des populations bactériennes 
mixtes utilisées pour les réactions de biolixiviation. 

Sur la base de résultats préliminaires obtenus au Laboratoire des Sciences du Génie 
Chimique (ENSIC Nancy), un pilote de laboratoire a été conçu et monté dans la halle 
Procédés. L'objectif des expériences réalisées était de prouver la faisabilité de la 
biolixiviation dans ce type de réacteur. Le dispositif expérimental a fonctionné pendant 
quatre mois en mode discontinu. Dans un premier temps, des expériences dites en 
maquette froide ont permis de caractériser le réacteur en l'absence de réaction chimique 
ou biologique. Ensuite, plusieurs tests ont été réalisés en réacteur fermé avec variation 
des lots de pyrite, du taux de solide, du débit de gaz et du système de diffusion du gaz. 

Les exnériences en maauette froide dédiées à la caractérisation dti réacteur en l'absence 
de réaction montrent que le liquide y circule comme dans un réacteur parfaitement agité. 
Aucune expérience n'a été entreprise pour déterminer Ic régime de fonctionnement du 
solide. Le "olume occupé par le gaz &si que la perte de charge ont été mesurés pour 
différents débits gazeux. Enfin des expériences de mesure de concentrations en oxygène 
dissous lors de changement d'alimentation de gaz ont permis d'obtenir des ordres de 
grandeur du coefficient de transfert de matière en fonction de la vitesse superficielle de 
Vair. 

Ensuite, quatre expériences de biolixiviation en mode discontinu ont été menées. Elles 
ont prouvé la faisabilité de la biolixiviation en réacteur fermé dans ce type de réacteur 
avec des rendements allant jusqu'à 90-95 % de libération du cobalt et d'oxydation du 
soufre. 11 a été observé une augmentation de fa vitesse de libération du cobalt lorsque la 
vitesse de gaz augmentait pour un même taux de solide. Une évoliltion de cette vitesse a 
été également enregistrée pour des taux de solide, des pourcentages de cobalt initiaux et 
des systèmes de diffusion du gaz diîiërents. 

Au cours de ces expériences, la composition de la population bactérienne permettant la 
biolixiviation de la pyrite cobaltifère a été suivie grâce à des techniques de biologie 
moléculaire. L'inventaire des espèces a révélé la présence de trois micro-organismes : 
Leprospirilltrm jèrrooxirians, une souche apparentée à Thiobaci/ltis caldus, et une 
bactérie apparentée à Sirl$obacillu.s ~hernno.stti~oxidc~tzs. L'évolution des proportions 
de ces trois espèces dans la phase liquide et sur la phase solide a été décrite grâce à la 
méthode SSCP (Single Strand Confornation Polymorphism). L. ferrooxiclans et 
T caldus sont tou,jours présents, et leur comportement global est reproduclible au cours 
des batchs. Par contre, le développement de Sulfobocillus n'est pas toujours observé. 11 
bemble être favorisé par l'utilisation du bio-réacteur colonne. 



Etude de la biolixiviation de minerais sulfurés dans une colonne à gaz et liquide porteurs 

Sommaire 

Introduction ..................................................................................................................... 7 

1 . Bibliographie ................................................................................................................ 9 

1.2. Techniques de biolixiviation dynamique .................................................................. 10 

................................... 1.2.1. Biolixiviation en réacteurs parfaitement agités (RPA) 10 . . 
1.2.2. Les réacteurs air-lift ........................................................................................ 12 
1.2.3. Les colonnes à bulles ...................................................................................... 14 

1.3. Effet du taux de solide et de la concentration en oxygène ....................................... 15 

1.4. Conclusion ................................................................................................................ 16 

2 . Matériel et métliodes ................................................................................................. 17 

. . 
2.2. Dispositrf expérimental ............................................................................................. 17 

2.3. Conditions opératoires .............................................................................................. 19 

. . 
2.3.1. Composilions .................................................................................................. 19 . . 2.3.2. Conditions opératoires appliquees .................................................................. 21 

. . .................................................................................. 2.4. Métliodes analytiques de suivi 22 

2.5. Méthodes de suivi par analyse SSCP de I'évolutiou de la flore bactérienne ............ 23 

............................ 2.5.1. Inventaire moléculaire de la population bactérienne mixte 23 
2.5.2. Principe de l'analyse SSCP ............................................................................ 24 

............. 2.5.3. Stratégies d'amplification pour le séquençage et les analyses SSCP 25 
................................ 2.5.4. Stabilisation des échantillons et extraction d'ADN total 26 

2.6. Suivi de la population bactérienne par observation dirccte 
au microscope optique .............................................................................................. 30 



Efude de la biolixiviafion de minerais sulfurés dans une colonne à gaz et liquide porfeurs 

3.1. Introduction .............................................................................................................. 31 

3.2. Présentation des résullats en niaquette froide ........................................................... 31 

............................................................................................ 3.2.1. Hydrodynamique 31 . . ........................................................................................ 3.2.2. Transfert de matiere 35 

........................................................................ 3.3. Présentation des résultats du batch 2 37 

. . ....................................................................................... 3.3.1. Suivi des paramètres 37 
.......................................................................... 3.3.2. Évolution des concentrations 39 

3.3.3. Autres résultats ............................................................................................... 40 
3.3.4. Suivi des populations bactériennes ................................................................ 41 

3.4. Présentation des résultats du batcli 3 ........................................................................ 46 

. . 
3.4.1. Suivi des paramètres ....................................................................................... 46 

.......................................................................... 3.4.2. Évolution des concentrations 49 
............................................................................................... 3.4.3. Autres résultats 49 

3.4.4. Suivi des populatioi~s bactériennes ................................................................. 52 

........................................................................ 3.5. Présentation des résultats du balch 4 57 

. . ....................................................................................... 3.5.1. Suivi des paramètres 57 
.......................................................................... 3.5.2. Evolution des coucenirations 59 

............................................................................................... 3.5.3. Autres résultats 59 
3.5.4. Suivi des populations bactériennes ................................................................. 61 

........................................................................ 3.6. Présentation des résultats du batclt 5 65 

3.6.1. Suivi des paramètres ....................................................................................... 65 
3.6.2. Évolution des concentrations .......................................................................... 67 
3.6.3. Autres résultats ............................................................................................... 68 
3.6.4. Suivi des populations bactériennes ................................................................. 69 



Etude de la biolixiviafion de minerais sulfurés dans une colonne à gaz et liquide porteurs 

3.7. Comparaison et synthèse des résultats ...................................................................... 71 i 
3.7.1. Rappel des principaux résultats ...................................................................... 72 
3.7.2. Obtention et comparaison des vitesses ~~raximnles 1 

de libération du cobalt ..................................................................................... 74 
3.7.3. Suivi des populations bactériennes ................................................................. 76 

Conclusion et perspectives ............................................................................................ 83 

Bibliographie .................................................................................................................. 85 

Liste des figures ............................................................................................................. 89 

Liste des tuble:iux ........................................................................................................... 92 

Liste des annexes ............................................................................................................ 93 



Efude de la biolixiviation de minerais sulfurés dans une colonne à gaz et liquide potleurs 

Introduction 

D epuis de nombreuses années maintenant, le BRGM travaille sur les bactéries liées 
au cycle du soufre et plus particulièrement sur celles capables de ré a 1' iser 

l'oxydation de ce dernier. La majeure partie des études entreprises dans ce domaine l'ont 
été dans le but de mettre au point des procédés dits de biolixiviation consistant à utiliser 
les capacités catalytiques de ces bactéries pour mettre en solution des métaux 
valorisables. 

C'est notamment dans ce cadre qu'ont été menées des éludes de biolixiviation de 
minerais d'or réfractaires utilisant des populations bactériennes mésophiies (30-35 OC). 
En effet, il a été prouvé qu'une pré-étape de biolixiviation d'un minerai d'or réfractaire 
peut favoriser voire rendre possible la libération minérale du précieux métal. Voici une 
dizaine d'années, le même principe de biolixiviation a été envisagé sur un concentré de 
flottation de pyrite cobaltifëre, provenant du site de Kasese en Ouganda, dans le but de 
récupérer le cobalt présent en forte teneur dans ce minerai (1,37 %). La recherche dans 
ce domaine s'est concentrée sur la définition et la mise au point d'un procédé en réacteur 
agité en vue de son application à l'échelle industrielle. Ces dernières années, la 
recherche du BRGM dans le domaine de la biolixiviation s'est principalement faite sur 
la définition d'un procédé innovant utilisant des bactéries thennophiles capables 
d'oxyder le principal porteur de cuivre dans les minerais de ce métal : la chalcopyrite. 

Au.jourd'liui, avec le retour de l'expérience industrielle sur le site de Kasese et grâce à 
l'émergence de nouvelles technologies dans le domaine de fa biologie, la recherche s'est 
focalisée sur deux axes : 

- la  mise au point de procédés de biolixiviation dans une nouvelle configuration de 
réacteur, 

- l a  caractérisation de la distribution des souclics bactériennes qui composent les 
cultures mixles utilisées. 

Pour atteindre les objectifs fixés, une étude de biolixiviation de minerais sulfurés dans 
une eolorine B gaz ct liquide porteurs a été réalisée. L'un des buts de cette étude était 
de prouver la faisabilité de la biolixiviation dans ce type de réacteur qui pourrail trouver 
de nombreuses applications tant en biolixiviation des minerais qu'en traitement de 
décontamination de solide (sol ou sédiment pollué) grâce notamment à un excellent 
rapport eftïcacité/coQt énergétique. L'autre but était de caractériser les populations mises 
en jeu. Pour ce faire, des prélèvenients réguliers ont été effectués au cours des 
différentes expériences entreprises puis envoyés à une société sous-traitante BI0 ID. 

Le présent rapport présente en détail l'équipement utilisé ainsi que la méthodologie 
employée pour réaliser les expériences conduites sur une période de quatre mois, et 
enfin fournit i'essentiel des résultats acquis. Ces résultats constituent une première 
approche satisfaisante, mais restent à être confirmés et les expériences à être poursuivies 
pour atteindre les objectifs fixés. 
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1. Bibliographie 

1 .l. INTRODUCTION 

La biolixiviation consiste à utiliser l'oxygène de l'air et des bactéries pour extraire des 
métaux dans leur forme élémentaire, emprisonnés dans les matrices sulfurées. Comme 
exemples de métaux de valeur présents dans des matrices sulfurées on peut citer l'or 
réfractaire dans la pyrite ou I'arsenopyrite (AsFeSz), le cobalt et l'uranium dans la pyrite 
(FeSz) ou bien présents sous forme de sulfure (le zinc dans la blende (ZnS), le cuivre 
dans la chalcopyrite (CuFeSz). Ces bactéries sont en effet capables de catalyser 
l'oxydation du soufre des sulfures (Ttiiobacilizis ihiooxidans) mais également, pour 
certaines d'entre elles, le fer ferreux en fer ferrique (Thiobucillzis et Leptospirillzim 
ferrooxidans), lequel fer ferrique est en mesure d'oxyder chimiquement le soufre des 
sulfures, accélérant ainsi les étapes de libération métallique (Morin, 199%). 

Pour chaque minerai, la population bactérienne assurant la meilleure solubilisation des 
espèces est en fait une culture mixte contenant plusieurs espèces de bactéries en 
proportions différentes. Les rapports qualitatifs et quantitatifs entre les différentes 
espèces intervenant au cours de la biolixiviation sont encore mal connus mais tendent à 
être peu à peu décrits grace à l'émergence de techniques nouvelles comme la biologie 
moléculaire. Il existe des bactéries dites mesophiles se développant entre 35 "C et 45 "C 
utilisées très souvent pour le traitement des minerais pyriteux et des bactéries 
thermophiles qui ont un optimum de croissance vers 70 "C récemment étudiées pour le 
traitement de la chaicopyrite (Barret et ai., 1994). 

11 existe trois méthodes de mise en muvre de la biolixiviation. La première consiste à 
déposer le minerai en tas sur des surfaces imperméabilisées aménagées pour recueillir 
les solutions de lixiviation et à arroser ce tas par pulvérisation de façon à favoriser 
l'oxygénation des solutions et l'activité bactérienne. Des conduites d'aération sont aussi 
disposées dans le minerai pour augmenter cette oxydation. Une autre méthode est le 
procédé in situ pour lequel le minerai est traité en place dans les couches géologiques 
elles-mêmes ; pour cela des galeries sont utilisées pour arroser les couches de minerais 
sous-jacentes et les métaux solubilisés recueillis dans les galeries inférieures. Enfin, la 
dernière méthode qui permet l'obtention de rendements de solubilisation très élevés dans 
des temps relativement courts, utilise des procédés dynamiques où le minerai 
préalablement broyé est mélangé avec la solution aqueuse pour faciliter le contact gaz- 
liquide-solide. 

Plusieurs procédés dynamiques ont d'ores et déjà été testés à l'échelle pilote voire à 
l'échelle industriclle. Ces procédés diffèrent essentiellement par la conception des 
réacteurs à mettre en euvre pour ce type d'opération : réacteur parfaitement agité, air- 
lift et colonnes à bulles. Cette variété de conception assure égaiement la possibilité de 
tester et comparer l'influence de paramètres comme le taux de solide et la disponibilité 
de l'oxygène. 
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1.2. TECHNIQUES DE BlOLlXlVlATlON DYNAMIQUE 

1.2.1. Biolixiviation en réacteurs parfaitement agités (RPA) 

Actuellement, ce type de procédé dynamique est le seul applicable à l'échelle 
industrielle. Les réacteurs utilisés en biolixiviation sont assez comparables à ceux 
utilisés dans les autres domaines de la biotechnologie. 

Ces bio-réacteurs, à fond plat, sont équipés d'un arbre d'agitation portant un ou plusieurs 
mobiles d'agitation et sont munis de chicanes améliorant le mélange de la suspension. 
L'aération de la bio-pulpe est assurée par l'injection d'air comprimé en fond de cuve. Les 
méthodes de régulation de température sont classiques et dépendent des caractéristiques 
opérationnelles : serpentin, double enveloppe, échangeurs à plaques. 

Dans ce type de réacteurs, l'agitation doit exercer à la fois, une action de pompage pour 
mettre en suspension les particules et assurer l'homogénéisation de la pulpe, et une 
action de cisaillement pour assurer la dispersion gazeuse dans le milieu de culture. 
Généralement, deux types de mobiles sont associés pour répondre à ces obligations 
(Leveau et Bouix, 1993) : un mobile radial en fond de réacteur pour le cisaillement et un 
mobile axial en milieu de réacteur pour le pompage. Des études spécifiques ont été 
menées au BRGM en collaboration avec un équipementier (ROBIN industries) et ont 
abouti au dépôt d'une marque d'agitateur BROGM@ spécialement adapté à la 
biolixiviation en réacteurs parfaitement agités. 

Néanmoins, d'autres types de bio-réacteurs ont été testés et sont cités dans la littérature 
utilisant un mobile pour l'agitation couplé à un système de pompage üir-lift des solides 
de fond de cuve ainsi qu'un système de diffusion du gaz soit au travers de membrane 
(Griffin et Luinstra, 1989) ou par système venturi (Hoffman et colt., 1993). Ces 
réacteurs consomment beaucoup d'énergie et engendrent des coûts de Conctionnement 
très élevés (demande en air de 3 640 m3 par tonne de pyrite oxydée et seulement environ 
30 % dc l'oxygène utilisé). Leur conception conditionne totalement le transfert des gaz 
(oxygène et dioxide de carbone) et donc ainsi l'efficacité des réactions biologiques 
mises en jeu. Il est à l'heure actuelle impossible de savoir si ce type de réacteurs assure 
un transfert de gaz optimal. De nombreux travaux concernant le développement de 
mobiles dans des réacteurs triphasiques ainsi que la détermination des coefficients de 
transfert de matière ont été entrepris (Neaie et Pinches, 1994 ; Beenackers et Swaaij, 
1993 ; Boon et coll., 1992 ; Boogerd et coll., 1989). Le système d'agitation transmettant 
de l'énergie thermique à la suspension (Barret et coll., 1993) celle-ci vient s'additionner 
à l'effet exothermique des réactions d'oxydation, d'où un effort de conception 
supplémentaire en matière de régulation de température et d'évacuation de la chaleur. 

Trois sociétés sont actuellement en mesure de fournir une assistance technique sur ce 
type de procédés. La première est Billiton dont le procédé BIOX@ est d'ores ct déjà 
appliqué dans six usines d'extraction d'or et qui prévoit la conimercialisation de ce 
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procédé dans trois nouvelles usines. Le~irs caractéristiques tecliniques et opérationneiles 
sont résumées dans les tableaux 1 et 2. 

Tahl. 1 - Opératiorrs corttttrerciules en fo~ictionnetnert, utilisnrrt le procédé BIOX? 

Ternpératurc ("Cf 1 35 - 45 

Tnhl. 2 - Fi'trrres npplicntiorts coinntercirrles ciil procédé BZOX? 

La deuxième société, australienne, Bactech a également développé et commercialisé un 
procédé, dcstiné au traitement d'un minerai auri@re en Australie, sur le site minier de  
Youanmi (Jordan et coll., 1996). Ce procédé est basé sur l'utilisation d'une population 
mixte tliernlotolérantc 45-50 OC. Une autre usine, utilisant la technologie de Bachtech 
est en cours de réalisation en Tasmanie pour l'exploitation d'un minerai d'or réfractaire. 

Teinpératiire ("C) 1 45-50 1 
Coûis investissement ($) 1 3,9 M 1 

Tahl. 3 - Applicatiorrs rles procédés développés pur Bacteclt. 

Enfin, Normandy mining, société australienne, utilise un procédé de bioiixiviation à 
partir ù'unc technologie mise au point et développée par le BRGM, pour le traitement 
d'un résidu pyriteux contenant environ 1,37 % de cobalt (Morin, 1998). L'installation en 
cours est préviic pour produire, à son nominal, 1 000 U;m de cobalt. 
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Tnbl. 4 -Application ùtt procéùè ùéveloppépar le BRGM 

Pays 
Capacité ((/il 

V,",,i im') 

Les réacteurs parfaitement agités, bien qu'étant les plus utilisés, ne sont probablement 
pas les réacteurs les plus efficaces pour la biolixiviation et ce pour trois raisons 
principales. Tout d'abord, le débit de gaz est limité par les critères de dimensionnement 
des mobiles, ensuite le cisaillement nécessaire pour assurer un bon transfert d'oxygène 
réduit le degré d'adsorption des bactéries sur les solides et affecte l'intégrité des 
membranes cellulaires donnant lieu à un stress qui limite la croissance bactérienne. 
Enfin, I'énergie requise est très importante ainsi que la dissipation de celle-ci sous fornie 
de chaleur. Les limites de ces rfaeteurs ont conduit les chercheurs à envisager 
d'autres configurations. 

Kasese 
Ouganda 

275 
5 400 

1.2.2. Les réacteurs air-lift 

Les réacteurs air-iift ont été étudiés par plusieurs auteurs comme aiternative aux 
réacteurs parfaitement agités, pour la mise en œuvre de la biolixiviation. Néanmoins, 
dans le domaine des biotechnologies, les données disponibles sur ce type de réacteurs 
sont très limitées (Chisti et Moo Young, 1987) et certaines configurations d'air-lift n'ont 
même pratiquement pas été étudiées. Le manque de connaissances, que ce soit pour les 
air-lifi ou pour les colonnes à bulles, sur des tailles d'échelle raisonnables, fait que ces 
systèmes sont encore peu utilisés à grande échelle. Par exemple, il a été évalué en 1984 
que sur l'ensemble des bio-réacteurs de l'industrie, 93 % étaient des réacteurs 
parfaitement agités ct seulement 7 % sont des réacteurs non agités mécaniquement 
(Kossen, 1984). 

Les réacteurs air-lift sont des réacteurs compartimentés en deux zones distinctes dont 
l'une est alimentée en gaz. La différence de rétention gazeuse entre la zone aérée et la 
zone non aérée cause une différence de densité entre ces régions, engendrant une 
circulation du fluide dans le réacteur. Dans ces réacteurs, le gaz est injecté par le bas ; le 
mouvement des bulles à travers le liquide, induit un mouvement du liquide vers le haut ; 
en haut de colonne, le gaz et le liquide se séparent et une partie du liquide redescend 
vers le bas de la colonne par un tube de recirculation qui peut être interne ou externe 
(fig. 1). 
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recirculalion externe recirculation interne 

Fig. 1 - Principe de fonctionrterirerrt des r&cteurs nir-iift. 

Outre le gain d'énergie, les forces de cisaillement étant beaucoup moins importantes 
dans ce type de réacteur, la désorption des cellules de la surface des particules est bien 
moins importante que dans les systèmes agités mécaniquement (Prive et coll., 1976). 

Les études préliminaires de biolixiviation dans notre laboratoire sont généralement 
effectuées dans de petits air-lift de 200 ml (Battaglia, 1994) avant le passage dans des 
réacteurs de plus gros vol~mes. 

Bavarian et coll. (1990) ont étudié le traitement de charbon contenant du soufre par 
désuifurisation microbiologique, dans un réacteur air-lift de 1,2 1. Ils ont constaté que 
dans ce type de réacteur, l'oxydation biologique de la pyrite était plus importante que 
celle reportée dans la littérature. 

Puhakka et Tuovinen (1986) ont comparé, à l'échelle du laboratoire, la biolixiviation de 
diflerents minerais dans des bouteilles agitées, des colonnes aérées, des réacteurs air-liSt 
et par des techniques de percolation. Ils en ont conclu que les bouteilles agitées 
ass~iraient le temps de résidence le plus îaible pour une solubilisation complète des 
métaux les plus lixiviables. 
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Helle et Onken (1988) ont réalisé la biolixiviation en continu d'une pyrite par une 
population mixte, dans un réacteur air-lift de 4,s 1. 

Peu d'études comparatives de biolixiviation entre les différentes configurations de 
réacteurs sur des minerais identiques et avec des populations bactériennes initiales de 
même nature ont été menées. En ce qui concerne les air-Mt, trbs peu de résultats sont 
référencés pour des réacteurs d'un volume supérieur à 5 1. L'un des principaux 
inconvénients de ce type de réacteur est la difficulté, fors de la phase de démarrage, à 
mettre en suspension les particules de solide à des concentrations de solidc importantes 
(10 % massique). 

1.2.3. Les colonnes a bulles 

Dans le contexte précédemment décrit, les colonnes à bulles pourraient s'avérer une 
altentative intéressante pour le biotraitement des minerais. La principale différence 
entre les colonnes à bulles et les réacteurs air-lift est que dans ces derniers la vitesse de 
circulrttion du liquide est fonction du débit de gaz, alors que dans les premiers, la vitesse 
de fiquide est indépendante de ceiie du gaz. 

Le type de colonne à bulles, de loin le plus fréquent, consiste en un tube vide. Le liquide 
et le gaz s'écoulent de façon co-courante vers le haut, le gaz étant introduit par un 
distributeur qui joue un r6le majeur dans les phénomènes de transfert de matière. 
Souvent le tube s'élargit en haut dc colonne pour favoriser la séparation gaz-liquide. La 
figure 2 présente le schéma d'une telle colonne. 

Gaz 

Gaz 

liquide 

Fig. 2 - Prirrcipe rie fonctiortnertterrt d'rrrrc colotrrre ci biclles (on cokorzrrr ii gaz et 
IjquirIi? portmus). 
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Alors que dans le cas des réacteurs air-lift, la mise en suspension des particules est 
assurée par le courant de liquide induit par le débit de gaz dans la jambe de montée, 
dans les colonnes à bulles, elle l'est par l'action conjuguée du pompage du liquide et de 
l'injection de gaz. Ces effets combinés éliminent les problèmes de mise en suspension 
au démarrage et assure, à priori, la possibilité de travailler à des taux de solide plus 
élevés. De pltis, l'utilisation d'un débit de recirculation significatif et donc d'un débit de 
liquide important permet l'application des colonnes à bulles pour de longs temps de 
séjour. 

Dans tout réacteur à gaz dispersé, la qualité de la dispersion initiale, qui correspond au 
choix du distributeur, joue un rôle considérable. 

Peu d'études de biolixiviation ont été entreprises dans ce type de réacteur. Lizama et 
Suzuki (1989) ont réalisé des expériences de biolixiviation du cuivre et du zinc dans un 
système qui pourrait s'apparenter à une colonne à bulles. ils ont travaillé dans une 
colonne de 59 cm de haut et 7.5 cm de diamètre pour une concentration en solide de 
50 % (massique), à courant descendant de liquide et préalablement enrichi en air dans 
un autre récipient. 

iüialfet (1995) a entrepris des études de faisabilité de la réaction de biolixiviation dans 
une colonne de 1,5 m de haut et 0,l m de diamètre pour un taux de solide de 13,5 %. La 
moins bonne qualité du rendement comparée 5 celle du rendement obtenu en réacteur 
agité serait due à une inadaptation des conditions opératoires. 

Garcia Ochoa (1998) a poursuivi ces travaux dans une colonne de 2 m de haut ci 0.1 in 
de diamètre pour des taux de solide de 33 % (massique) avec un rendement de 80 % 
d'oxydation de la pyrite. Ces expériences ont permis de constater et de quantifier 
une limitation par  le transfert d'oxygène. 

1.3. EFFET DU TAUX DE SOLIDE ET DE LA CONCENTRATION EN 
OXYGENE 

Le taux de solide est i'un des facteurs les plus importants dans le cadre d'une application 
à l'échelle industrielle. En effet I'augmentütion du taux de solide diminuc la taille des 
bio-réacteurs à mettre en ceuvre pour traiter une même quantité de minerai. 

Des études sur l'influence du taux de solide dans les procédés de biolixiviation en 
réacteurs agités ont été réalisées (Bailey et Hansford, 1993 ; et Morin, 1995 b). Pour des 
minerais à fortes teneurs en sulfures (> 30 %), i l  semble que, pour des taux de solide 
compris entre 10 et 15 %, la vitesse de biolixiviation augmente de façon proportionnelle 
au taux de solide. Entre 15 et 20 % de solide, appüraissent les premières limitations des 
cinétiques d'oxydation des sulfures avec diminution des vitesses. Enfin, au-delà de 20 % 
de solide, les performances de la biolixiviation sont fortement affectées par les taux de 
solide élevés (d'Hugues, 1996). 
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La vitesse de transfert de l'oxygène est un facteur critique de l'oxydation des sulf~tres en 
sulfate. 

Plusieurs auteurs ont étudié l'effet de la concentration en oxygène dans la phase liquide, 
sur la limitation des réactions de biolixiviation. Liu et coli. (1988) ont publié que la 
concentration en oxygène dissotis en dessous de laquelle la croissance des bactéries était 
stoppée est de 0,2 mg/] et celle en dessous de laquelle la disponibilité de l'oxygène est 
li~nitante est comprise entre 0,29 et 0,7 mg/]. Chapman et coll. (1993) ont observé une 
concentration en oxygène dissous critique pour maintenir l'oxydation, dans une gamme 
de 0,7 à 1.1 mgll. Pinches et col]. (1988) indiquent que la concentration critique en 
oxygène dissous est inférieure à 0,5 mgIl et peut être aussi basse que 0,1 indi. 

La concentration en oxygène dissous dépend à la fois des réactions de biolixiviation 
mais également du transfert de matière entre la phase gazeuse et la phase liquide. Plus 
ce transfert est rapide et moins In vitesse de réaction risque d'être limitée par celui-ci. 
Une partie de l'optimisation des réacteurs à mettre en euvre réside dans la mise au point 
d'un système qui assure un transfert de matière suffisamment rapide et efficace pour que 
la seule limitation possible soit une limitation d'ordre cinétique au niveau de la réaction 
d'oxydation. C'est pourquoi il est notamment essentiel d'étudier le mode de 
distribution et de dispersion du raz dans la pulpe. 

1.4. CONCLUSION 

Beaucoup d'études ont été réalisées en réacteurs parfaitement agités et peu l'ont été en 
air-lift et colonnes à bulles. Les seules applications industrielles concernent la première 
gamme de réacteurs. Néanmoins, les deux autres types constituent une alternative 
intéressante au réactetir agité gaz-liquide : ils ne comportent pas de pièces mobiles tout 
en permettant d'obtenir un mélange rapidc du liquide. La colonne à bulles permet, de 
plus, de s'affranchir des problèmes de démarrage et de décantation du solide grâcc au 
mouvement du liquide par pompage. Malheureusement, peu de données prouvent la 
faisabilité d'un tel systèmc appliqué à la biolixiviation des minerais sulfurés. 

Le choix du taux de solide dans ce type de réacteur est un paramètre important dans la 
mesurc où il conditionne les investissements 5 l'échelle industrielle. L'autre paramètre 
crucial est le choix du diffuseur pour s'affranchir au mieux des limitations de transfert 
de l'oxygène. 
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2. Matériel et méthodes 

La population bactérienne utilisée au cours du présent projet a été initialemcnt prélevée 
sur un site minier. Elle a été repiquée sur différents substrats sulfurés avant d'être 
cultivée avec la pyrite cobaltifërc de Kascse (Ouganda). Elle a subi une pression de 
sélection lors des opérations de biolixiviation en continu de la pyrite cobaltifêre en 
présence de cobalt @qu'à 5 gll), à 20 % de solide, et à des températures s'élevant 
jusqu'à 42 OC. De plus, le concentré sulfuré lui-même apporte des micro-organismes qui 
ont pu faire évoluer la composition de la population bactérienne. Lors des essais de 
biolixiviation en continu à l'échelle du laboratoire, des souches de bactéries 
morphologiquement apparentées à Lepfospirilltrrn fer-r-ooxidnns ont été isolées à partir 
d'échantillons prélevés dans les réacteurs (Battaglia el al., 1994). Une étude portant sur 
la morphologie des micro-organismes, observés au microscope optique, a révélé une 
augmentation de la quantité relative de spirilles par rapport aux bâtonnets au cours de 
l'avancement de la réaction d'oxydation de la pyrite en continu (Battaglia ef al., 1998). 
À cette date, il était supposé que les espèces Tlziobucillz~sferrooxidans et Thiobacillus 
thiooxidi~rzs, précédemment isolées au sein du consortium (Collinet et Morin, 1990) 
constituaient la population des bâtonnets associés à Leptospirillum. Cependant, en 
l'absence de méthode simple et rigoureuse d'identification des micro-organismes 
impliqués dans les procédés de biolixiviation, aucune certitude concernant l'identité des 
espèces en présence n'était acquise. 

Afin de préparer I'inoculum de la colonne à gaz et liquide porteurs, deux réacteurs de 
deux litres ont été ensemencés avec une pulpe de biolixiviation de pyrite cobaltifëre 
stockéc dans un lut depuis 1 an. Ces cultures ont été réalisées sur pyrite cohallifëre. Le 
p1-i était réajusté quotidiennement à 1,2 lorsqu'il passait au-dessous de cette valeur. Le 
taux de solide a été augmenté de 5 % à 10 %, puis 20 %, au cours des repiquages 
sticccssifs. Le réacteur colonne a été inoculé avec des cultures effectuées à 20 % de 
solide. 

2.2. DISPOSITIF EXPÉRIMENTAL 

Les expériences sont réalisées dans Ics appareils schématisés sur la figure 3 dont une 
photographie est présentée en figure 4. 

Le bio-réacteur est constitué d'une colonne à bulles O (diariiètrc interne de 0,l in, 
hauteur de 2,2 in, volume de 17 1) utilisée avec un bac de recirculation agité O (volume 
9,5 1). Les appareils sont faits en matière plastique et le bio-réacteur est maintenu à 
35 "C par une circulation d'eau au travers d'une double enveloppe. Le biojus recirculé 
est pompé dans le système par une pompe péristaltique 0. Le débit de liquide est 
n~esuré par un débitmètre électromagnétique @. Le gaz utilisé pour 1c bio-réacteur est 
un mélange d'air et de CO? dont chaque débit partiel est régulé par un débitntètre 
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massique thermique O (le rapport entre le débit de COz et le débit d'air étant de 1 %). 
Le gaz s'échappant du bio-réacteur ainsi que celui entrant sont écliantillonnés et passent 
à travers deux analyseurs de gaz 0. Chaque jour, un lait de calcite est ajouté dans le bac 
de recirculation pour maintenir le pH ainsi que de Veau pour compenser l'évaporation. 
Des prélèvements sont effectués en haut et bas de colonne. Les paramètres mesurés 
sont : pH, Eh, densités de pulpe, de solide et de liquide après séparation ainsi, que les 
concentrations en fer total, fer ferreux, cobalt et sulfate. Les concentrations en oxygène 
dissous ainsi que les températures sont mesurées en continu en haut et bas de colonne à 

Fig. 3 - Seliénia du principe de fo~tctionrienierrf de I'iiistiillr~tion pilote avec les 
principau orga~tes de réaeiioit, de conirôie et de suivi. 
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Fig. 4 - Photographie de l'installation pilote de biolixiviation dans une colonne d gaz 
et liqui&porîeurs. 

2.3. CONDITIONS OPÉRATOIRES 

2.3.1. Compositions 

a) Lots de pyrite 

Deux lots de pyrite provenant du site de Kasese en Ouganda de teneurs en pyrite et en 
cobalt sensiblement différentes ont été testés. 

Une étude minéralogique au microscope électronique à balayage et au spectromètre 
d'émission X a permis de déterminer les espèces minérales présentes dans le premier 
échantillon de pyrite cobaltifère. L'analyse chimique des éléments a également été 
réalisée et les résultats sont présentés dans le tableau 5. 
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Elémcnt 1 Pourccntape ninssique 
Cobalt 037 % 

Tabl. 5 - Arialyse cltirttiqrte du lot de pyrite r r O l .  

Les minéraux observés ont été les suivants : 
- pyrite cobaltifère 90-95 % ; 

- quartz 1 à 2 % ; 
- feldspath 1 à 2 % ; 

- gypse 0,5 à 1 % ; 
- scheelite O,j à 1 % ; 
- silicates indifférenciés (amphibole ou pyroxène) 0,5 %. 

Ces observations concluent que la quasi totalité du fer présent dans l'échantillon est 
contenu dans la pyrite (43 % sur 43,6 %). Les minéraux porteurs de fer tels que la 
bornite, le talc, l'amphibole et la woframite n'existent ou'à l'état d'infratraces dans cet 
écl 

Le 

~antillon. 

deuxième 

Fig. 5 - Observntion an MEB rfu lot de pyrite l zO  1. 

échantillon a été caractérisé par diffractométrie des rayons X à partir de 
son diagramme de poudre. Les phases minérales cristallisées ont été mises en évidence. 
Une approche quantitative a été réalisée par exploitation croisée des résultats 
minéralogiques et des analyses chimiques quantitatives. 
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Elfment 

Soufre libre 0.05 % 

Tabi. 6 - filluiyse cltittiiqite à14 lot de pyrite i l0  2. 

Le bilan final peut se définir comme suit: 

- pyrite (seul sulfure identifié) 72 % ; 

- plagioclase (par l'intensité de son pic de diffraction à = 3,19 A) 9 % ; 

- quartz (pic à 3,34 A) 1 % ; 

- bassanite (à partir du sulfate) 8 % ; 

- talc en infratrace ; 

- alunogène en infratrace 

- iIlitelMica en infratrace } vraisemblablement avec le fer 10 % l'ensemble par 

- amphibole en infratrace } en très léger excès difîérence 

b) Solution nutritive 

La solution nutritive utilisée dans le cadre des travaux de biolixiviation au BRGM est le 
milieu OK modifié. Sa composition a été déterminée pour le développement satisfaisant 
des bactéries en présence de pyrite (Battaglia et coll. (1994)). 

Tabl. 7 - Composition de in solrtfiorz nutritive OKm 

2.3.2. Conditions opératoires appliquées 

Les deux lots de pyrite présentés dans le paragraphe précédent ont été testés. Deux 
pourcentages de solide (= 20 et 30 %), deux débits d'air (650 1/11 et 1 000 lfh) et deux 
diffuseurs (peigne, voir figure 6, mélangeur statique) ont été étudiés. 
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Fig. 6 - Sclrha di6 r~ffitsetw en forme rie peigne. 

Pour chaque expérience en réacteur fermé (batch), un lait de calcite à 200 mgIl ou 
400 mg/] est ajouté pour maintenir le pH au-dessus de 1,2. 

Tnbl. 8 - Cortùitions opr'ratoires pour les cxpr'riewes de biolixiviatiori en colortite. 

2.4. MÉTHODES ANALYTIQUES DE SUIVI 

L'oxygène dissous au sein de la pulpe est mesuré en haut et bas de colonne par des 
sondes polarographiques Metier-Toledo. Ces sondes sont régulièrement étalonnées dans 
l'eau saturée en oxygène. Un afficlieur numérique indique à la fois la vale~ir de 
l'oxygène dissous et la tcmpératurc. 

Le potentiel Redox et le pH sont mesurés ponctuellen~ent grâce à des sondes classiques 
de marque Metler-Toledo avec lecture sur des appareils WTW. 

Des échantillons sont prélevés régulièrement puis analysés après centrifugation. Le fer 
lotal et Ic cobalt sont dosés par spectrophotométrie d'absorption atomique. Le fer 
férreux est déterminé par titration a; sulfate de cérium. Les concentrations en sulfate 
sont déterminées par turbidimétrie. Le s~llCate forme un  précipité blanc avec le baryum. 
Ce précipité génère un trouble, quantifié au spectrophotomètre UV-visible à 526 nm. 
L'absorbante augmente proportionnelleinent avec la concentration en sulfrite quand 
cette dernière est coniprise entre 0 et 100 mg.1.'. Dans des fioles de 50 ml, la prise 
d'essai de 25 ml est additionnée de 2 in1 de réactif de conditionnement, dont le rôle est 
de mltintenir le précipité en suspension et clont la composition est la suivante : eau 
déminéralisée, 300 ml ; NaCl, 75 g ; HCI concentré 37 %, 30 in1 ; éthanol, 100 ml ; 
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glycérol, 50 ml. II est ajouté 5 ml de Bac12 10 % à ce mélange réactionnel. Après 10 mn 
de réaction, le volume des fioles est ajusté à 50 ml et l'analyse de I'absorbance à 
526 nm est erfectuée. 

La colonne est reliée à un système d'analyse de gaz. Les teneurs en oxygène et gaz 
carbonique sont mesurées dans les gaz entrant el sortant du réacteur de biolixiviation au 
moyen de deux analyseurs de la série ADC 7000. Le principe de détection de l'analyseur 
d'oxygènc est basé sur les propriétés pnramagnétiques de cette molécule. Quant au gaz 
carbonique, c'est l'absorption spécifique dans l'infrarouge qui permet la mesure. 
L'étalonnage des analyseurs est réalisé dans l'air ambiant (20,9 % d'Oz) pour l'oxygène 
et à b ide  d'un mélange à 4,5 % de CO? dans l'azote pour le gaz carbonique. Pour les 
deux analyseurs, l'étalonnage du zéro est effectué avec de l'azote. L'échantillon de gaz 
prélevé en sortie de colonne est chargé en vapeur d'eau. Il est séché avant toute analyse 
pour éviler les interférences spectrales de l'eau sur la mesure du COz. De plus la 
condensation au niveau des cellules provoquerait leur détérioration. Le traitement de 
l'échantillon gazeux vise également à éviter tout entraînement de corps solides ou 
liquides (n~ousses, poussières) qui sont susceptibles d'endommager les appareils de 
mesure. Pour éviter ces problèmes, le circuit d'analyse des gaz est équipé de diverses 
protections : 

-une fiole de garde en sortic de colonne évite l'entraînement de particules grossières 
solides ou de liquide vers les appareils ; 

- un piège h froid permet la déshydratation des gaz (entre 2 "C et 5 OC) ; 

-un filtre hydrophobe 0,22 pm permet d'éviter la circulation de particules liquides ou 
solides à l'intérieur du circuit d'alimentation de l'analyseur. 

2.5. MÉTHODES DE SUIVI PAR ANALYSE SSCP DE L'ÉVOLUTION DE LA 
FLORE BACTÉRIENNE 

Les analyscs de biologie moléculaire ont été réalisées par la société BIO-ID (Narbonne, 
Aude). 

2.5.1. Inventaire moléculaire de la population bactérienne mixte 

L'inventaire moléculaire permet d'identifier les espèces et souches bactériennes 
présentes dans la population mixte. Le principe de l'analyse repose sur le caractère 
conservé de la séquence de la petite sous-unité ribosomale bactérienne (ARNr 16s et de 
fa séquence d'ADNr 16s dont il est transcrit). Cet élément est reconnu par la 
communauté scientifique pour être une base de comparaison efficace pour pouvoir 
difféiencier les bactéries entre elles. Un programme international RDP (Riboson~rl Bu,a 
Projecf) de collecte des séquences de I'ADNr 16s a d'ailleurs été mis en place. On 
considère qu'une divergence de 3 % correspond 5 la distinction phénotypique entre 
2 espèces. 
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Après avoir été amplifié grâce à la technique PCR (Polymerase Clmk Renction) 
I'ADNr 16s de chaque bactérie présente est cloné dans E. coli pour pouvoir être 
séquencé individuellement (séquençage partiel 500 pb dans tous les cas et séquençage 
complet 1 500 ph si degré de diversité faible de la population analysée). 

Les séquences obtenues sont d'abord comparées entre elles grâce à un logiciel 
informatique d'alignement et de comparaison pour distinguer chaque espèce présente 
sur la base du pourcentage de divergence. 

Des banques de données sont ensuite interrogées pour connaître les micro-organismes 
répertoriés les plus apparentes aux séquences représentatives de chaque espèce 
inventoriée. Les deux banques de données interrogées sont : 

0 GenBank : banque de données contenant les séquences des gènes d'ADN1 mais aussi 
des gènes de protéines qui a l'avantage d'être régulièrement mise à jour mais le 
désavantage d'iitiliser des logiciels plus adaptés à la comparaison des gènes de 
protéines ; 

Ribosomal Data Project: banque de données dédiée uniquement à la collecte et la 
comparaison des séquences d'ADNr mais étant mise à jour moins régulièrement que 
GenBank. 

Les séquences représentatives des espèces inventoriées sont enfin une nouvelle fois 
comparées avec celles des micro-organismes apparentés sur la base du pourcentage de 
divergence. 

Contrairement aux techniques micro-biologiques classiques d'identification aucune 
étape d'isolement et de culture de souche pure ne sont requises avec les techniques 
d'identifications moléc~ilaires. Compte tenu qu'un grand nombre de micro-organismes 
ne sont pas cultivables la technique moléculaire permet d'avoir un degré de fiabilité 
bien supérieur aux techniques classiques. La seule limite de la technique moléculaire 
qui est utilisée se situe au niveau de la proportion des espèces présentes cntre elles. En 
effet, un rapport de 100 permet difficilement de détecter la ou les espèces minoritaires. 

2.5.2. Principe de l'analyse SSCP 

La technique SSCP (Single Slraml Co~fornmtion Polyrnorplzis~n) est basée sur la 
conformation secondaire qti'adopte un fragment d'ADN simple brin en conditions non- 
dénaturantes (grâce principalement à des attractions de type van der Waals) et qui est 
dépendante de sa structure primaire (séquence). Une région particulière de I'ADNr 16s 
(région V3 située environ entre la position 300 et 500) des micro-organismes présents 
est amplifiée, dénaturée pour séparer les brins d'ADN puis analysée par électrophorèse 
sur gel d'électrophorèse en conditions non-dénaturantes. 
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Le profil d'analyse SSCP de la population globale permet de déterminer sa complexité 
et de différencier chaque micro-organisme présent grâce à la vitesse migratoire de son 
fragment d'ADN[ sur gel d'électropliorèse. 

L'assignation de chaque pic peut ensuite être réalisée par comparaison avec les profils 
d'analyse SSCP individuels de chaque clone représentatif des espèces recensées lors de 
l'inventaire moléculaire. 

2.5.3. Stratégies d'amplification pour le séquençage et les analyses SSCP 

Les amorces «primer » utilisées pour l'amplification de 1'ADNr 16s complet sont w 18 
et w02 situés à chacune des extrémités du gène. 

LES amorces utilisées pour l'amplification et l'analyse en SSCP de la région V3 sont 
w49 et w34 et sont situées environ aux positions respectives de 300 et 500 paires de 
bases. 

L'amorce utilisée pour le séquençage partiel de I'ADNr 16s est w31. Les amorces w07 
et T7 ou P l3  (selon l'orientation du fragment d'ADNr 16s dans le vecteur) sont 
utilisées pour le séquençage complet de 1'ADNr 16s. 

Fig. 7 - Positiotts et orierttatior~s des pritners par rapport à I'ADNu 16s  (1500 ph) 
pour le séqriençage et les anaiyses SSCP. 
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2.5.4. Stabilisation des échantillons et extraction d'ADN total 

Les premiers écliantillons prélevés le 15/11/1999 et reçus le 1611111999 avaient été 
directement stabilisés après centrifugation dans une solution de guanidine thiocyanate et 
N-lauroyl sarcosine. 11 s'est avéré que l'extraction d'ADN total ultérieure était difficile 
tant sur le plan du rendement d'extraction que sur le plan de fa qualité de la solution 
d'ADN obtenue qui ne pouvait être amplifiée correctement. II est probable que les 
caractéristiques de l'échantillon et notamment son acidité (pH - 1,3) ainsi que la 
présence de fortes concentrations de fer (14.6 gll) aient interféré au cours de l'extraction 
avec la guanidine thiocyanate et gêné l'amplification PCR. 

Après réception le 08/12/1999 d'un nouvel échantillon ayant servi à inoculer un réacteur 
batch, un protocole de lavage de l'échantillon avant sa resuspension et sa stabilisation 
dans la guanidine thiocyanate a été utilisé. Le minerai colonisé a été ainsi lavé 3 fois 
avec une solution de H~SOJ 0,04N puis 2 fois avec une solution Tampon Tris-EDTA 
(TE) pH 8,O. Les vitesses de centrifugation utilisées étaient faibles (2 000 xg pendant 
10 mn) pour récupérer essentiellement le minerai et laver les cellules en suspension. Le 
culot final correspondant à 20 ml d'échantillon de départ a ensuite été repris dans 250 pl 
de guanidine thiocyanate et 37,5 pl N-lauroyl sarcosine 10 % puis conservé à -20 OC. 

Un protocole d'extraction normalisé a été ensuite effectué. Ce protocole fait intervenir 
brièvement une étape de lyse des cellules grâce i d e s  billes de verre dans une solution 
détergente (N-Iauroyl sarcosine), une étape d'élimination des substances humiques par 
alxorption sur polyvinyl polypyrrolidone (PVPP) puis des étapes successives de 
précipitation et de lavage avec de I'isopropanol et de L'éthanol. 

Par mesure de sécurité une extraction d'ADN total selon le même protocole (lavage des 
cellules avec H2S0., 0,04N et TE puis extraction normalisée ; centrifugation à 
10 000 xg) a été effectuée sur 5 ml de suspension cellulaire de I'éclianiillon (surnageant 
de décantation du minerai). II était en effet craint, malgré toutes les précautions de 
lavage du minerai prises, que des composés gênants soient encore présents ou bien 
« relargués » par le minerai et il était probable que la suspension cellulaire soit moins 
difficile à traiter. 

Les étapes de lavages se sont finalement avérées bénéfiques puisqu'une quantité 
suffisante d'ADN a pu ainsi être extraite aussi bien à partir du minerai lavé que des 
cellules en suspension. Les étapes d'amplification de I'ADNr 16s ont cependant 
nécessité de diluer les extraits d'ADN di1 minerai (lllOOe) en raison de la persistance de 
composés inhibiteurs alors que des dilutions de 115' à l/lOc étaient seulement requises 
pour les suspensions ccll~~laires. 
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Trnifeitzent des écliantilioits pr&vésportr le sitivi des ciilttires en réncteitr cuiorine 

Les échantillons sont, dès leur réception, soumis à un lavage avec une solution de 
H2S04 0,04N (3 lavages successifs) puis avec une solution tampon Tris-EDTA pH 8,0 
(2 lavages) afin de permettre une extraction correcte de I'ADN Total. 

Afin d'étudier la composition bactérienne de la phase liquide (Fraction Suspension) et 
celle fixée sur le minerai (Fraction Minerai) chacun des échantillons est traité 
différemment pour pouvoir analyser : 

- la <r Fraction Suspension » (phase liquide) ; 

- la <i Fraction Minerai » (phase solide) ; 

-et enfin « l'Échantillon Total » sans séparer les phases liquide et solide. 

Pour cela, les échantillons sont traités comme suit : 

- Pour le traitement des Fractions Suspension et Minerai, 10 ml d'échantillon 
préalablement agité sont transférés dans un tube et laissés décanter. 
Le surnageant (- 8 ml) qui correspond à ia «Fraction Suspension » est transféré dans 
un tube puis lavé avec les solutions de f.I2S04 et de Tampon TE par centrifugation à 
10 000 xg pendant 15 mn et par reprise au vortex du culot dans la solution de lavage 
(10 ml). 
Le décantat (- 2 ml) qui correspond à la «Fraction Minerai >> est lavé de la même 
manière que la «Fraction Suspension » à la différence qu'une centrifugation de 
1 000 x g pendant 1 mn et une reprise «douce » du culot dans la solution de lavage 
( 5  ml) par retournement du tube sont effectuées afin d'essayer de laver le reste de 
cellules en suspension et d'éviter le niieux possible de détacher les bactéries fixées 
au minerai. 

* Pour le traitemcnt de « l'Échantillon Total », 5 ml d'échantillon préalablement agité 
sont transférés dans un tube et lavés exactement de la même manière que la 
« Fraction Suspension ». 

Phase d'extiïiction 

Compte tenu de la difficulté à extraire I'ADN de ce type d'échantillon, plusieurs 
techniques d'extraction ont été utilisées au cours de la période d'étude afin de s'assurer 
d'une piirt d'avoir des extraits d'ADN exploitables el d'autre part de tester l'efficacité 
des différentes techniques. 

12s méthodes utilisées sont au nombre de trois : 

Extraction Polyvinyl polypyrrolidone (PVPP) avec plirilïcation à l'éthanol dénommée 
pour la suite de l'étude « PVPP + Plirification » : extraction « classique » utilisée le 
plus souvent dans le laboratoire BioID avec I'cmploi de PVPP pour absorber les 
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substances hunuques et purifier l'ADN total. Cette méthode nécessite une quantité 
suffisante d'ADN pour qu'il puisse être précipité à l'éthanol. Bien que purifié, l'extrait 
nécessite d'être dilué au l/lOOe généralement pour pouvoir être amplifié. 

Procédure ù'extrnction de 1 'il DN total 

1 - reprendre le culot issu de la phase de lavage dans 500 pl de guanidine thiocyanate 
et 75 pl de N-lauroyl sarcosine et répartir dans des tubes de 2 ml à raison de 500 
pl par tube (les tubes sont congelés à -20 "C jusqu'à réaliser l'extraction 
proprement dite), 

2 - ajouter 500 pl d'une solution de Iauroyl sarcosine 5 % et de tampon phosphate 
0,lM pH 8,0, 

3 - incuber 1 h à 70 OC, 
4 - ajouter les billes de verre 0,1 mm, 
5 - vibro-broyer 10 mn, 
6 - ajouter 15 mg de polyvinyl polypyrrolidone (PVPP), 
7 - Vortexer, 
8 - centrifuger à 12 000 tpm pendant 3 mn, 
9 - récupérer Ic surnageant, 
10 - ajouter au culot 500 pl de solution Tris-EDTA-NaCl-PVPP, 
11 - vortexer, 
12 - centrifuger 12 000 tpm 3 mn, 
13 - pooler le surnageant avec le premier, 
14 - répéter les étapes 10 à 13, 
15 - ajoutcr un volume d'isopropanol au pool, 
16 - laisser 10 mn à température ambiante, 
17 - centrifuger à 15 000 rpm pendant 15 nin, 
18 - reprendre le culot dans 450 pl tampon phosphate 0,lM pH 8.0 ct 50 pl acétate de 

potassium 5M 
19 - laisser I h 30 dans de la glace, 
20 - centriîuger à 16 000 tprn pendant 30 mn, 
21 - récupérer le surnageant. 

Procédtire de prtr$ccrtion dg 1 XDN total 

ajouter 20 pl RNase ImgA et incuber 30 mn à 37 OC, 
ajouter 50 pl acétate de sodium 3M pH 5,2 puis 1 ml éthanol 100 %, 
mélanger par retournement, 
transférer la pelote d'ADN dans 600 pl éthanol et 20 pl d'acétate de sodium 3M, 
vortexer et laisser 10 mn à température ambiante, 
centrifuger à 15 000 tpm pendant 15 Inn, 
laver à l'éthanol 70 % cl centrifuger 5 mn, 
séchcr le culot et reprendre Ic culot dans 50 pl d'eau nanopure stérile, 
congeler à -20 "C jusqu'à la procédure d'ainpliîication. 
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Extraction PVPP sans purification à l'éthanol dénommée pour la suite de l'étude 
« PVPP ». Le PVPP est utilisé mais I'ADN n'est ensuite pas purifié. Cette méthode 
permet, lorsque I'ADN n'est pas en quantité suflisante pour pouvoir être précipité et 
purifié, d'amplifier I'ADN présent en faible quantité. Les extraits issus de cette 
technique sont en fait obtenus pendant la phase d'extraction citée précédemment en 
conservant 50 pl de l'extrait repris dans 450 pl tampon phosphate 0,lM pH 8,O et 50 pI 
acétate de potassium 5M juste avant la digestion avec la RNAse qui est le début de 
l'étape de purification. La conservation de cet extrait peut permettre éventuellement 
l'utilisation directe pour l'amplification dans le cas où il n'y a pas assez d'ADN présent 
pour pouvoir être précipité à l'éthanol et purifié. La solution d'ADN ainsi obtenue doit 
être diluée au 11100' pour pouvoir être amplifiée. 

Extraction SDS, extraction modifiée de Pizarro qui utilise du SDS pour lyser les 
cellules. Ici aussi aucune précipitation de I'ADN n'est effectuée et la solution d'ADN 
est composée d'un tampon Tris-EDTA-NüC1-SDS. 

reprendre la totalité du culot issu de ILI phase de lavage dans 750 pl d'une solution 
Tris-EDTA-NaCI-SDS (TENS) dans un tube de 2 ml, 
incuber 15 mn à 70 OC, 
ajouter des billes de verre 0,l mm, 
vibro-broyer 10 mn, 
centrifuger à 8 000 tpm pendant 10 mn et récupérer le sumageant, 
reprendre en vortexant le culot dans 500 pl de TENS, 
incuber 15 mn à 70 OC, 
répéter les étapes 5 à 7 en poolant le sumageant, 
congeler le surnageant à -70 "C jusqu'à la procédure d'amplification. 

La solution d'ADN ainsi obtenue doit être diluée au 11100' pour pouvoir être amplifiée. 

POLIT toutes les extractions, des billes de verre (O,] mm 0) ont été ajoutées avec la 
solution lysante (N-lzturoyl sarcosine pour TENP et SDS pour TENS) pour s'assurer de 
lyser par vibro-broyage toutes les cellules y compris d'éventuelles Gram+. 

Suivi dynamique par analyses SSCP 

Cliaque échantillon reçu est traité afin d'étudier par SSCP la composition bactérienne : 

- de la phase liquide (Fraction Suspension), 

- de la phase solide (Fraction Minerai), 

- de I'cnsernhle des deux fractions (Echantillon Total). 
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L'analyse SSCP de la fraction liquide s'avère être la plus facile à réaliser. En effet 
I'ADN total extrait est généralement en plus grande quantité que celui extrait de la 
fraction solide et également quc celui de l'ensemble des deux fractions. 

Dans le cas de l'étude de la fraction solide, la présence en faible quantité de matériel 
biologique notamment en début d'essai rend la procédure d'extraction difficile voire 
même laborieuse. De plus, le culot de minerai obtenu après centrifugation montre une 
forte tendance à se détacher des parois du tube (spécialement les échantillons de début 
dc batch) ce qui rend la procédure de lavage difficile avec une perte de matériel 
relativement importante lorsque le surnageant est retiré. 

En ce qui concerne l'étude de l'ensemble des deux fractions, il est observé que 
l'extraction de I'ADN est plus difficile que pour la fraction liquide notamment pour les 
échantillons en début d'cssai. Il semble que le minerai, en raison de sa mauvaise 
adhérence aux parois du tube de centrifugation, provoque une resuspension des cellules 
de la fraction liquide pendant le retrait du surnageant et ainsi une perte de matériel 
biologique. 

2.6. SUIVI DE LA POPULATION BACTERIENNE PAR OBSERVATION 
DIRECTE AU MICROSCOPE OPTIQUE 

La population bactérienne totale est dénombrée à l'état frais, sur cellule de Thoma. Les 
dilutions sont réalisées dans une solution d'H2SOa à 2 gJ1. 

La proportion de biitonnets et de spirilles est déterminée par observation au microscope 
optique de préparations fixées par inclusion dans I'agar. Des échantillons de pulpe de 
biolixiviation sont décantés pendant 15 inil aftn d'éliminer les plus grosses particules de 
minerai. Uri faible volume (20 pl) de surnageant cst déposé sur une lame de verre. Une 
solution à 1 C/o d'agar est préparée dans un tube à essai, porté à ébullition, puis refroidie 
à 60 OC. Une goutte d'agar en solution est ajoutée au dépôt de suspension bactérienne. 
L'ensemble est rapidement étalé et comprimé sur la lame de verre avec une lamelle. Les 
priparations sont observées au grossissement x 1 000. Les biîtonnets et les spirilles sont 
dénombrés dans 4 champs d'observation pour chaque lame. Les bactéries dont la forme 
ne correspond nettement à aucune de ces deux classes morptiologiques (ovoïdes, 
coques) ne sont pas dénombrées. Deux laines sont préparées pour chaque échantillon à 
étudier. 
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3. Résultats 

3.1. INTRODUCTION 

L'ensemble des résultats des expériences réalisées à l'aide du dispositif expérimental 
pilote colonne à bulles sont présentés dans ce chapitre. Ils sont agencés de la façon 
suivante : une étude de caractérisation du réacteur, la présentation des résultats obtenus 
dans etiacun des batehs et enfin une comparaison des résultats les plus significatifs. 

3.2. PRESENTATION DES RÉSULTATS EN MAQUETTE FROIDE 

Des expériences préliminaires en maquette froide, c'est-à-dire en l'absence de réaction 
chimique, ont été menées de façon à mieux cemer l'écoulement au travers de la colonne. 

Plusieurs débits de gaz (650, 850 et 1 000 I/h) ont été testés pour un seul débit de liquide 
(150 Uh). En effet, dans la gamme de débit utilisé pour nos expériences, il a été prouvé 
(Garcia Ochoa (1998)). que les paramètres hydrodynamiques et de transfert de matière 
étaient quasi-indépendants de la vitesse superficielle de liquide. 

3.2.1. Hydrodynamique 

a) Rétention gazeuse 

La rétention gazeuse (EG) correspond au rapport entre le volume occupé par le gaz et le 
volume total. Cc pwamètre est très important pour le dimensionnement dans la niesure 
où il conditionne les volumes des réacteurs. Cette rétention gazeuse a été mesurée dans 
un système biphasique ne contenant que de l'eau et de l'air. Dans un système 
triphasique, ces valeurs sont transposées en considérant le volume normalement occupé 
par le liquide comnie étant celui de la pulpe. 

Le volume opératoire total de la colonne est déduit du poids d'eau qu'il faut pour la 
remplir jusqu'au débordement. La rétention gazeuse est le rapport entre le volume 
occupé piir le gaz & l'équilibre et le volume opératoire total de la colonne. 

Les résultats sont présentés sur la figure 8. Unc revue exhaustive de la littérature a éIé 
réalisée par plusieurs auteurs. Une sélection des corrélations trouvées dans la littérature 
est présentée dans la rhèse de Garcia Ochoa (1998). Les valeurs obtenues dans le cadre 
de notre étude sont quasi-identiques à celles obtenues par cet auteur dans une colonne 
aux dimensions similaires et pour les débits de gaz testés, saur pour les débits les plus 
élevés. Elfes son1 néanmoins inférieures à celles estimées globalement par les 
corrélations de la littérature et ceci est notamment dû au système cle diffusion du gaz. 
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+ Vülcurs ex~ic'rin~ciilalcs 

-8-Grcin Ociioü P 

Fig. 8 - Valerrrs (le la rtVentiorr gazeuse giobale err fonctiort rfe la vitesse 
~rscensiorinelle rlji gaz. 

b) Perte de charge 

La perte de charge de la colonne correspontl à la dirférence de pression entre le bas et le 
haut de celle-ci el peut être représentée par l'équation: 

& , ,  , rdeii~iori de gaz, solide, Iiqrride 

p,,,s,,, demiti  de gaz. solide, liqiridc 

APJ perte de clturge par ~orrer~?errrs 

L Iiarrteiir de colonne 

Les terines qui oiit le plus de «poids >* dans cette équation sont ( E S P ~  + ELPL) compte 
tenu de la densité élevée du liquide et du solide par rapport à celle du gaz. Lorsque la 
vitesse de gaz. augmente, dans le paragraphe précédent il a été observé que EG 

augmentait donc ES et EL diminuaient, faisant décroître ( E ~ P ~  + ~1.p~).  De plus, en 
considérant le système homogène, la perte de charge est proportionnelle au coefîicient 
de îrottelnent CfG qui s'exprime d'après la relation de Blasius: 

rtvec m valant 1 en régime laininaire et 0,2 en régime turbulent lisse. Donc lorsque la 
vitesse de gaz augineiite la perle de charge par [rottement diminue. D'où globalement 
une diminution de la perte de charge globale avec l'augmentation de la vitesse cle gaz. 
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Les valeurs obtenues l'ont été à partir de la lecture sur un capteur de pression situé au 
bas de la colonne. Les mesures n'ont été réalisées que pour le seul mélange à 30 % de 
pyrite dans la mesure où la membrane du capteur de pression se trouve encrassée très 
"ite par la pyrite broyée. Les résultats sont présentés en figure 9. 

Fig. Y - Évolrction de In perte rie chnrge err fonction de In vitesse srrperficielle de gnz 

c) Détermination du temps de séjour 

Un traçage au clilonire de lithium (LiCI) a été effectué dans la colonne de façon à 
visualiser l'écoulement de la phase liquide et s'assurer qu'aucun court-circuit ni volume 
mort n'ont lieu. Pour ce faire, l'appareil expériniental présenté dans le paragraphe 2.2 a 
été Iégèrcment modifié de façon à éviter la recirculation de la pulpe contenant du 
chlorure de lithium. Le système a été ouvert avant la pompe de recirculation et a 
fonctionné en alimentation et soutirage continus. 

La méthode consiste à introduire sur un temps très court, une quantité donnée dc 
chlorure de lithium puis à suivre en haut de colonne I'évolution de la concentration en 
lithium. Des prélèvements sont réalisés régulièrement ct le lithium dosé au 
spectrophotomètre d'absorption atomique. Des expériences préliminaires, ont permis de 
démontrer que le lithium ne s'adsorbait pas sur la pyrite. 

La détermination du temps de séjour est obtenue par normalisation du signal de sortie, 
soit : 
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L'intégrale correspond à l'aire sous la courbe représenlant les variations de la 
concentration de sortie en fonction du temps et est calculée par la méthode des trapèzes. 

Une fois la distribution des ternps de séjour (DTS) obtenue, on peut en déduire le temps 
de séjour moyen 

Les résultats de DTS obtenus sont présentés dans la figure 10. 

DTS - 30% pyrite (wlw) 

Fig. 10 - Distribufiori des tetnps rIe séjour chris In colonne. 

Ces expériences prouvent que pour cc qui est de In phase liquide, la colonne se 
comporte quasinient comme un réacteur parfaitement agité puisque les DTS 
correspondent pratiquement 2 des exponentielles décroissantes. 

Tnbf. 9 - Conrpnrnkot~ ries te~nps rie séjour et teitips de pnssnge. 

Débit giiz (1111) 
650 
850 

1 000 

Le temps de passage z correspond au rapport du volume de liquide sur le débit de pulpe. 
Plus le débit de gaz est important ct plus le temps de séjour est court puisque le volume 
de p ~ ~ l p e  diiiiinue (augrnetitation de la rétention gazeuse). Les valeurs de temps de 
séjour et temps cle passage sont compai-itbles dans lii niesure OU les différences ne 
dépassent pas 20 % ce qui correspond tout à fait à l'erreur expérimentale. Pour le reste 
des expériences, In phase Iiquicle sera considérée comme parfaitement agitée. 

I, (niin) 
8,8 
7,1 
7,1 

T (riiiii) -- 
8 3  
8 3  
8.7 
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3.2.2. Transfert de matière 

La biolixiviation étant avant tout un encliaînement de réactions d'oxydation, la vitesse 
de transfert de l'oxygène est une des données primordiales dans la conception d'un 
nouveau réacteur de biolixiviation. En erfet, celle-ci doit être suffisamment rapide 
devant la cinétique de réaction pour s'affrancliir au maximum des problèmes de transfert 
de l'oxygène du gaz vers le liquide. L'un des parümètres permettant d'accéder à cette 
vitesse de Iransferl est le coefficient volumique de transfert de matière giiz-liquide : kLa 
(la solubilité de l'oxygène étant relativement faible, la résistance du film se trouvc 
entièrement du côté du liquide). 

Des mesures du coefficient kla ont été menées à l'aide de la technique dite 
«dynamique » fondée sur le suivi de la concentration en oxygène lors de l'injection 
d'O2 après désoxygénation du milieu par un antre gaz, en l'occurrence de l'azote. 

Lors d'un basculement d'azote vers I'oxygène, la concentration en oxygène obéit à 
l'équation suivante : 

Des expériences préliminaires. consistant à plonger brusquement la sondc à oxygène 
dans un milieu qui ne contient pas du tout d'oxygène dissous, fournissent le temps de 
réponse de la sonde. L'expression mathématique dti temps de réponse de la sonde est 
alors donnée par l'expression : 

u = temps de réponse de In sorzde 

Il s'agit ensuite de convol~ier ces signaux pour obtenir une expression mathématique du 
pliénomène observé iionné (g(t)). 

où h(t) est la réponse de la sonde 2 un dirac et correspond à la dérivée de la réponse de 
la sonde à l'échelon. 

h(1) = a exp(a1) 

Une fois intégrée, l'expression de g(t) est obtenue et une modélisation matliématique 
dans table curve donne la valeur de kLa. 

k, a 

El E l  

Pour la sonde utilisée, le tcmps cle réponse obtenu est clc 0,018 S.' 
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Il existe d'autres niéthodes pour déterminer k ~ a  i paiîir des courbes obtenues par la 
métliode dynaniique dont celle employée par ivlills et coll. (1987). Un bilan de matière 
sur I'oxygène en utilisant la théorie du film de Whitnian donne les équations suivantes : 

Liquide -- Wzlt. - , 
dl 

~ ~ 1 ( 1 0 ? 1 1 .  *-I0zli.) 

Diffusion au travers du film 
dI021, ( [ 0 2 1 ~  -10211:) - Film -- 

dt Tt: 

D'après la méthode de Dang et coll. (1977) basée sur l'analyse des moments des quatre 
équations différentielles couplées, si Q est l'aire sous la courbe du signal normé obtenu 
par la méthode dynamique, 

1 RT VI. a,, =-+--7,; +r,; +ri! +T,: 
k,a H V, 

En faisant le même lraitement pour la réponse de la sonde seule et avec Q,E l'aire sous 
la courbe du signal normé obtenu, 

a i> r  = T l  + = ,  

En soustrayant les deux valeurs il est obtenu : 

Lorsque TG est grand devant k ~ a  ce qui signifie que la résistance au transfert se fait 
uniquement du côté du liquide (cas de l'oxygène qui est peu soluble) : 

D'où la valeur de k ~ a  en soustrayant les deux aires. Celles-ci sont calculées d'après la 
méthode des trapèzes. 

Les résultats sont présentés dans le tableau 10 pour un taux de solide de 30 % de pyrite 
et un débit de pulpe de 100 Ilh. 

Débic de gaz 

- (1n11 
650 
850 

1 000 

Vitessc supcrîicieile de gaz 
(~n.s-') 
0,023 
0,030 
0,035 

kLa (convt>lutir>n niaiiiétnatique) 
(5.') 

4.3 10'' 
2.6 10'" 
3,s 10.' 

k t .  (rnomcnis) 
(S.') 

4,O 10" 
2,9 IO" 
3.2 10.' 
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Ces valeurs sont assez disparates à cause des erreurs cumulées d'expérience et de calcul. 
Ce qu'il faut retenir c'est un ordre de grandeur entre 3 et 4 x IO-' s-', ordre de grandeur 
tout à fait acceptable en se référant aux valeurs de la littérature regroupées dans la thèse 
de Garcia Ochoa (1998). 

Les résultats sont présentés à partir du batch 2 puisque le batch 1 a dû être arrêté suite à 
un incident technique survenu au bout de quelques jours d'expérience. 

3.3.1. Suivi des paramètres 

Bidixihiion colonne - 33% soli& Air 650 Ilh - pH1 BI 
+pH bas -pH haut +pHbac *Eh bas(mV) +Eh haut (mV) 

Fig. 11 - ÉvolutionpH/Eh lors du batch 2. 

Que ce soient les valeurs de pH ou bien de Eh (fig. 1 l), celles-ci sont quasiment 
identiques en haut et bas de colonne ce qui valide l'hypothèse de l'écoulement en milieu 
parfaitement agité. Le démarrage est rapide et après 2 ou 3 jours de latence, une 
acidification du milieu est observée. Le potentiel diminue le premier jour puis augmente 
rapidement et atteint une valeur presque asymtotique aux alentours de 550 mV (par 
rapport à l'électrode AgIAgC1) après 6 jours de croissance. 

La figure 12 montre une différence entre les concentrations en oxygène dissous en haut 
et bas de colonne qui n'est pas engendrée par une mauvaise agitation mais qui trouve ses 
explications dans d'autres causes. En début d'expérience, la biolixiviation n'ayant pas 
démarré, la concentration en bas de colonne est plus élevée car la pression partielle en 
oxygène est plus forte. Pour un temps relativement court de deux jours, les 
concentrations en oxygène chutent à cause de la consommation bactérienne et la 
concentration en haut de colonne est plus élevée que celle en bas. Deux hypothèses sont 
possibles pour expliquer ce phénomène. Tout d'abord, le bac de recirculation n'étant pas 
alimenté en gaz, les bactéries peuvent être affectées par ce manque d'oxygène et se 
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retrouver plus actives (en réaction à un phénomène d'asphyxie) à leur arrivée en bas de 
colonne. De plus, le pourcentage de solide est plus élevé en bas de colonne ce qui laisse 
supposer une activité plus importante des bactéries à ce niveau et donc une 
consommation d'oxygène plus rapide. La brusque descente de la concéntration en haut 
de colonne, à compter du 13" jour, reste encore inexpliquée, le seul paramètre ayant 
également évolué lors de cette période étant la perte de charge qui a légerement 
diminué. 

Bloliai\iaîion colonne - 33% solide Air 650 Uh - Oxygène 

7.0 

6.0 -K- Ta bas (OC) 
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Fig. 12 - Évolution des concentratiuns en oxygène dissous lm du bntch 2. 

La densité en haut et bas de colonne est mesurée tous les jours dans des fioles de 500 ml 
(fig. 13). 

Biolixitiationcolonne - 33% soiiùe Air 650 MI - Densité 

1.45 - 
I 

1.4 - 

1.35 - 

1.3 3 

1.25 - 
1.2 - c &mit6 haut 

1.15 - dnisit6 bas 

- Ymiide bas 
1.1 ? - Ymiide haut 

1.05 - 

Fig. 13 - Évolution des densités lors du bntch 2. 
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1 Densité finale 1 1,427 1 1,410 

Bas de colonne 1 Haut de colonne 

Tnbf. 11 - Évolrttion des ùensitc's lors d i r  bntclt 2 

Densité initiale 

Le pourcentage final n'a pu être déterminé du fait d'un incident technique qui a 
empêché la récupération d'un échantillon représentatif en fin d'expérience. 

1.425 1,296 

La densité du bas est pratiquement constante alors que celle du haut augmente. Au cours 
de la biolixiviation, la densité du solide et le taux de solide diminuent alors que la 
densité de liquide augmente. En bas de colonne, l'augmentation de la densité de liquide 
compense la baisse mais en haut de colonne, la quantité de liquide étant plus importante 
(moins de solide), cette augmentation de densité du liquide l'emporte et engendre 
l'augmentation générale de la densité. Les courbes tendent vers une situation où les 
densités seraient égales en bas et haut de colonne ce qui signifierait une egalité des 
pourcentages de solide, le liquide étant homogène dans toute la colonne. En effet, en fin 
d'expérience, il y a moins de solide donc moins de gradient de concentration solide dans 
la colonne ce qui conduit à une homogénéisation du solide. 

%solide initial ! 38,3 29,4 

3.3.2. Évolution des concentrations 

Comme pour les paramètres pH et Eh, les concentrations en cobalt, fer et sulfate sont 
identiques en haut et bas de colonne. Sont présentés ici, les résultats concernant le 
cobalt(ïig. 14) et le fer (fig. 15), le sulfate est donné en annexe 1 

Riolixhintion colorine -33% solide Air 650 llir - Cobnlt 

900 -c Ca bus (mgil) 

800 
&CO lhaul (mgllj 

-&-Co R P A ( I )  30%(nigilj 

700 +Co RPA(2) 30% (m@) 

s GO0 

E 500 - 
O 2 400 

300 

200 

1 O0 

Fig. 14 - Évolrttion des cotzce~ztr.ntions et, cobnft fors dn bntrh 2. 
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L'augmentation rapide du cobalt est observée après 4 jours. Pour comparaison, il a été 
placé sur le même graphique, le suivi de I'inoculum dans des petits réacteurs de 2 1 (noté 
Co RPA (1) et (2). Les réacteurs agités semblent avoir démarré plus tôt (1 jour avant) 
mais les vitesses de libération sont très similaires à celle de la colonne. Elles restent 
néanmoins assez faibles et ce à cause de la faible teneur en cobalt du minerai de départ 
mais également à cause du taux de solide relativement important (33 %). La 
concentration maximale atteinte est d'environ 600 mg/l. 

Pour le fer, il est observé une augmentation du fer ferreux en solution dès le premier 
jour (correspondant à la diminution du potentiel Redox) puis une diminution du fer 
ferreux et une augmentation du fer total en solution, après 5 jours. La concentration 
maximale atteinte est d'environ 60 g/l. 

-c FeT bas (a) 
80 -FeT haut (gl) 

-I+ Fez+ kas @iï) 
-r- Fez+ haut (a) 
-A- Fez+/ FeT bas 

50 
-e Fe2+/ FeT haut 

40 

Bidixidation colonne - 33 % solide Air 650 yh - Fer 

100% 

90% 

80% 

70% 

Fig. 115 Évolution des concentrations en fer lors du batch 2. 

3.3.3. Autres résultats 

II n'y a pas eu d'analyses de gaz pour le batch 2, une tentative d'estimation de l'OUR 
(consommation en oxygène) a été faite en faisant l'approximation que k ~ a  était constant 
au cours de la biolixiviation et que la concentration en oxygène dissous à saturation 
l'était aussi. Autant la première approximation est plausible, autant la deuxième est 
fausse puisque la force ionique de la solution ne cessant d'augmenter au cours de la 
biolixiviation, la solubilité de l'oxygène diminue. L'OUR est ainsi estimée à partir des 
concentrations en oxygène en début d'expérience (qui correspondent à la saturation) et 
au cours de l'essai, à partir de la relation suivante : 

OUR = k,a([O2]*-[O,) 
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Un graphe en annexe présente les résultats obtenus par cc calcul «grossier » qui donne 
une idée à 20 - 25 % près des valeurs d'OUR, valeurs d'autant plus fausses que la 
réaction se trouve dans un état d'avancement important. 

1 Bas de colonne 1 Haut de colon!ic 

Aucun bilan global n'a été effectué puisque nous n'avons pu récupérer la pulpe finale 
suite à un incident technique. Une étude minéralogique donne 50 % de pyrite cobaltifère 
et 45 % de gypse présents dans l'échantillon final. 

3.3.4. Suivi des populations bactériennes 

a) Évolution de la concentration bactérienne dans la phase liquide 

L'évolution de la concentration des bactéries en suspension dans la phase liquide est 
donnée par la figure 16. 

I Il 50 IUü 150 200 250 300 350 100 $51 

Temps (h) 

Fig. 16 - Batch 2 : évol~rtiotz de ln coricerztrntiott en bnctéries &ris la plrnse liqrririe. 

La phase de latence est très couite. Une phase de croissance rapide cst observée entre 24 
et 72 h. La concentration bactérienne croît par la suite plus lentement jusqu'à 4 x IO' 
bacUnil. 
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bJ Inventaire de la populafion bactérienne 

Polir effectuer l'inventaire, un échantillon d'extrait d'ADN issu de la pulpe utilisée pour 
inoculer le batch no 2 a été utilisé. Une librairie de 53 clones a été constituée contenant 
chacun un fragment d'ADNr 16.5 bactérien. Un criblage pour difïérencier les différentes 
populations présentes a été réalisé grâce à une digestion avec l'enzyme de restriction 
Hue III du fragment diADNr 16s de chaque clone, suivie d'une électrophorèse sur gel 
d'agarose. 

Deux profils de digestion différents (47 clones : groupe K01 et 6 clones : groupe K13) 
ont été observés, indiqt~ant que 2 espèces différentes sont présentes selon une proportion 
d'environ 118 dans la librairie de clones constituée. 

Les séquences d'ADNr 16s de I O  des 53 clones (8 du groupe K01 et 2 du groupe K13) 
ont été analysées partiellement (500 premières paires de bases sur les 1 500 constituant 
I'ADNr 16s) et comparées entre elles. 

Les résultats montrent quc sur les 8 clones appartenant au groupe K01, 7 clones sont 
strictement identiques entre eux en terme de séquence d'ADN et 1 clone (clone K16) 
présente une seule base différente (soit 0,2 % de divergence par rapport aux 7 autres 
clones). Le fait que le clone KI6 ait le même profil de digestion H m  III que ceux 
restant du groupe K01 n'est pas étonnant car la base différente n'est pas localisée dans 
une séquence reconnue par Hue iI1 (CCGG). 

En cc qui concerne les 2 clones séquencés appartenant au groupe K13 (clones K13 et 
K29) les séquenccs sont strictement identiques entre elles. 

Lorsqu'une différence de quelques bases est observée entre plusieurs clones, plusieurs 
raisons peuvent être la cause de ces divergences dc séquenccs minimes : 

la présence de plusie~irs copies d'ADNr 16s dans une mEme bactérie ; 

e la présence effective de plusieurs bactéries dont Ics séquenccs sont très siniilaires 
mais pas complètement identiques ; - une erreur de lecture de la part de l'enzyme poiyrnérase (Pfu Turbo) lors de 
I'amplilïcalion initiale des fragments d' ADNr 16s avant leur clonage. 

Dans les cas du clone KI6 n'ayant qu'une seule base de différence avec les 7 autres 
clones du groupe K01, l'une ou I'atitre des 2 dernières raisons serait la plus probable car 
l'éventualité de la présence de plusieurs copies d'ADN dans le même génome 
impliqueraii qu'il y ait une proportion égale de clones contenant chacune des copies. 

Les séquences partielles (500 premiers nucléotides) d u  groupc KOi, du clone « variant » 
KI6 et dtr groupe KI3 ont été utilisées pour interroger les Banques de clonnées 
(GenBank ct RDP). 
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Concernant les séquences du groupe K01 et du clone K16, le classement selon la 
banque de données interrogée des bactéries les plus apparentées est légèrement différent 
mais fait apparaître le plus souvenl le genre Leptospirillzim (Leptospirillzrm sp. et 
Leptospirillirm firrooxidans) et des clones de bactéries non isolées (cOS17 et cOS7) 
présentes dans des environnements naturels acides. 

En comparant après alignement les séquences partielles des clones inventoriés du 
batch 2 avec celles de ces bactéries les plus apparentées nous observons finalement que 
les séquences du clone cOS7 et de Leptospiriilirm ferrooxidans sont les plus proches 
avec seulement 0,2 et 0,7 % de divergence respectivement (fig. 17). 

KOB 

K24 
K16 

K30 
KOS 

i -  
K01 

LeptosplMum ferrooxldans 
Leptosp1rfl)um sp. DSM 2ï91 
Clone OS17 

1 3 %  1 

O 

Fig. 17 - Arbre pl'ylogénétique des clones annljisés [III groupe KOI et des micro- 
organlrtttes [es plus appnrerités basé sur  la divergerice des 500 premiers 
nuciéotides de I'ADNr 16.9. La rlivergence cri % entre ckaqrte micro- 
organknie est représeiitée par  [a somme des barres liorizontales a Iertr 
jnnclioi:. 

L'analyse de la séquence du clone KI3 a d'abord été réalisée sur les 1 000 premiers 
nucléotides (interrogation des banques et comparaison des séquences) et montre une 
divergence de séquence relativement importante avec la bactérie la plus apparentée 
Thiobacill~is caldis str. GO-1 (4,2 %). L ü  comparaison des séquences entières de 
I'ADNr 16s du clone KI3 avec les espèces les plus apparentées indique une divergence 
légèrement inférieure à celle calculée avec les 1000 premiers nucléotides. La divergence 
de séquence entre KI3 et les bactéries les plus apparentées est alors égale à 3,6 % avec 
T. crrldzis str. GO-1,4,3 % avec T. ciz1dir.s str. KU DSM 8584, 3,8 % avec T. thiooxidans 
et 5,2 % avec T. jiwooxidans DSM 9465. 

11 est à noter, par ailleurs, la faible divergence phylogénétique des espèces 7: cairirrs et 
T. thiooxidans entre elles, comprise entre 1,5 et 1,8 %, alors que la divergence entre ces 
2 espèces et T. ferrooxidans est comprise entre 5,l et 5,4 %. Il semble donc que d'un 
point de vue phylogénétique les 2 espèces cnldus et ~hiooxidans soient très proches, 
mais relativement éloigntcs de T. ferrooxidans (fig. 18). 
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- Thiobacfllus caldus sir. 00-1 
K?3 

ThlobacMlus forrooxldans DSM 9465 
4,9 % l 1 1 

4 2 O 

Fig. 18 -Arbre p/iy/ogétit;liqrte des clones afia(Jisés du groupe Ki3 el des tnicro- 
organisrries les plus apparertfés basé sur la divergertce des séquences 
contplètes de I'ADNr 16s. La divergerice en % entre chaque riticro- 
organisr~te mt représeritée par la sotnnte ùes barres irorizoritales R leiir 
jonction. 

L'étude d'inventaire moléculaire réalisé sur la population fixée sur le minerai de 
l'échantillon batcli 2 a donc montré la présence de 2 populations. 

La première appartient d'un point de vue phylogénétique à l'espèce Leptospirililm 
fëwooxidans avec une très faible divergence de séquences (0,4 %). Les espèces les plus 
-apparentées à la seconde popufati& sont Thiobacillus caldtrs et-  ~hiobac& 
tltiooxidans avec une divergence de séquence relativement importante (4,2 % dans le 
meilleur des cas avec Tltb. caldtis sir. GO-1) qui place d'un point de vue phylogénétique 
la population inventoriée à la limite de distinction phylogénétique avec les espCces 
caldtis et thiooxidans. 

c) Analyses par SSCP 

Deux échantillons issus du batch 2 ont d'abord été analysés : 

- l'extrait d'ADN du minerai ; 

- I'cxtrait d'ADN des cellules en suspension. 

Les électrophorégrammes respectifs montrent un profil SSCP simple puisque 2 pics 
seulement apparaissent de manière distincte (valeurs d'abscisses : 6 880 et 6 965) ct 
qu'un 3' pic (6 930) est deviné entre les 2 autres (fig. 19), ce qui laisse présumer de la 
présence de 2 à 3 espèces. 

Une analyse SSCP a ensuite été réalisée sur les 3 séquences différentes rcspcctivcs des 
clones K01, KI6 et K13. 

Les profils SSCP individuels (fig. 20) montrcnt que les pics de l'analyse globale SSCP 
des échantillons de minerai et de cellules en suspcnsion correspondant aux abscisses 
6880 et 6965 (les 2 pics les plus importants) sont assignés aux clones K01 et KI3 
respectivement. 
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Fig. 19 - Éle~tro~horégrarnme SSCP des ADN 16s bsus de la population associée au 
minerai (en rouge) et de la population en suspension dans la phase liquide 
(en bleu). 

En revanche le pic du clone KI6 (qui possède un seul « mismatch » avec le clone K01) 
est légèrement décalé par rapport il celui de KOl et ne semble pas apparaître dans les 
profils SSCP globaux. Il est donc probable que le micro-organisme possédant cette 
séquence n'est représenté que de façon minoritaire dans les populations mixtes globales 
analysées etlou soit masqué par le pic plus important de la bactérie du groupe K01. 

Fig. 20 - Électrophorégramme SSCP des clones : K0l (L. ferrooxidan) en vert, KI6 
@roche K01) en bleu, KI3 (T. caldus) en noir, proJ1 de la population 
associée au solide en rouge. 

Par conséquent, aucune des 3 séquences des clones analysés n'a permis d'assigner le 
3e pic (abscisse 6 930) du profil SSCP global. Compte tenu de sa petite taille il est 
possible que ce soit un artefact résultant de la «trahie » de l'un ou l'autre des pics 
majoritaires ou bien que ce soit une bactérie effectivement présente mais encore non 
inventoriée. Dans cette dernikre hypothèse, ce pourrait €tre une autre «variante » du 
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groupe K01 au même titre que le clone KI6 (et qui est peut-être aussi dans la librairie 
des 53 clones) ou encore une autre espèce non inventoriée dans la librairie des 53 clones 
et ne possédant pas le même profil de digestion Hue III. 

L'analyse comparée des profils SSCP de la population fixée sur le minerai avec celle en 
suspension semble indiquer que le rapport de dominance d'une espèce par rapport à 
l'autre est inversé. En effet, alors que Leptospirillum fewooxidans est majoritaire sur le 
minerai (ce que confirme aussi la proportion de séquences clonées pour l'inventaire) 
celle-ci devient minoritaire dans la phase liquide. Il n'est cependant pas exclu que cette 
espèce soit mieux fixée que ïhiobacillus et résiste mieux aux étapes de lavages du 
minerai avant de réaliser l'extraction de l'ADN total. 

3.4. PRÉSENTATION DES RÉSULTATS DU BATCH 3 

3.4.1. Suivi des paramètres 

Pour ce batch 3, le deuxième lot de pyrite a été utilisé. Sa teneur en cobalt est beaucoup 
plus élevée (1,37 74). La concentration en solide est abaissée à 20 % alors que le même 
débit de gaz est testé, à savoir 650 Vh. 

1 Biolixi~hîion colonne - 20% soli& Air 650 Uh - pH1 Fh 

+pHbas +pH haut *pHbac -+-Eh bas(mV) -*;-Eh haut(mV) 

2 ,  , 700 

Fig. 21 - É v o l u t i o n p ~ / ~ h  lors du batch 3. 

Les commentaires à apporter à la figure 21 sont identiques à ceux faits pour le batch 2. 
La valeur du potentiel redox maximale est toutefois plus élevée puisqu'elle avoisine 
650 mV (soit presque 90 mV de plus que le batch 2), signe d'une meilleure efficacité de 
la biolixiviation certainement due à la diminution du taux de solide. 
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Une décroissance beaucoup plus rapide des concentrations en oxygène dissous (fig. 22) 
est observée. En 5 jours, la concentration en bas de colonne devient inférieure à 1 mgIl 
alors qu'elle n'était jamais descendt~e en dessous de cette valeur lors du batch précédent. 
La chute initiale est très marquée puis il y a stagnation pendant 9 jours à environ 
0,5 mgfi en bas et 2,2 mg11 en Ilaut. La première valeur laisse supposer une limitation 
possible par le transfert d'oxygène. Cette limite pourrait être reculée par augmentation 
du transkrt et donc de la vitesse de gaz. Après 19 jours, les concentrations en oxygène 
augmentent et tendent vers des limites qui semblent inférieures à celles de départ. Ceci 
s'explique par l'augmentation de la force ionique qui induit une diminution de la 
solubilité de l'oxygène dissotis ce qui donne des valeurs asymtotiques, en lin de 
biolixiviation, lorsqu'il n'y a presque plus de consommation, inférieures aux initiales. De 
plus cela réduit la vitesse de consommation, d'où une remontée moins spectaculaire. 

L'activité des bactéries est immédiatement sensible puisque la différence de 
concentration initiale entre le haut et le bas de la colonne. due à la différence de 
pression, n'est pas observée dans ce batch. 

Biolixirintion colonne - 20% solide Air 650 1/11 - Oxygèiic 

+ [O21 bas (nigl) 
-+- [O21 h m  (m@> - 2 5  5 

D 
-+ T" bas (%) - - 

20 2 
+7"> iisiir (OC) - 

-- 15 5 
- 10 

Fig. 22 - Évoit~tio~i des coiiceiitrntioiis en ox jg~i i e  dissotis lors dtt bntcli 3. 

Chaque jour, les échantillons de ptilpe du haut et du bas de la colonne sont filtrés et les 
clensités de liquide et de solide mesurées par picnométrie. L'ensemble de ces résultats 
est présenté dans la figure 23. 
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Bioli~+iation colonne - 20% solide Air 650 Vh - Densité 
5 

4.5 

4 

3.5 +O/ûali& bas 

3 

3.5 

2 

Fig. 23 - Évolution des densités lors du batch 3. 

La densité du solide, à peu près identique en haut et bas de colonne, ne cesse de 
diminuer d'environ 4,s à 2,7. Le pourcentage de solide est presque constant en haut de 
colonne (de 14,s % à 13 %) et diminue fortement en bas de colonne (de 28 % à 13 %). 
La densité de pulpe augmente en haut de colonne (de 1,158 à 1,315) et légèrement en 
bas de colonne (de 1,309 à 1,325). Les densités de liquide sont quant à elles identiques 
en bas et haut de colonne et croissent de façon importante (de 1,03 à 1,23). Ces données 
confirment l'explication invoquée pour le batch 2 qui n'avait pu être vérifiée, les 
densités de solide et de liquide n'ayant pas été mesurées. II est important de noter 
qu'après 16 jours de biolixiviation, le pourcentage de solide et la densité de pulpe sont 
égaux en haut et bas de colonne ce qui signifie une homogénéité du solide. Pour un taux 
de solide d'environ 13 %, le gradient axial de concentration de solide dans la colonne 
n'existe plus. En fait, le flux montant dispersif des particules est équivalent au flux 
descendant de sédimentation des particules dans le terme convectif. 

Tabl. 12 - Récapitulatif des taux de solide en début et f in  de batch 3. 
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3.4.2. Évolution des concentrations 

Seuls sont présentés ici (fig. 24) les résultats concernant le cobalt. Pour le fer et le - 
sulfate les bphiques  sont disponibles en annexe 2. 

Biolixi\iation colonnc - 20% sali& Air 650 Ilh -Cobalt 

3500 

O 50 100 150 200 250 300 350 400 450 500 550 1 

Temps (II)  

Fig. 24 - Évolritio~z des concerziratiorrs eïz cobalt lors du batclï 3. 

Le démarrage est beaucoup plus rapide que lors du batch précédent, la montée du cobalt 
est observée après 2 jours de latence. Ceci est certainement lié à la diminution du taux 
de solide. Les pentes des concentrations en fonction du temps sont nettement plus 
importantes et les concentrations maximales obtenues de l'ordre de 3 100 mgIl pour le 
cobalt (soit 5 fois plus que lors du batch 2) et de 75 g/l pour le fer. Ces cinétiques de 
libération des métaux sont identiques à celles des petils réacteurs parfaitement agités de 
2 1 et leur croissance est due, outre à la diminution du taux de solide, également au 
changement de lot de pyrite (no 2) qui contient beaucoup plus de cobalt. 

3.4.3. Autres résultats 

L'OUR a été également estirnée en haut et bas de colonne selon la méthode explicitée 
pour le batch 2. Une moyenne de ces valeurs a également était faite. Des analyses de 
gaz ont pu être entreprises, malheureusement pas dans la phase de croissance maximale 
suile à un problème de cryothermostat. Ces analyses fournissent une valeur de l'OUR 
globale selon la formule: 

V, volume utile de  pulpe 

QI' debit de gaz entrant 
P" pression dc gaz enirartt 

TL' tenlpf taturc de  gaz entrant 
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Les hypothèses suivantes sont acceptées : la température d'entrée des gaz est la 
température ambiante, la pression d'entrée est mesurée avec le capteur de pression h 
33 % de solide et O % de solide ouis une récression linéaire donne la valeur pour 20 % " 
de solide, enfin la différence de débits d'entréelsortie est négligeable. 

- 
Biolixi%iation culontic - 20% soiidc Air 650 Ilh -OUR 

+OUR stnt hout (inglüii) 
+OUR slnt has (m&/Uh) A 

A OUR (gaz) (n id in i )  
-+-OUR sot  rnoy (mgiïlh) 

Fig. 25 - Évolrrtion de i 'OUR lors drt bnfch 3. 

La figure 25 montre qu'au début de l'expérience, les valeurs obtenues par l'analyse des 
gaz correspondent aux valeurs moyennes obtenues par Ic calcul en fonction des 
concentrations en oxygène. Par contre, en fin d'expérience de biolixiviation, l'OUR 
calculée selon la même mélhode est largement surestimée ce qui confirme l'explication 
donnée pour le batch 2 sur la diminution de la solubilité de l'oxygène. 

1 Bas de colonne 1 Iiaui dc colonne 
1 OUR max (mglllii) 1 950 1 750 

Des pourcentages de libération du cobalt ((quantité de cobalt libéré dans le Iiquide- 
quantité de cobalt initiale dans le 1iquide)lquantité de cobalt initiale dans le solide) ont 
été calculés à partir des valeurs des concentrations en cohalt et des densités de pulpe et 
de liquide, en raisonnant à volume constant. Ne sachant pas exactement les quantités de 
cobalt apportées par le solide de I'inoculum, deux valeurs sont données, l'une par excès 
c'est-à-dire en considérant que l'iiioculuni n'apporte pas de cobalt sous forme solide et 
l ' auk  par défaut en considérant que le solide de I'inoculum apporte proportionitellement 
la même q~iaiitité de cobalt que le minerai. Ces deux valeurs encadrent fa vraie valeur 
iiiconnue du pourcentage de libération. 
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Fig. 26 - Porrrcentage de libikation du cobalt lors du batcli 3. 

D'après la figure 26, la valeur maximale se situerait entre 90 % et 95 %. 

Un bilan de matière entre la pulpe initiale et la pulpe finale a été fait. Pour ce faire, un 
prélèvement de la bio-pulpe finale a été réalisé, filtré et le solide et le liquide envoyé à 
l'analyse pour dosage dcs principaux éléments (voir résultats en annexe). Le poids 
global de matière récupérée en lin de batcli n'étant pas connu, le bilan a été cdculé à 
partir du logiciel BILCO en raisonnant sur 1 litre de pulpe, ce qui permet d'obtenir des 
valeurs coliérenies qui satisfont aux bilans de matière sur les principaux éléments 
(cobdt, fer, soufre). Les calculs détaillés sont explicilés en annexe et résumés dans le 
tableau 13. 

Tabl. 13 - Bilan rie ntatière srrr le bntcli 3porrr I I (le ptilpe. 

Ces résultats correspondent à 92 O/o du cobalt initialement dans le solide libéré, 89 % 
du fer ct 92 'X I  du soufre oxydé. 
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Une étude minéralogique donne les pourcentages des espèces minérales suivants : 

- Pyrile 10 % ; 

- Gypse 81 % ; 

-Qua r t z l%;  

- Illite/micas et hydroxydes de fer 5 %. 

Le pourcentage de pyrite restant (correspondant à 90 % de pyrite dégradée) est en 
accord avec le pourcentage de soufre oxydc, la pyrite étant le seul sulfure de départ. Le 
fer libéré est peu précipité (5 %) mais ce pourcentage confirme la valeur moins élevée 
du pourcentage de libération du fer obtenu par le bilan de matière. 

3.4.4. Suivi des populations bactériennes 

a) Évolution de la concentration bactérienne dans la phase liquide 

L'évolution de la concentration bactérienne totale en suspension est donnée par la figure 

Fig. 27 -  hvolution de la concentratioiz bactérienne totaie en suspension dans la 
plrase lipi(Ie lors (Iu baicIt 3. 

De façon identique au batch 2,  la phase de latence est très courte, voire inexistante. 
Cependant, en fin de batch 3, la concentration bactérienne est nettement plus élevée que 
lors du batch 2. 

b) Inventaire moléculaire des espèces bactériennes en présence 

Une troisième espèce, qui était absente dans les échantillons du batch 2, a été détectée 
en analyse SSCP dans les prélèvements du batch 3 .  Un clonage de produits 
d'amplification de 1' ADNr 16s a été réalisé à partir de I'extraii d'ADN de l'échantillon 
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total prélevé le dernier jour de culture du batcli 3, où cctte espèce inconnue représente 
environ 30 % de la population. 

Le séquençage des 500 premiers nucléotides de l'un des clones contenant I'ADNr 16S, t 
dont l'analyse SSCP a révélé qii'il représentait bien l'espèce inconnue, a été effectué. 
La comparaison de cette séquence avec celles des banques de données Genbank et RDP 
montre que 3 bactérics (BU138, Os77 et A70) non-cultivées sont très proches 
puisqu'elles n'ont qu'une divergence respective de 0,2 %, 0,7 % et 1,l %. Ces bactéries 
proviennent d'environnements acides rencontrés à proximité de mines. Après ces 
3 bactéries non-cultivées, viennent en 4' et 5' position des bactérics appartenant à 
l'espèce Su&~bacillus ihernrosrr#idooxidans et ayant une divergence de 4,O à 4,5 % avec 
notre espèce inconnue. 

L'analyse complète de I'ADNr 16s cloné de cette espèce inconnue est en cours. Les 
résultats permettront sans doute de confirmer les résultats de comparaison des 
séquences partielles. 

La population bactérienne du batch 3 contient donc trois espèces : Leptospirillum 
ferrooxidans, une espèce proche dc T. caldus qui sera nommée T. culdus ppar la suite, et 
une espèce proche de Sulfobacillzrs flrer~noszllfidoosiduns qui sera nommée 
S~r~baci l lz is  par la suite. 

c) Suivi qualitatif et semi-quantitatif de la population du batch 3 

L'analyse SSCP permet de suivre I'évolution des proportions des différentes espèces 
présentes dans le milieu de façon semi-quantitative. En effet, les phases d'extraction, de 
purification et d'amplification de l'ADN sont stisceptibles d'introduire une légère 
modification des proportions déterminées ensuite par SSCP. D'autre part, une espèce 
très minoritaire par rapport aux organismes majeurs peut ne pas être détectéc. 
Cependant, l'analyse SSCP rcprésente un progrès significatif par rapport au 
dénombrement classique par microscopie optique, car elle fournit des informations sur 
les bacléries associées à In phase solide, et les organismes en présence sont 
formellement identifiés. 

Phase liquide 

L'évolution des proportions de cliacunc des trois espèces en suspension dans la phase 
liquide est donnée par la figure 28. L'analyse SSCP n'a détecté qu'une seule espèce, 
L. ferrooxiduns, dans I'inocul~~rn du batch 3. Les autres organismes sont certainement 
présents, mais en quantité trop faible pour être analysés. Tl~iobucillus caldus se 
dévcloppc très rapidement et représente 98 % dc la population en suspension dans la 
phase liquide, au bout de 24 h. Puis, la proportion de L. ferromidans augmente 
progressivement, aux dépens de T. caldz~s, et devient majoritaire après 15 jours 
d'expénencc. Sufihacillzcs deineurc minoritaire dans la pliase liquide, et représente au 
plus 10 % de la population bactéricnnc. 
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Fig 28 - Batch 3 : suivipar SSCP (le iapupulation bactérietitzc dans fa phase liqui~fc 

Phase solide 

En début d'expérience, il n'a pas été possible d'extraire ou amplifier de l'ADN des 
bactéries associées à la phase solide. Cette population n'a pu donc être analysée qu'à 
partir du 7" jour de batch (fig. 29). L'espèce majoritaire, dans la population bactérienne 
associée au solide, est L. @wooxidruw.. Sdjbbncilltts représente 15 % de la population 
dans la pliase de biolixiviation active, puis 30 % au cours de la phase de ralentissement. 
7: culdtrs représente moins de 10 % de la population associée au solide. 

Fig. 29 -Suivi par SSCIJ de la [tupitlatio~ hnctérictinc associée au soiirie lors (fit 

htztciz 3. 
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Population totale 

L'évolution des proportions des espèces en présence dans la pulpe totale montre que les 
contributions respectives de la phase liquide et de la phase solide à la population 
bactérienne totale sont du même ordre de grandeur (fig. 30). En d'autres termes, pour 
chaque échantillon analysé, les proportions déterminées dans la pulpe totale sont 
proches des valeurs obtenues en catculant les moyennes des proportions dans la phase 
liquide et sur la phase solide. L. ferrooxidnns est la seule espèce détectée dans 
I'inoculum. Sa contribution diminue en début de batch au profit des deux autres 
espèces, puis augmente aux dépens de T. culdris. 

Fig. 330 - Suivi pur SSCP de Ia popzilation bactérienne totnle lors du butch 3. 

Comparaison analyse SSCP-microscope optique 

Les résultats du suivi par SSCP de la population dans la phase liquide sont comparés 
aux analyses morphologiques effectuées en microscopie optique (fig. 31). 

La microscopie permet de distinguer les spirilles des bâtonnets. L. ferrooxidai~s peut se 
présenter sous la forme de spirilles, de vibrios ou de coques, en fonction des conditions 
de culture. T. caldus et SuijohacilIïis sont des bâtonnets plus ou moins caractéristiques. 
Cependant, les bâtonnets courts peuvent être confondus avec des coques. Au cours de 
l'observation au microscope optique, les spirilles et les vibrios sont placés dans 
l'ensemble « Lepfosprrillrm », alors que les bâtonnets typiques sont dénombrés en tant 
que bâtonnets, ï: cal& et Strlfohacillzrs étant indiscernables par cette méthode. Il serait 
sans doute possible de les distinbwer par une coloration de GRAM, mais il faudrait 
mettre au point une méthode de dénombrement associée à la technique de coloration. 
Les coques ne sont pas dénombrées. 
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Fig. 31 - Évolrttiori (le In proportiort de Leptospirillcs atinlJlsCe par 
itiicroscopie optique &ris ln pliase Iiqrride lors du bntcii 3. 

SSCP orr 

En début de hatch no 3, les résultats des deux méthodes, SSCP et microscopie optique, 
sont assez proches. À partir du 15'jour de batch, la méthode SSCP donne des valeurs 
plus élevées que le microscope optique. En fait, les résultats obtenus par SSCP sont 
cohérents avec les conclusions d'une étude antérieure (F. Battaglia et al., 1998) 
effectuée sur un pilote de biolixiviation en réacteurs parhitement agités fonctionnant eu 
continu. Lors de cette expérience, la proportion de spirilles augmentait avcc la 
concentration eu fcr ferrique, ct atteignait 80 % pour une concentration en ~ e ~ +  proche 
de celle obtenue à la fin du batch 3 (70 gll). Plusieurs auteurs ont montré que les 
thiobacilles sont plus sensibles au fer ferrique que Lepiospirillirrn et que cette derniCre 
espèce est favorisée pir la présence de pyrite dans le milieu de biolixiviation (1-Ielle et 
Onken, 1988 ;Johnson, 1991). 

Les deux méthodes, SSCP et microscopic optique, indiquent la même tendance 
correspondant à unc augmentation de la proportion de cellules de Lepiospirillum en 
suspension dans la phase liq~iide au long du temps. La divergence des valeurs données 
par les deux méthodes, en fin de batclt 3, peut avoir diverses origines : modification de 
la morphologie de Lepio.spivillunz, qui deviendrait moins typique à I'obscrvittion directe, 
modification de la proportion de bactéries libres ou fixées au cours de la conservation 
de5 éclrantilloiis, agrégation des cellules de Leptospiiillun~ dans une gangue de mucus, 
qui favoriserait la décantation de ces cell~~lcs. 
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3.5. PRÉSENTATION DES RÉSULTATS DU BATCH 4 

3.5.1. Suivi des paramètres 

Pour ce bacth 4, le lot de py&e utilisé est le même que pour le batch 3. La concentration 
en solide est toujours de 20 % mais le débit de gaz testé est augmenté de 650 à 
1 000 Vh. Un réacteur parfàitement agité de 21 1 est démarré en parallèle pour 
comparaison (air 360 Vh,-1 % COz, agitation 390 tr/mn). 

I Bioliglviaîioneoloiuie - 20% solide Air 1000 Vh- pH1 

+pHRPA 
-n- Eh bns (mV) 
-x- Eh haut (mV) 
-+-Eh RFA (UV) 

Les commentaires de la figure 32 sont identiques à ceux du batch précédent. 11 n'est pas 
observé de phase de latence puisque le pH décroît dès le premier jour. Les courbes sont 
similaires pour la colonne et pour le réacteur parfaitement agité mis à part en fin 
d'expérience pour le potentiel redox. La valeur maximale atteinte pour celui-ci est de 
650 mV, comme pour le batch 3. 

La diminution de la concentration en oxygène dissous est moins rapide que pour le 
batch précédent (fig. 33). En 9 jours la concentration en bas de colonne devient 
inférieure à 1 mgil contre 5 jours lors du batch 3. Ensuite, une légère stagnation à 
3 3  mgIl est observée en haut de colonne alors qu'il n'y a pratiquement pas de stagnation 
en bas de colonne mais une descente à 0,5 mgA après 13 jours de biolixiviation puis une 
remontée. Cette remontée est plus faible que la descente, ceci est dû à l'augmentation de 
la force ionique. Ce profil d'oxygène indique moins de limitation par le transfert 
d'oxygène puisque la décroissance est moins importante et que la stagnation à des 
valeurs potentiellement limitantes n'est que de faible durée. 

En ce qui concerne les densités, les courbes obtenues ont la même allure que lors du 
batch 3 à la différence de la cinétique près. En effet, les phénomènes observés lors du 
batch précédent se retrouvent ici mais sont accélérés. Les résultats sont exposés dans la 
figure 34 et récapitulés dans le tableau 14. 
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Bioiixieation colonne - 20% soli& Air 1000 Vh - m è n e  

l - . , l 

Fig. 33 - Évolution des concentrations en oxygène dissous dans la colonne lors du 
bntch 4. 

TabL 14 - Récapitulatif des taux de solide en début et,fin de bntch 4 

1 Biolixi&&ion edonoe - 20% solldg Air 1000 Ilh -Densité 1 

Fig. 34 - Éiiolution des densités lors du bntch 4. 
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3.5.2. Évolution des concentrations 

Cornnie précédemment, les résultats concernant le cobalt sont présentés dans la figure 
35 alors que les autres (fer, sulfate) le sont en annexe 3. 

Biolixi%iation colonne -20% soli& Air 1000 Ilh -Coallt 

0 50 100 150 200 250 300 350 400 450 500 

Temps (11) 

Fig. 35 - Évolution ries concentratioits en cobalt lors du batclr 4. 

Le démarrage est très rapide et les concentrations maximales atteintes sont de l'ordre de 
3 250 mg/] pour le cobalt et 75 gfl pour le fer. Les cinétiques de libération des métaux 
sont légèrement supérieures à celles d'un réacteur parhitement agité de 21 1, évoluant en 
parallèle à la même concentration et avec le même minerai. Les valeurs maximales pour 
le réacteur parfaitcment agité sont légèrement inférieures (3 100 mgil pour le cobalt) et 
ceci est peut être d0 à une légère différence de taux de solide, la colonne se trouvant en 
moyenne aux aIcntours de 23 %. 

3.5.3. Autres résultais 

COUR est mesurée à partir de l'analyse des gaz et des hypothèses explicitées au 
paragraphe 3.4.3. et comparée à celles calculées à partir des concentrations en oxygène 
dissous (fïg. 36). Ces valeurs sont cohérentes entre elles jusqu'au milieu du batch, après 
la méthode de calcul par les concentrations en oxygène surestime l'OUR. Les valeurs 
obtenues pour le réacteur parfaitement agité semblent plus hautes que celles de la 
colonne mais également plus disparates ce qui laisse supposer une assez grande 
incertitude sur ces mesures. Les OUR maximales semblent assez faibles et devraient 
être plus hautes que celles du batch précédent dans la mesure où les cinétiques de 
libération des métaux sont plus rapides. Ceci est peut être dû à une sous-estimation du 
k ~ a  pour cc débit de gaz. 

/ Bas dc colonne 1 Hou( dc colonnc 
1 OUR niax (mg/Vh) 1 910 1 450 
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- - 

Biolixiiiotion colonne - 20% sulide Air 10UU IIB -OUR 

I l  00 

1000 

700 

600 

500 - 

400 - 
+OUR stnt haut (mgMi) 

300 - +OUR stal hasimdVh) 

Fig. 36 - Évokttion de l'OUR lors du bntclr 4. 

Un bilan de matière a été réalisé au moyen du logiciel BILCO en prenant en compte la 
totalité de la pulpe initiale et la totalité de la pulpe finale. La reconstitution des données 
et les bilans cohérents fournissent les résultats finaux cxposés dans le tableau 15 ainsi 
que les résultats détaillés en annexe 6. 

1 Iiiiiial 1 Final 

Solide 
4,24 

Co (%) 0.145 

55'4 
36,O 

T<rl>/. 15 - Bilait de rnatière sur le butch 4poirr In totnlité (le In pulpe. 

Ces résultats correspondent à Y2 O/u du cobalt initialement dans le solide libéré, 90 Y0 
du fer el 85 % (lu soufre oxydé. 
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Une étude minéralogique donne les pourcentages des espèces minérales suivalits 

- Pyrite 11 % ; 

- Bassanite 83 % ; 

- Quartz 1 % ; 

- Feldspath 4 % ; 

- nlitelmicas 0,6 %. 

Le pourcentage de pyrite restant (correspondant à 89 % de pyrite dégradée) est en 
accord avec le pourcentage de souce oxydé. Contrairement aux batchs précédents, le 
minéral porteur de Ca0  n'est pas le gypse (32,s % Cao) mais la bassanite (40,65 % 
Cao). Le fer ne semble pas présent sous une autre forme cristalline que celle de la 
pyrite. 

3.5.4. Suivi des populations bactériennes 

a) Évolution de la concentration bactérienne dans la phase IÏquide 

L'évolution de la concentration bactérienne totale en suspension dans la phase liquide 
de la colonne et du RPA est donnée par la @re 37. 

l O ce IW ta zoa a n  3w 3s 4oo rsn 
T e n w  01) 

Fig. 37 - Bnfclt 4 : éi~olutian rie In concentrntiort bnctériennc tutnle rians In 
pltnse liqiciùe. 
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La croissance bactérienne démarre sans phase de latence, et demeure équivalente dans 
les deux réacteurs au cours di] batch. La concentration finde en bactéries en suspension 
dans la phase liquide est un peu plus élevée que lors du batch 3, et nettement plus que 
celle du batch 2. 

6) Suivi qualitatif et semi-quantitatif des espèces en présence 

Les populations bactériennes de la colonne et du RPA ont été suivies par analyse SSCP. 
Dans les deux réacteurs, une évolution comparable à celle du batch 3 a été obtenue. 
Dans la pliase liquide (fig. 38),  T. ccildirs devient l'espèce majoritaire en début de batch, 
puis son importance décroît au profit de Leptospirillunz. La principale différence entre la 
colonne et le RPA est I'évolution de la proportion de Siilfobacilli~r. Cette espèce est 
présente en plus grande proportion dans la colonne que dans le RPA en fin de batch. 
Cette augmentation de la quantité de Sulfbhncillzis se fait aux dépens des deux autres 
espèces. 

L'espèce bactérienne la plus présente dans la population associée à la phase solide est 
toujours Lepfospirilltrin (fig. 39). Au niveau des populations associées au solide, la 
principale différence entre la colonne et le RPA réside encore dans la proportion de 
Sutlobacilles, plus nombreux dans la colonne que dans le RPA en fin de batch. Cet 
accroissement de la quantité de cellules de Suijiobacillics se fait principalement aux 
dépens de Leptoq~irilltitn, dont la proportion diminue dans la colonne alors qu'elle 
augmente dans le RPA. 

De la même façon que lors du batch précédent, les proportions des espèces en présence 
dans la population bactérienne totale sont peu différentes des moyetiries (% en phase 
liquide + 9% sur la phase solide)/2. Les contributions de ccs deux phases à la population 
bactérienne globale sont donc du même ordre de grandeur (Cg. 40). Contrairement au 
batch 3, Lep/ospiïillu~rz n'est pas toujoiirs majoritaire dans la population totale. En effet, 
après 8 jours, T. caldits est l'espèce majoritaire. Ce phénomène est plus marqué dans la 
colonne que dans le RPA. En fin de batcli, Leplospirillitrn est très largement majoritaire 
dans le RPA, alors qu'il est sérieusement concurrencé par S~ilfobacill~rs dans la colonne. 
11 est possible que la différence de mode d'agitation entre la colonne et le RPA ait une 
influence sur les proportions des espsces en présence. Le développement de 
Sulfohnciliiis semble favorisé dans la colonne, au niveau de laqttelle les contraintes de 
cisailleinent sont plus faibles que dans le RPA. Les résultats des dénombrements de 
Lepfospidlitm par SSCP ou par observation directe au microscope optique donne des 
résultats très proches (fig. 41). 
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Fig. 38 - Butch 4 : suivi par SSCP àe iu popuiation bclcféricnne en suspension rfi1n.s ia 
pltase liquiàe 

Fis 39 - B<xfch 4 : suivi par SSCP de la piiyulution bactérienne msociée arc solide 
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'Scnrps (jours) 

Fig. 40 - Bntcli 4 : suivipnr SSCP de in poprrlatiotz bactiriertne totnfe. 

+SSCP leplospirlliurn Colonne 

+Mirirorcopo optlqua RPA 

- B S S C P  Iapto~pHilurn RPA 

Fig. 441 - Bntcli 4 : Cvolrrtioit de h i  proportiort (le Lepto.spirilles riiiriiysie pur SSCP et 
titicroscopie optiqiie clurrs la plinse l ip ide .  
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3.6. PRÉSENTATION DES RÉSULTATS DU BATCH 5 

3.6.1. Suivi des paramètres 

Pour ce batch 5 ,  le lot de pyrite utilisé est le même Bue pour les batch 3 et 4. 1.3 
concentration en solide est toujours de 20 %, le débit de gaz est de 1 000 Vh mais le 
dimiseur de gaz en forme de peigne a été remplacé par un mélangeur statique. 

Les résultats sont présentés dans la figure 42. Contrairement aux courbes précédentes, le 
pH décroît de faqon plus lente et ceci est dû à une phase ae latence (cf: résuitats 
suivants). En effet, le changement de diffuseur a nécessité plusieurs jours d'arrêt de la 
colonne; laissant la pulpe en fin de croissance donc avec moins de bactéries: or c'est 
cette pulpe qui a servi d'inoculum pour le batch 5. Peu de changements néanmoins sur la 
courbe donnant le potentiel Redox sont observés. La valeur initiale est un peu plus 
faible et la valeur finale est aux alentours de 610 mV. 

i 8 Biolinivlation colonne - 20% soli& Alr 1000 Uh- Dliîùseur CaSA - , 
+pH bss +pH hnut +Eh bas (mV) -*-Eh hnni (mV) 

2 700 

1.8 

1.6 650 

1.4 600 
1.2 e. - 

L 1 550 $ 
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e - 
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0 Sa0 
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Fig. 42 - Évolution pHEh lors du batch 5. 

Les profils des concentrations en oxygène dissous (fig. 43) sont totalement différents 
des précédents. Tout d'abord, la valeur en bas de colonne est très élevée en début 
d'expérience (10,5 mg/l), ceci peut être expliqué par le fait que le milieu est fortement 
oxygéné à l'intérieur du mélangeur, et que la sonde oxygène est placée juste au-dessus 
de ce mélangeur. En d'autres termes, lorsqu'un diffuseur classique était utilisé, le milieu 
était oxygéné lors de son passage à travers la colonne (Oz bas < Oz haut), alors qu'avec 
le mélangeur, le milieu est oxygéné avant d'arriver dans la colonne (Oz bas > OZ haut). 
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Biolixidation colonne -20% sali& Air 1000 1/11 -Diffuseur ClSA - 
OxygCne 

Fig. 43 - Évolrctior~ des coi~ceittrntions eri oxygène dissous fors du bntciz 5. 

La concentration en haut de colonne est quant à elle légèrement inférieure à 7 mg/l ce 
qui coïncide avec le batch 4. Les diminutions des valeurs sont très inférieures à celles 
déjà notées, celle du bas restant très forte et jamais inférieure à celle du haut 
contrairement aux observations précédentes (minimum de 6,8 mg11 comparé à 0.5 mgIl 
pour le batch précédent). La valeur minimale en haut de colonne est légèrement 
supérieure à 3 mgll, valeur correspondant approximativement k la valeur minimale du 
batch 4 (3,5 mgll). Une très légère stagnation est observée en haut de colonne après 
13 jours de biolixiviation. Un changement de pente après 5 jours de biolixiviation laisse 
supposer une phase de latence. Ces différences de profils peuvent avoir deux 
explications possibles. Soit le diffuseur assure un meilleur transfert de gaz et donc 
permet de s'affranchir de la limitation par l'apport d'oxygène d'où des concentrations en 
oxygène plus élevées et des pentes plus faibles, soit le transfert est moins bon eWou les 
bactéries moins actives, ce qui engendre une consommation d'oxygène moins 
importante aboutissant au même résultat. 

Les courbes cle densité (fig. 44) ont la même allure que celles des batchs précédents 
mais les cinétiques sont moins rapides. Notamment en ce qui concerne les pourcentages 
de solide, la différence entre le bas et le haut reste assez marquée même au-delà de 
16 jours ce qui n'était pas le cas pour les batcbs précédents. Cette différence est liée à la 
faible diminution du taux de solide en bas de colonne durant les premiers jours, pouvant 
être expliq~iée soit par un défaut d'homogénéisation du solide soit par une croissance 
bactérienne plus faible. Le tableau 16 récapitule les valeurs des taux de solide en début 
et fin de batch. 
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1 
Biolixination cdonne - 20% solide Air 1000 l h  - Diffuseur CISA - 

Densité -- 
-densité haut 
-densité hs 
-densité liq haut 

densite liq bas 
densité sol haut 

-densité sol bas 
--%solide haut 
-%solide bas 

Temps (h) 

Fig. 44 -Évolution des densités lors du batch 5. 

1 Bas de colonne 1 Haut de colonne 
Densité -..t-- :-:+:-ta 1 1 în7 1 1 ?<>O 

Densité 1 
Densité 

Taux de solide final 

pui,,s i i i i r ia i r  

liquide initiale 
solide initiale 

TabL 16 -Récapitulatif des taux de solide en début et JNl de batch 5 

,,,YI 

1.03 1 
4,486 

: pulpe fmale 1 - 

1,324 1,317 
liquide finale 1 1,213 1 1,214 

En fin de batch, les densités de solide sont plus élevées et celles de liquides le sont 
moins que pour les batchs 3 et 4. Ceci laisse supposer une moins bonne oxydation du 
solide et confirme les cinétiques plus lentes déjà observées dues en majeure partie à la 
phase de latence initiale. 

1>1<)0 

1,032 
4,112 

: solide initial 27,6 % 

solide finale 1 3,107 

3.6.2. Évolution des concentrations 

15,l % 

2,96 

Seuls sont présentés dans la figure 45, les résultats concernant le cobalt ; les autres se 
trouvant en annexe 4. Contrairement au batch précédent, une phase de latence de 5 à 
6 jours précède l'augmentation de la concentration de cobalt. Cette phase de latence est 
expliquée par la N fraîcheur D de I'inoculum (cJ: paragraphe 3.6.1). 
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Biolixisistion colonne -20% solide Air 1000 Il11 - Diffuseur ClSA - 
Cohnlt 
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+Co bas (mgil) 
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Temps (1:) 

Fig. 45 - Évolution des cottcentratiorzs ett cobalt lors du batch 5. 

3.6.3. Autres résultats 

L'OUR a é ~ é  mesurée à partir de i'analyse des gaz (fig. 46). Ne possédant pas la valeur 
de la pression en bas de colonne, celle-ci a été estimée égale à celle du batch précédent 
(mêmes débits de gaz et de liquide). Néanmoins les valeurs obtenues sont assez faibles 
et peu représentatives de la réalité (maximum de 500 mg/l/h voire des valeurs plus 
faibles) explicables par une sous-estimation de la perte de charge certainement plus 
grande au travers du mélangeur statique. Les valeurs n'ont pu être comparées à celles 
calctilées avec les concentrations en oxygène dissous dans la mesure oii le kLa n'avait 
pas été déterminé au préalable. 

Bioliiintion coloiiiic - 20% solide Air 1000 1/11 -Diffuseur CISA - 
OUR 

+OUR (gaz) (iiigii/i~j 

0 50 100 150 200 250 300 350 100 450 500 

Temps ( h )  

Fig. 46 - Évolt~tion de POUR lors (lu bntcli 5. 
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Un bilan de matière a été réalisé au moyen du logiciel BLCO en prenant en compte la 
totalité de la pulpe initiale et la totalité de la pulpe finale. La reconstitution des données 
et les bilans cohérents fournissent les résultats finaux exposés dans le tableau 17 ainsi 
que les rksultats détaillés en annexe 6. 

Densité 1,031 1,213 
3 072 

S a (  27.6 

Initial 1 Final 
Liquide 1 

Solide 

Co (52) 
Fe (%) 38.2 

27.8 

Masse (kg) 1 2236 

Tabl. 17 - Bilait de matiére sur le bntch 5 ponr IR totalité de la prdpe. 

27,54 

Ces résultats correspondent à 69 % du cobalt initialement dans le solide libéré, 67 '% 
du fer et 59 % du soufre oxydé. 

Une étude minéralogique donne les pourcentages des espèces minérales suivants : 

- Pyrite 27 % ; 

-Gypse 71 % ; 

- Quartz, feldspath, jarosite 2 % ; 

- Illitelmicas infratraces. 

Le pourcentage de pyrite restant (correspondant à 73 % de pyrite oxydée) est supérieur 
au pourcentage de soufre oxydé. Le principal porteur de fer est toujours la pyrite, 
d'aulres espèces minérales en contiennent également comme la jarosite et les minéraux 
coinrne l'amphibole ou illitelmicas. 

3.6.4. Suivi des populations bactériennes 

a) Évolution de la concentration bactérienne dans la phase liquide 

L'évolution de 1;i population bactérienne totale en suspension dans la phase liquide est 
donnée par la ligure 47. 
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Fig. 47-  Botch 5 : évolution de ln concenfrntion bactérienne totale (Inns In 
pltase licpidc. 

Une phase de latence de 4-5 jours, due à un mauvais état physiologique de l'inoculum, 
précède la croissance bactérienne. Les effets de cette latence sur les autres paramètres 
du batch ont dejà été décrits. La concentration bactérienne maximale est plus faible que 
lors des batchs 3 et 4. 

b) Suivi qualitatif et semi-quantitatif des espèces en présence 

Seul I,epfospiriIIum a été détecté dans I'inoculum par analyse SSCP. Ce phénomène a 
dejà été observé lors du batch 3 .  11 semble que Lepiospirillirm résiste mieux que les 
autres espèces à la conservation en conditions non favorables. L'évolution des 
proportions de Lepfo~pirillz~rn et î: cnldus dans la phase liquide est comparable à celle 
des batchs précédents (fig. 48) : un développement rapide et important de T. cn1dtt.s est 
observé en début d'expérience, puis la proportion de T. caldrrs diminue au profit de 
Leptospirilhm. 

La population associée à la phase solide est presque en totalité constituée de 
Leptospirilllli~m. St~lfobncilhs n'a pas du tout été détecté au cours du batch 5. Ce 
phénomène est certainement lié à deux facteurs . 

- le batch 5 en colonne a été inoculé avec le RPA batch 4. Or, S11Ifobacil1ir.s s'était 
moins bien développé dans ce réacteur que dans la colonne ; 

- I'inoculum du batch 5 a été conservé une semaine dans le RPA, dans une phase 
stationnaire de fin de croissance Les contraintes de cisaillement ont pu achever 
d'éliminer tes Szrijiibacr1le.s qui étaient dejà dans un mauvais état physiologique. 
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Fig. 48 - Batcli 5 : suivi par SSCP des populi~tioiis bactérienrres eri suspcnsion 
dam la pltase Iiqrtide oit associées arc solide. 

Cependant, il faut rappeler q ~ ~ e  l'analyse SSCP ne détecte pas les espèces très 
ininoriiaires : à deux reprises 7: caldus n'a pas été mis en évidence dans I'inoeuluin, 
dors que son développement en début de batch a toujours été rapide. Il est donc 
possible que StiiJobacillu.s ait été présent durant le batch 5, mais en très faible 
proportion. 

La comparaison des deux méthodes de quantification de Leptospirillurn dans la phase 
liquide (fig. 49) révèle cles divergences notables dans les échantillons de «fin de 
croissance » : inoculum et fin de batcli 5. Ces divergences sont certainement liées aux 
propriétés de Leptospirillum dans un  milieu très oxydé : cette bactérie présente alors une 
morphologie atypique ou produit bcaucoup de mucus. Les cellules forment alors des 
agrégats. 

3.7. COMPARAISON ET SYNTHÈSE DES RÉSULTATS 

Les comparaisons ont été réalisées entre les batclis 3, 4 et 5 qui correspondent à 
l'utilisation d'un même lot de pyrite et approximativement d'un même taux de solide. 
Les valeurs les plus intéressantes à comparer concernent les vitesses maximales de 
libération du coball. Néanmoins, ces vitesses peuvent être obtenues par des méthodes 
différentes fournissant des valeurs différentes. L'important reste l'ordre de grandeur et 
le positionnement de ces valeurs les unes par rapport aux autres. 
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Fig. 49 - Butch 5 : évolutiou dc la prvporiivn (le LepiospiriIles analysée par 
SSCP ou micrvscopic optique cIuns la phase Iiqui~Ie 

3.7.1. Rappel des principaux résultats 

Dans le tableau 18 sont reportés les principaux résultats expérimentaux acquis lors des 
batclis 3, 4 et 5 ; à savoir : la durée de i'expériencs le taux de solide moyen, le 
pourcentage dc cobalt libéré en fin de batch, la concentration minimale d'oxygène 
dissous obtenue et la valeur maximale de I'OUR. Ces valeurs permettent de comparer 
les évolutions de la biolixiviation selon le batch. 

Tabi. 18 - Récupilulatifdes principaux rLisulirrls (les buiclts 3, 4 et 5. 

Le pourcentage de libération du cobalt en fin de batch est plus l'aible pour le batch 5 à 
cause de la phase de latence importante (5 jours) et de la courte durée de l'expérience 
(18 jours). Les valeurs de I'OUR sont approximatives à cause du probiéme de la mesure 
de la perte de charge mais donne une bonne idée de l'activité bactérienne. 

Les deux graphiques suivants présentent une comparaison des concentrations en cobalt 
(iig. 50) et en oxygène dissous (fig. 51) pour les batchs 3 , 4  et 5. 
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Une observation frappante est la quasi-similitude des cinétiques, les courbes ne soii: qsr 
légèrement décalées. Cela tendrait à dire que les principes de mise en œuvre sont peu 
déterminants. Une limitation d'un autre ordre que l'agitation est prépondérante en batch. 

Comparaison des concentrations en cobait 

3500 

3000 

2500 

- 2000 z. 
6 1500 

1000 

500 

O 
O 50 100 150 200 250 300 350 400 450 500 550 600 

Ternos 01) 

Fig. 50 - Comparaison des concentrations en cobalt des batchs 3 , 4  et 5. 

La phase de latence est nettement plus marquée sur les courbes du batch 5. La 
concentration initiale en cobalt est plus faible pour le batch 3 (inoculation avec le batch 
2 qui contenait beaucoup moins de cobalt contrairement aux autres qui sont inoculés 
avec des lots contenant plus de cobalt). Les cinétiques de libération du cobalt des batchs 
3 et 5 semblent quasi-identiques après la phase de latence du batch 5 et le rattrapage du 
batch 3. Celles du batch 4 et du réacteur parfaitement agité également semblent 
légèrement supérieures aux précédentes (ceci sera confirmé dans le paragraphe 
ultérieur). 

Les profils d'oxygène dissous sont quant à eux similaires pour les batchs 3 et 4 avec des 
concentrations légèrement inférieures pour le batch 3, laissant supposer une limitation 
par le transfert d'oxygène. En ce qui concerne le batch 5, la courbe de la concentration 
d'oxygène dissous en haut de colonne est similaire aux autres ce qui n'est pas le cas pour 
celle du bas. Cette observation prouve l'influence du distributeur de gaz sur la diffusion 
de l'oxygène et sur la perte de charge. Au cours de la montée dans la colonne, la 
coalescence des bulles jouant un rôle important sur la diffusion et la pression étant 
identique en haut de colonne (pression atmosphérique), il est compréhensible d'avoir 
des courbes relativement similaires. 
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Comparaison des conceniraiions en oxygène 

-4.- - [OZ] tas (3) (mg) 

Temps (h) 

O 50 100 150 200 250 300 350 400 450 500 550 600 

Fig. 51 - Comparaison des concentrations en oxygène dissous des batchs 3,4 et 5. 

3.7.2. Obtention et comparaison des vitesses maximales de libération du 
cobalt 

Trois méthodes pour déterminer la vitesse maximale de libération du cobalt ont été 
utilisées dans cette étude, ces méthodes sont explicitées ci-après. Les valeurs obtenues 
sont comparées méthode par méthode et pour une même méthode batch par batch. 

La première méthode consiste à enlever les points du début et de la fin du batch des 
graphes fournissant la concentration en cobalt en fonction du temps, puis à linéariser les 
points restants. La. pente de la droite fournit dors la vitesse de libération du cobalt qui 
est supposée constante sur cette partie de courbe et correspondant à la vitesse maximale. 
Ces linéarisations sont exposées en annexe 7. 

La deuxième méthode est basée sur la forme des courbes donnant le pourcentage de 
cobalt libéré en fonction du temps. Ces courbes sont des sigmoïdes. En se basant sur les 
équations de Pinches et coll. (1988) et en considérant le rapport du pourcentage de 
cobalt libéré sur le pourcentage de pyrite oxydée constant (fig. 52) on en déduit : 

avec r la vitesse de libération du cobalt en h-', R la vitesse en glh, MC01 la masse de 
cobalt initial dans le solide, %Co le pourcentage de cobalt libéré à chaque instant et 
%COM celui maximal. En résolvant cette équation différentielle, on obtient: 
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où (%Co)" représente le pourcentage de cobalt libéré initial. En modifiant cette 
équation, il vient : 

dont la représentation graihique est une droite dè pente k. ' ~ a  vitesse masirnale est 
obtenue lorsqt~e le pourcentage de cobalt libéré vaut le pourcentage de cobalt maximal 
divisé par 2, soit : 

Pour avoir la vitesse en rnglllh il faut multiplier par la masse de cobalt initial dans le 
solide et diviser par le volume de liquide à ce point maximal d'où 

1.6 

1.4 

1.2 

1 
O 

$ 0.8 

0.6 

0.4 

O.? 

0 

Fig. 52 - Po~rrcerttnge de cobalt présent en fonctiolt riri pourcentage de pyrite bits le 
solide. 

En ce qui concerne la troisième méthode, il s'agit de dériver expérimentalement point 
par point la courbe donnant la concentration en cobalt en fonction du temps et de 
prendre la valeur maximale. Néanmoins, les points étant très souvent disparates, il a été 
choisi d'éliminer la plus grande valeur (bien souvent largement au-desst~s des autres) et 
de ne prendre que la deuxième valeur la plus importante. L'ensemble des résultats est 
présenté en annexe 7. 

La figure 53 récapitule les vitesses maxiniales obtenues par les diîférentes méthodes 
pour les batch 3 ,4  et 5 ainsi que pour les réacteurs parfaitement agités de 2 et 20 1. 
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Fig. 53 - Compnraison des vitesses maxill~~les de libération du cobalt 

Pour chaque batch, les vitesses obtenues par la troisième méthode sont supérieures à 
celles de ia deuxième méthode, ces dernières étant supérieures à celles de la première 
méthode. Néanmoins, pour chacune des méthodes, les vitesses obtenues pour le batch 4 
sont plus importantes que celles du batch 5 qui le sont plus que celles du batch 3. Les 
vitesses du réacteur parfaitement agité de 20 1 sont quasi identiques à celles du batch 4. 

Pour conclure. lorsclue la vitesse de gaz est augmentée dans la colonne à bulles (passage 
de 650 Vh à 1000 @II), la vitesse de libération du cobalt est augmentée. Les conclusions 
quant à l'utilisation du mélangeur statique sont difficiles à énoncer dans la mesure où 
l'inoculum ayant servi pour cette expérience n'était pas de bonne qualité. Les résultats 
sont toutefois encourageants (valeurs de vitesses presque identiques aux valeurs 
maximales obtenues pour le batch 4) et laissent supposer des vitesses de libération du 
cobalt relativement importantes en utilisant un inoculum de bonne qualité. 

3.7.3. Suivi des populations bactériennes 

a) Populations bactériennes totales en suspension dans la phase liquide 

L'évolution des populations bactériennes totales en suspension dans la phase liquide est 
donnée par la figure 54. La meilleure croissance bactérienne a été obtenue au cours du 
batch 4. Le développement des bactéries a été nettement plus lent et quantitativement 
plus faible lors du batch 5 que pour les batchs 3 et 4. Cependant, si la phase de latence 
observée au début du batch 5 a sensiblement retardé la libération du cobalt en solution, 
la vitesse de lixiviation ne semble pas avoir été fortement affectée (cf: chapitre 3.7.2). 
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Fig. 54 - Cotitparuisort de trois bntclts en colortire : évolrttiott des coticeirtrntions 
bnctérieitnes totnles ert sitspertsiott riuns In pltnse liquide. 

6) Suivi qualitatif et semi-quantitatif des espèces en présence 

L'analyse SSCP des espèces en présence au cours des baichs 3 ,4  et 5 a mis en évidence 
certains phénomènes reproductibles ou persistants, et d'autres plus versatiles. Les deux 
processus les plus constants sont l'évolution des pourcentages de Leptospirillurn et 7: 
ca1rlir.s en suspension dans la phase liquide. En effet, toutes les valeurs de pourcentage 
obtenues pour ces deux paramètres constituent deux courbes cohérentes (fig. 55 et 56). 
Leptospirillunz est majoritaire dans I'inoculum. Au cours des premiers jours du batch, 
Leprospirillurn devient très minoritaire et T. cullirs représente plus de 80 % de la 
population en suspension dans la phase liquide. Par la suite, le potrrcentage de 
Leptospirillirnl augmente jusqu'à représenter environ 80 % de la population, et la 
proportion de 7: caldus diminue. Ce phénomène est en parfaite cohérence avcc les 
résultats obtenus lors de précédentes études (Battaglia-Brunet et ul., 1998) et qui avaient 
montré que le pourcentage de leptospirilles, dans la phase liquide, augmentait avcc le 
taux d'oxydation de la pyrite. 

Les pourcentages de Leptospirillirn~ et T. culdiis associés au solide évoluent peu au 
cours des batchs (fig. 57). Leptospirillurn est la principale espèce fixée sur les particules 
solides (minerai et précipités). T. caldics n'est généralement présent qu'en faible 
quantité dans la population associée au solide. Norris el ni. (1987) ont observé que 87 % 
des cellules de L. ferrooxidar~s en culture pure sur pyrite sont associées au solide. Dans 
les mêmes conditions expérimentales, seulcmenL 7 % des cellules de T?iiiiohacillzi.s 
jirromidnns sont fixées. 
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Fig. 55 - ~ w i u t i o n  du pourcentage rie Ecptospirillum rn suspension dans ia phase 
liquide au cours iics hufchs. 
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Fig. S7- Évolutioti desproportions de 1,eptospiriftttm ct T. caldus associés R laplrnsc 
soli& au cours des batchs. 

Le comportement de Str(Sobacil1rrs est beaucoup plus versatile que celui des deux autres 
espèces. Absent dans le batch 2, il apparaît au cours du batch 3, et n'est plus détecté 
dans le batch 5. Toutes les données concernant les proportions de SulfobaciIItrs dans la 
phase liquide et associé a la phase solide sont rassemblées dans la figure 58. Cette 
représentation révèle deux tendances : 

- la proportion de Su~obucil1~1.s augmente en fin de bateh ; 

- cette espèce est généralement moins présente dans la phase liquide que sur la phase 
solide. 

II a dtiji été remarqué (p. 62) que le développement de Sztifobncilltis est plus important 
dans le réacteur colonne que dans le RPA. Il est possible que cette espèce soit sensible 
aux forces de cisaillement imposées par le mobile d'agitation du RPA. 

Les représentants du genre Szrljobucillzi.~, au même titre que 7?~iol1acilliis ferrooxidmzs, 
utilisent à la fois le soufre et le fer ferreux comme sources d'énergie (Barret et ai., 
1993). Cette espèce est donc en compétition avec 7: caldirs pour le soufre, et avec 
Lep~ospirilium pour le fer. Certains indices suggèrent que, dans le cas de la présente 
expérience, elle soit davantage en compétition avec Lrpiospirilium qu'avec 1: caidrrs. 
En effet, comme Leptospirilltrm, elle est plus présente sur le solide que dans la phase 
liquide et semble se développer en fin de batch. Par ailleurs, durant le batch 5, sa 
disparition semble avoir été compensée (en terme de proportion) par un accroissement 
de la quantité de Leptospiriilrcm. 
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Les proportions des differentes espèces dans la pulpe totale, au cours des différents 
batchs, sont rassemblées dans les figures 59, 60 et 61. Les tendances révélées par ces 
figures sont le reflet des contributions respectives des phases liquide et solide : 

- la proportion de LepfospiriII~~tn diminue en début de batch, puis augmente ; 

- la proportion de 7: cu1dr.s croît rapidement en début de batcb, puis diminue ; 

- la proportion de S~dfobacillzrs augmente au cours des batchs 3 et 4, mais nettement 
plus dans le réacteur colonne que dans te RPA. 

En valeurs absolues, les proportions de LeptospirilIi~m les plus élevées (en excluant les 
valeurs des inocula) sont obtenues lors du batch 4 en RPA et lors du batch 5, c'est-à- 
dire quand Srrlfobacilli~s est peu présent (fig. 59). En contrepartie, les proportions de 
LtptospiriZlum les plus faibles correspondent au batch 4 en colonne, qui a été 
particulièrement favorable pour Sulfobucilirrs. Ces résultats semblent consolider 
l'hypothèse selon laquelle J,eplospMl/rrni et Srrlfol>ucillz~.v seraient en compétition pour 
le substrat ~ e " .  

11 est aussi intéressant de noter que les proportions les plus élevées de 7: culdics ont été 
obtenues au cours du batch 4, particulièrement performant en terme de vitesse de 
biolixiviation (fig. 60). 

De façon générale, les analyses SSCP effectuées sur la population totale fournissent 
moins d'information que celles portant respectivement sur les phases liquide et solide. 

Fig: 58 - Évolutiun (les propoPliuns (le St~lfubacillus en suspension ,hm In plrr~se 
solide ou nssucié riu solide au cours des hilchs. 
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Les comptages par microscopie optique sont généralement en concordance avec les 
évaluations semi-quantitatives obtenues par SSCP, ce qui renforce la validité de cette 
dernikre méthode. 

O 5 ta 15 

Temps (Jours) 

Fig. 59 - Évolution des proportions de Leptospirillum dans la pulpe totale au cours 
des batclu: 

Fig. 60 - Évolution des proportions de T .  ealdus dans Ia pulpe totale au cours des 
batclrs. 
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Fig. 61 - Évolution riesproportiot~s dc Srrlfobrcitlus r h s  In pu@ totale au cours des 
balchs. 
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Conclusion et perspectives 

9 un des buts de cette étude était de montrer la faisabilité de la biolixiviation de 
minerais sulfurés dans une colonne à gaz et liquide porteurs. 

Dans un premier temps, une étude du réacteur en l'absence de réaction a permis de 
déterminer un certain nombre de paramètres utiles pour l'interprétation des résultats. Les 
rétentions gazeuses ainsi que les pertes de charge ont été mesurées pour différents débits 
de gaz. En ce qui concerne l'écoulement des phases, des expériences de traçage au 
chlorure de lithium ont démontré que le liquide circulait comme dans un réacteur 
parfaitement agité (temps de séjour = temps de passage). Les distributions axiale et 
radiale du solide le long de la colonne n'ont malheureusement pas été étudiées. 
Quelques études ont permis de trouver l'ordre de grandeur du coefficient de transfert de 
l'oxygène dans ce type de réacteur (entre 3 et 4 x 10.' S.' pour des vitesses superficielles 
de gaz comprises entre 0,02 et 0,035 m.s"). 

Les expériences menées lors des batchs successifs ont ensuite prouvé qu'il était possible 
d'envisager la biolixiviation dans ce type de réacteur. Les vitesses de libération du 
cobalt, utilisées comme indicateurs des cinétiques de réactions, ont été calculées pour 
les différents batchs. Ces vitesses sont d'autant plus grandes que la vitesse superficielie 
de gaz est élevée ce qui laisse supposer une limitation par le transfert d'oxygène. Des 
expériences avec des débits d'air plus grands devraient être menées pour déterminer la 
vitesse de gaz à partir de laquelle le transfert ne semble plus limitant. L'utilisation d'un 
système constitué d'un mélangeur statique pour la distribution du gaz est très 
encourageante puisque, malgré la faiblesse de I'inoculum utilisé, la vitesse de libération 
du cobalt dans le dernier batch est du même ordre de grandeur que sans mélangeur. 
D'autres campagnes de mesures en discontinu sont à faire pour déterminer les 
meilleures conditions opératoires applicables en mode continu. Enfin le passage du 
régime batch au continu permettra une évaluation plus proche des conditions réelles 
d'utilisation de ce procédé. 

Au cours du présent pmjet, l'utilisation de techniques de biologie moléculaire a révélé 
POLK la première fois la composition exactc de la population mixte utilisée au BRGM 
depuis plus de dix ans pour la biolixiviation de la pyrite cobaltiferc. L'inventaire et le 
séquençage de l'ADN 16s issu des échantillons de biolixiviation montre que trois 
espèces sont piesentes dans cette population : Leptospirilltun ferrooxidans, une souche 
apparentée à Thiobacillus caldus et une bactérie apparentée à Sulfobacilltrs 
therniosirljidooxidans. 

Par ailleurs, la technique SSCP, relativemcnt peu coûteuse, permet de suivre l'évolution 
dcs proportions des différents organismes composant la population bactérienne au cours 
des expériences. Avec cette méthode, il a enfin été possible d'accéder de façon semi- 
quantitative et qualitative (distinction entres espèces) aux proportions de bactéries fixées 
ou en suspension dans la phase liquide. 11 s'agit d'un progrès très significatif pour le 
suivi microbiologique des opérations de biolixiviation. 
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Les résultats obtenus en quelques mois d'expérience décrivent l'évolution de la 
population bactérienne au cours du processus d'oxydation de la pyrite cobaltifere. Les 
deux espèces Leptospirillzrn~ ferrooxidni~s et T. culdi~s sont toujours présentes dans les 
échantillons. Leur comportement est approximativement le même au cours des batchs 
successifs. Dans la phase liquide, T. cnldus se développe rapidement en début de batch, 
avant d'être progressivement supplanté par Leptospirillzrnt. Au niveau de la phase 
solide, l'espèce majoritaire est Leplospirilltrin, alors que T. caldtrs représente moins de 
20 % de la population fixée. L'espèce apparentée à Stiifohnciliz~s est plus versatile que 
les dcux autres. Cette bactérie semble se développer plutôt en fin de batch, et pourrait 
êtrc davantage en compétition avec Lep/ospirilltrrn qu'avec T. cald~is. Son 
développement est plus important dans le réacteur colonne que dans le réacteur 
parfaitement agité (RPA), au niveau duquel les contraintes de cisaillement sont fortes. 
Le type de réacteur utilisé pour la biolixiviation poiii-rait donc avoir une influence non 
négligeable sur la composition de la population bactérienne réalisant la biolixiviation. 
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Résultats du batch 2 
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Résultats du batch 3 
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Biolixiviation colonne - Batch 3 - % libération 
120% 

100% 

a 
a 80% S 
# 

60% 
'u 
E 
P a 40% *%ex* s -e % défaut 

20% I 

0% 

O 100 200 300 400 500 600 



Etude de la biolixiviation de minerais sulfur6s dans une colonne d gaz et liquide porteurs 

ANNEXE 3 

Résultats du batch 4 



Etude de la biolixiviation de minerais sulfurés dans une colonne à gaz et liquide porteurs 

Biolixiviation colonne - 20% solide Air 1000 Vh - pH / Eh 

TWPS *) 

Bioliriviation colonne - 20% solide Air 1000 Vh - Orygéne 

---ru 

1 Bioliviation colonne - 20% solide Air 1000 Vh - Bactéries 



Etude de la biolixiviation de minerais sulfurés dans une colonne à gaz et liquide porteurs 

I Biolixiviation colonne - 20% solide Air 1000 Ilh - Cobalt 

*Co bas ( m a )  
&Co haut ( m g )  
t Co RFA (mgil) 

Biolixiviation colonne - 20% solide Air 1000 Vh - Fer 

100 7------- ---7 M% 

90 -c FcT bas (gn) 18% 
+ FeT haut (g4) 

80 + FeT WA (g/l) 16% 
+ F a +  bas (gll) 

70 -*r- Fez+ haut (gil) 14% 

60 4 Fez+/ FeT bas 12% 

50 -+-Fa+/ FeT haut 
-FsZ+/ EST RPA 10% 

40 8% 

30 6% 

20 4% 

10 2?/. 

O 0% 

Bioüxiviation colonne - 20% solide Air 1000 Vb - Sulfates 

-+-SO42- bas (gll) 
+ S042- haut (gn) 
-A- S042- WA Wl) 



Etude de la biolixiviation de minerais sulfurés dans une colonne à gaz et liquide porteurs 

Bioüxiviation coiome - 20% solide Air 1000 Vh - Densité 
40% 

+densité haut 
+ deisité bas 
+ dasité liq haut 35% 
e d a s i t é l i  bas 
+densité SA haut - 30% 

densité sol bas * %dide haut 
25% 

E 
20% $ 

e 
15% 

10% 

Biolixiviation colonne - 20% solide Air 1000 yh - OUR 

O 50 100 150 200 250 300 350 400 450 500 

Temps O) 

Bioüxiviation c o l o ~ e  - Batch 4 - % libération 



Etude de la biolixiviation de minerais sulfures dans une colonne a gaz et liquide porteurs 

ANNEXE 4 

Résultats du batch 5 



Etude de la biolixiviation de minerais sulfurés dans une colonne à gaz et liquide porteurs 

BioliUviation colonne - 20% solide Air 1000 Uh- Düïuseur CISA - pH I 
Eh 

+pH bas +pH haut *Eh bas (mV) +Eh haut (mV) 

B i o l i a t i o n  colonne - 20% solide Air 1000 yh - Diffuseur CISA - 
Oxygène 

11 40 

10 
35 

9 

8 30 

7 25 

6 
20 

5 

4 15 

3 -c 1021 bss (md) 
+ 1021 but (mgIl) 

10 
2 

-ic To bas (OC) 
1 + To haut (OC) 5 

Biolixiviation colonne - 20% solide Air 1000 Vh - Diffuseur CLSA - 
Bactéries 



Biolixiviation colonne - 20% solide Air 1000 iib - Diffuseur CISA - 
Cobalt 

3500 1----- -_-- 
3000 - 

+Co bas (mdl) 
2500 - - c C o  haut (mdl) 

2000 - 

1500 - 
1000 - 

500 

Biolixiviation colonne - I !O% solide Air 1000 iib - Diffuseur CISA - 
Fer 

100 -- 50% 

90 45% 

80 *FEZ+ bas ( a )  
+Fa+ haut (gll) 40% 

70 -P-P.%?+/ FeT bas 35% 

60 

50 % 
40 $ 20% 

30 15% 

20 10% 

10 5% 

O no/. 

Bioliviation colonne - 20% solide Air 1000 Vh - D i s e u r  CISA - 
Sulfates 

400 

360 - 4 S 0 4 2 -  bas (gjl) 

320 - +S042- ha* (a) 
280 - 

240 - 
ç 200 - 



Etude de la biolixiviation de minerais sulfurés dans une colonne à gaz et liquide poiieurs 

1 

1 Biolixiviation colonne - 20% solide Air 1000 Vh - Diffuseur CISA - 
Densité 

-c daisité haut 
+dwité bas 
-U- b i t é  iiq haut 

+%olide haut 
-%solide bas 

O 50 100 150 204 150 300 350 400 B O  

Temps @O 

Bioliviation colonne - 20% solide Air 1000 Vb - Diffuseur CISA - 
OUR 

600 - 
500 - 
400 - 

300 - 

zoo 2 

100 - 

O ,  

i 
j 
I 

i 
O 50 100 150 ZOO 250 300 350 400 450 500 

T e w  (h) 

I Bioliviation colonne - Batch 5 - % libération I 



Etude de la biolixiviation de minerais sulfurés dans une colonne à gaz ef liquide porteurs 

ANNEXE 5 

Résultats d'anaiyse 



Etude de la biolixiviation de minerais sulfurés dans une colonne à gaz et liquide porteurs 

Identification _ 

Client i 
BI0LIX.COL.PYRITE. 

Unith - , , ........................ ,. . 
~ o b a l i  LOI 0.01 ! . i l :  

Y. LDS ,O0 : I l i  
0.57 

43.6 

c 0.05 

1.65 
...... ., 

49.9 

LOI : Limite Inférieure de dorabilil8 LOS: L i d e  SupédeurededosaMir# 



Etude de la biolixiviation de minerais sulfurés dans une colonne à gaz et liquide potleurs 

Le 04.FEV.00 BRGM ANALYSE Eludo GlOO3A Demande No 7 0 1 0 0  

Identification --,~. 

I 3 j 
Fin Biolix batch. 2 j 

Unité 
.-:.?.--.-,-.-:-.; :J . .  . . ~ . .  ~ . , . ~ . . .  

Cobalt LOI 20. 
mg'Ke LOS 5000 

2880. 

% 
LOI 0.05 23.7 
LOS IO0 

Soulie lhbre 
% 

LOI 0 . 0 5  c 0.05 
LOS 100 

Sulfates 
35.6 

Soufre lotal 
33.0 



Etude de la biolixiviation de minerais sulfurés dans une colonne à gaz et liquide porteurs 

Cobalt 

Fer 
I 

Soufre libre 

BRGM ANALYSE Etude G1009B Demande No 500137 

' taho 1 

Client MINERAI HEC (4 
Unité 

% 
LOI 0.01 
LOS 100 

% 
LOI 0.2 
LOS 100 

% 
LOI 0.05 
LOS 100 

LOI : Limite inférioura de dorabilité 1~~:iirnicP~upéne"rededosab1iif~ 



Etude de la biolixiviafion de minerais sulfures dans une colonne B gaz et liquide porteurs 

Le 28 FEV.00 BRGM ANALYSE Etude G1042C Demande ND 500304 

Identilicatian ,- - -. .- ...2-. . -- - . 
1 rn N'I Liq bas fin 1 N"2 Liq Iiaut f in 

Unile -- .,._ >...:_::.:.,.:. *. ..: .... ; .-. . ... . , ,..,. . .., , ,.. . ... :. 
Cobali 

Fer 

Fer lerteux 

Fer ferrique 

Suitaies 

gll 
LOI 0.05 
LOS IO0 

2.82 

LOI 0.05 , : i l :  
oll 1::. 8.1 

LOS 100 .. : : / j  . 
. , .. . . . .  

LOI 0.05 i!:!: 
,.:. 

LOS 100 ;::: 
64.5 

. . .  . . 

LOI : Limiic Inl0rieurc de dosabililf LOS; limite Supériun de dosab~Tfé 



Etude de la biolixiviafion de minerais sulfurés dans une colonne à gaz et liquide porteurs 

Le 28.FEV.00 BRGM ANALYSE Etude 610428 Demande No 500303 

Catiurn 

Ideniification ............ < . .- ... .... ., 
t 2 1 Sol bas biolixt 31 1 Sol haut  biolix f3l 

Unit4 1 . .E...? :..- :: 17-.---.-.T7 1 . . . .  

% 
LOI 0.01 19.2 
10s 100 

Cobalt LOI 20. 1 : :  ,. . . . 
mg'Kg 10.7 5000 ::': 

1285. 1240. 
. . . . . . . . . . . . . . . . .  . . . . . . . .  . . 

Fer 
% 

LOI 0.01 :;:; 4.55 5.02 
LOS IO0 ::i: 

Soulre libre c 0.05 < 0.05 

Sulfates 

Soulre iolal 

j..., . . . . . . . . . . . . .  . . 

LOI : Limite Inférieure de dosabiliié LOS: limire SwéR~ure de dosab,Tl# 



Etude de la biolixiviation de minerais sulfurés dans une colonne a gaz et liquide porieurs 

Le 31 MAR110 ORGM ANALYSE Etude G1042E Demande No 500487 Page No 

Cobail nl9Il LOI 10. : 

. . 
fer !JI1 LOI 0.05 :. 

. . 81.0 

. . 

Fer ietreiir dl LOI O 05 6.0 

Fei lerfique 911 LDl 0.05 ' -  75.0 

. . . . 

Suilater 911 LOI 0.05 . . )  
. . . . 1 19.0 
. . 

LOI : LinUle l n l f r i ~ w  de dorabiliid 



Etude de la biolixiviation de minerais sulfurés dans une colonne à gaz et liquide porteurs 

BRGM ANALYSE Et~~dc 610420 Demande N o  500486 Page ND 

ldentificaiion 

Calcium 

Cobalt LOI O01 0.15 O 14 1.55 1.28 

Fer % LOI 0 0 1  4 86 4.87 41.6 34.1 

. . . . . . . . . . . . . . . ...... ~ .... " ....... ~~. ~ . . 
~ o ~ f t c  libre % LDI 0.05 " < 0.05 0.63 0.20 < 

. . 
0.05 

Saufle tolal % LOI O 05 23.0 22 t 48.5 42.5 

LOI : Limite Inférieure de dorahilue 



Etude de la biolixiviation de minerais sulfurés dans une colonne à gaz et liquide porteurs 

Le 04.hlAl UV ORGM ANALYSE Efude G1042G Demando N D  500730  Page N" 

.......... ...... 
i 4 

l u t  hiolix ! Sol Ilau1 dcbutbiolix 

............. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  

Calciuni 15.2 1.23 1.37 

. ,,. ~ 

Cobail 0.42 1.50 1.26 

LOI : Limite inlerieule de d~sabiliff 



Etude de la biolixiviation de minerais sulfurés dans une colonne 3 gaz et liquide porfeurs 

Le 0 4  MAi  00 BRGM ANALYSE Elude G i 0 4 2 F  Demande N' 5 0 0 7 3 7  Pagc No 

~ i i ~ ~ ~  tiqil3sFin8iolix.l5) LiqHuutFinBioiix.l5) LiqbsDébutBi~fixiS) / LiqHauOkhutBialix(S) 
Uniik , LI ,._. .._ .... 1 ... 

. . . . . . . . . .  . . . . . . . . . . . . .  . . . . . . . . . . . . . .  _ __"_,"__i- : .-.-. .- ?....-.?: _.- < _ . _ _ _ _ _ _  
. . 

Cobalt 011 LOI 0.05 : :  
. . 2.85 2.84 

, j 

. . . . . . .  -~ . . . .  ....... . ~ ;~. 
Fer dl LOI 0 . 0 5  : 

. . 77.0 75.9 9.8 10.1 
~. 

Fer Icrreui Oll LOI O 05 5.6 5.6 1.5 1.6 

fer leirique 011 LOI 0 . 0 5  71.4 70.3 8.3 8.5 

.................... . . 
, . 

LOI: Limite lnl&icurc de dosabilil6 



Efude de la biolixiviaiion de minerais sulfurés dans une colonne à gaz et liquide porteurs 

ANNEXE 6 

Bilans de matière obtenus avec BlLCO 



%!P~&OL~!!?$. . - , .~ ~ ~- ~~ .~ ~ . . ~ ~  ~ . ~ .. 
nmparison sheel. 
stimaled values: C:\BILCO\BIOLIX~C\VARCOHER.B1L 
rperimental values: C:\BILCO\BIOLIX-C\COL.BIL 

(kkh3 

[Stream #I Enhrc 1 
[pitase: Liquide 

Estimated Eslimated Experimental Experimental Absolule 

values errors values errors deviation 

i [Quantily / 1011.2627gh 1 f 20.27064% 1 1028glh 1 f 20% 1 -16.737339 

Ratio crilerion Ratio criterion 
Elements Error Error 

1 1 

1 Co 112.48628 mglk i 9.9902415 % 112.4mglk i 10% 0.086280552 

Fe 6.8724412glkg + 10.026557 % 6.9glkg i IO % -0.027558765 

glé Stotal 7.194277 gag i 9.9965555 46 7.2glkg i 10% .W57230139 

U 
Phase: Solide 

Estimaled Estimated Experimental Evpenmental Absolute 

values erfors values errors deviation 

l~uanl i ty  1 232.92129gfi 1 i 13.618504% 1 276gih It 
20% 1 -43.078705 

h " 
Ratio crilerton Ratio criterion 

Elernenls Error + 1 Error 

[phase: Liquide 1 
Esttmated Estlmaled Experimental Expertmental Absolule 

values errors values errors devialion 

3 12384814gh I+ 1477806796 1 1122glh I t  20% 1 11648144 

6 
Ratio criterion Ralio crilerion 

Elements Errar 1 Error 

3O 
2570rnglk t 10% -55.24234 
58.5glkg i 10% 2.4260449 

10 % 0.30762533 

172 j d  
~ Phase: Solide J 

Eslimated Estimaled 
values mors values errors 

Iouanlily 1 199.62722glh 1 i 9.6676083% 

Ratio criterion Ratio criterion 
Elements Error I 



Compaiison Sheet 
~ ... .. .. . . , . ~ ...~ ~~ ~~ 

k i i pa r i son  sheet. 
Eslimaled values: C:iBiLCOiBIOLIX~CIRESULT4.BlL 
Experimenlal values: C:\BILCO\BIOLIX-C\BATCH4EiiL 

Phase: Liquide 
i 

k Estimated Estimated Experimenlal Experimenlal Absolule 
values errors values errors devialion 

24,3 k0, I ~ u a n l i l ~  
( 24.310854 kg 1 4 10.179955% 1 24.79 kg 1 2  10% 1 0.47914614 

J 

Composition Ralio cnlerion 
< 1 Error 

Ralio criterion Error 

0.33346553 gihg t 9.9958657% 0.334gihg t 10 % W053447015 
8.4544218 gihg t 9.9996531 % 8.47 glkg t 10% .0.015578193 
7.3824355 glkg t 15.512662 % 7.66 glkg f 15 % -0.2775645 

/phase: Solide 1 

Eslimated Estirnaled 
values errors 

b3 [ ~ u a n l i i ~  
1 6.3178044% 1 4 8.9065208% 1 

I~ l iase:  Liquide 1 
Estlmaled Esllmaled Experlmenlal Experimenlal Absoluie 

values errors values elrors deviatlon 

25, 1 29.6176391& 4 79336444% 1 2667kg Ir 10% 1 2 9476386 

Composilion Ralio crilerion Error l 1 

U 

Phase: Solide 

Est~maled Esllmaled Experlmenlal Exper~mental Absolule 
values errors values errors devlafion 

( 4 2374751 kg ji 8 8996896% 1 3 9 k g  If 10% 1 O 33747505 

c- Ratio yikfb Error Ratio crilerion 
Composilion 1 Error 

0.1451755840 t 9.9763981 % 0145% i 10 % 00017557936 
4.8739582 % t 9.9628725% 4.865 51 t 10 % .DO89582442 

S04 - 55.4% f - IO "A 55.4 % i 10% O 
.- 

24.821772 51 f 8.8517626% 22.9 % t 10% 1.9217716 

Page # 1 



'compatison sheel. 
j 

Eslimated values C.\BILCO\BIOLIX-C\VARCOHER,BlL 
Experimenlal vaiues: C:\BILCO\BIOLIX-C\BATCH5.BlL 

. 

[Stream #1 

Phase: Liquide 

Estimated Experimenlal Experirnental Absolule Estirnated 
mors values errors devialion values 

22.565346 kg 1 i 10.050847% 22.71 kg t 
10 % -0.14465431 El 6 kq [auaniity 

&4 O34 Ratio criterion Ralio crilerion 
Error Error composition 1 1 

0.3571 1483 ghg t 14.966577 "A 0.357gkg i 159L 00011483195 

9.91 13188ghg t 15.029532% 9.95gkg i 15oL -0.038681 171 

8.93241 75 ghg i 15.1 39932 % 9.03ghg t 
15 % -0.097582523 

59 27,63j/[ 
[phase: Solide 1 

Eslimated Experirnental Experimental Absotute 
Estirnated 

errors values errors deviation 
values 

Q 
1 6.3774869 kg 1 t 8.553249% 1 6.92 kg (i 

10% ( -0.54251307 

J 

Ratio criterion Ratio crilerion 
Cornposition Error Error 

1 1 
1.3848494% t 11.036496% 1.38% t 15 % ,7048494452 

38.18764% t 11.14444% 39.95 % t 15 91 -1.7623599 

3.6% I - 15% 3.6% t 15% O - 
36.639797 "L t 11 538246 % 42.85% t 15% -6.2102028 

- 

k ~ i q u i d e  -1 
Eslimated Experimenlal Experimental Absolute Eslirnated 

errors values errors deviation values 
27.533071 kg t 8.9329157"L 26.67 kg .f 0.86307054 . 

-- -- 
Ratio crilerion Ratio crilerion Error Error 

1 1 
2.5329074gikg t 12.699642% 2.54ghg t 15% -0.701092615 

67.704639 ghg t 12.6W666"L 65.65glhg t 15% 2.0546392 

31.281543 ghg t 13.99435% 

1 
Estirnated Experirnenlal Experimental Absolute 

Esiimaled 
errors values erros devialion values 

2 ((4 E n l i l y  1 5.9259307 kg 1 t 9.1888095 % 1 5.68 kg If 10% 1 0,24593066 

J 
Ratio criter'-- 1 IR: 

Composition 1 
..%IO criterion 

Error Error 1 

3 7 3 %  t 15 % O 

2615% t -- 15% 2 1490895 

Page # 1 



Etude de la biolixiviation de minerais sulfurés dans une colonne à gaz ef liquide porteurs 

ANNEXE 7 

Modélisations cinétiques des batchs 3 ,4  et 5 



Etude de la biolkiviation de minerais sulfurés dans une colonne à gaz et liquide porfeurs 

Bioliviatioli eolo~ine - 211% sttlitle Air 650 Ill~ - Ca11:ilt 

R6sultats exprimés el1 tcrme de I'Cqi~;itinn 



Etude de la biolixiviation de minerais sulfure's dans une colonne à gaz et liquide porteurs 

Biolivistion crilnnne - 20% solide Air 1000 Vl i  - C ~ h d t  

l'rtrps (Ii) 

Co lins (indl) 
i Ca linut (indl) 
A Co RI'A (inC/I) 

Rfsultats cxprimfs cn tcrmc de I'fqiintio~i 

IR 

Ili 

1.1 

12  

111 

X 

li 

4 

2 

Il 



Eiude de la biolixiviafion de minerais sulfurés dans une colonne à gaz et liquide porieueurs 

Rii~lixivi;ition colonnc - 2f1'%, solitlc Air 1001) 1111 - Uifirscur CISA- 

Rési~lt;tts cxl~rimfs  cri tcrmc tlc I'fcliiatinir 

Ternpr (Ii) 

Vitcssc tlc liIvfr;itio~i ili i  coli;~lt 
15 

14 

13 m 
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