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    Porosité de la microsieve 

θ angle de contact (°) 

ρc densité des particules  (kg.m-
3
)  

 

 

 

  



 

 

25 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Introduction Générale 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



Introduction Générale 

 

26 

 

L’Organisation Mondiale de la Santé ainsi que l’Unicef estiment qu’au moins 11% de la 

population mondiale n’ont toujours pas accès à l’eau potable et que des milliards de personnes 

demeurent privées d’installations sanitaires [1]. L’importance de l’assainissement est 

indiscutable : il est crucial pour le développement économique et apporte des avantages 

économiques mesurables [2].  

Les procédés de filtration par membranes, couplant la désinfection à la séparation 

membranaire, sont des techniques de choix qui répondent à cette demande. En effet, les 

progrès constants accomplis par ces procédés en matière de qualité permettent de potabiliser 

l’eau douce et de recycler les eaux traitées sans effet néfaste pour l’environnement.  

Les technologies de séparation par membrane sont également très largement utilisées 

dans d’autres secteurs, en particulier dans l’industrie pharmaceutique, chimique, 

agroalimentaire et biotechnologique. Ces procédés contribuent à l’élaboration des produits et 

permettent de maîtriser leur qualité en assurant leur purification, leur fractionnement, 

l’élimination des germes... Dans ces domaines également, les performances sont encore 

limitées par le colmatage des membranes qui va modifier leurs propriétés en termes de 

productivité et de sélectivité. Ce phénomène est notamment induit par le dépôt, sur la surface 

de la membrane, des particules présentes dans la suspension à filtrer. Il cause la chute du flux 

de filtration et ainsi augmente le coût global du processus de filtration. En effet, les nettoyages 

répétés nécessaires au maintien d’un flux de filtration économiquement rentable et dans 

certains cas de la sélectivité, implique des arrêts fréquents et la diminution de la durée de vie 

des membranes. De plus, ces nettoyages nécessitent également l’utilisation de produits 

chimiques couteux, corrosifs et qui peuvent être néfastes pour l’environnement. Malgré le fait 

que la problématique posée par le colmatage des media filtrants soit ancienne, prévoir et 

optimiser les conditions opératoires du procédé pour le minimiser est toujours d’actualité. 

Ainsi, de nombreuses études expérimentales et numériques ont été réalisées depuis 

plusieurs décennies pour mieux comprendre le phénomène de colmatage dans le but 

d’améliorer les performances des procédés de filtration membranaires. Ces dernières années, 

les industriels ont souhaité se doter d’outils de simulation numérique leur permettant de 

prédire les performances des procédés en limitant ainsi le recours aux essais expérimentaux 

systématiques. Même si l’essor de la CFD (Computational Fluid Dynamics) et l’utilisation de 

techniques mathématiques de changement d’échelle ont permis de développer formellement 

de tels outils, l’étape cruciale reste la prise en compte précise du colmatage dans les modèles. 

En effet les mécanismes se produisant à l’échelle microscopique, tels que l’accumulation de 

particules sur le filtre et le bouchage de pores, se traduisent à l’échelle macroscopique par une 
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augmentation de la résistance hydraulique globale du système filtrant. Il convient donc de 

mieux comprendre le colmatage par une approche multi-échelle afin d’enrichir sa 

modélisation. 

Différentes techniques expérimentales ont déjà été proposées pour analyser la formation 

d’un dépôt de particules et caractériser sa morphologie. Parmi elles, la microscopie confocale 

apparaît comme la plus prometteuse car elle permet une observation in situ et en profondeur 

du dépôt. Au laboratoire d’ingénierie des systèmes biologiques et des procédés, Sandra 

Beaufort (thèse de doctorat 2010) a mis au point une stratégie originale basée sur cette 

technique et utilisant une chambre de filtration munie d’une fenêtre d’observation pour 

caractériser des dépôts purs et mixtes autofluorescents de Saccharomyces cerevisiae et 

Escherichia coli [3]. Cependant, dans ce travail, seules les couches supérieures du dépôt ont 

pu être analysées du fait de la densité et la compacité des structures et de leurs interactions 

avec les signaux lumineux.  

La présente thèse s’inscrit dans la continuité de ces travaux pionniers en concevant et 

développant notamment une chambre de filtration originale et un protocole expérimental 

permettant de caractériser la morphologie de dépôts de particules inertes et biologiques dans 

toute leur profondeur en relation avec leur propriété de transport. Les objectifs de ce travail 

sont : une meilleure caractérisation à l’échelle microscopique (i) des mécanismes de dépôt des 

particules sur le filtre et (ii) de l’organisation de leur empilement pour former un dépôt épais. 

Les paramètres analysés seront : les caractéristiques des particules (taille, forme, inerte ou 

biologique) et les propriétés géométriques de la membrane (taille des pores, distance entre 

pores).   

Ce manuscrit est organisé en six chapitres.  

- Dans le premier chapitre, une synthèse bibliographique des travaux expérimentaux 

et numériques antérieurs se rapportant au colmatage et à la caractérisation des dépôts est 

effectuée.  

- Le contexte précis de cette étude ainsi que la phase de conception du dispositif 

expérimental sont présentés dans le chapitre deux. 

- Le troisième chapitre est consacré aux matériels et méthodes mis en œuvre dans ce 

travail. Le dispositif expérimental ainsi que les particules et les microorganismes mis en 

œuvre, les différentes techniques utilisées qui reposent sur des disciplines différentes telles 

que la microbiologie et la microscopie sont présentés. Les méthodes mathématiques de 

quantification des images obtenues par microscopie confocale sont aussi détaillées. 
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- Le chapitre quatre couple des approches numérique et expérimentale pour qualifier 

la chambre de filtration. 

- L’étude morphologique de dépôts de suspensions pures et mixtes de particules 

inertes et biologiques fait l’objet des chapitres cinq et six.   

- Enfin, la conclusion de ce manuscrit présente la synthèse des différents éléments 

analysés dans ce travail. 
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L’objectif de cette revue bibliographique est de situer cette étude dans son contexte 

général et par rapport aux travaux déjà effectués, de présenter les notions nécessaires pour 

comprendre le comportement des suspensions modèles dans un procédé de filtration et 

d’appréhender les limites de ce travail.  

La première partie est consacrée à la technique de filtration membranaire, ses 

applications, ses avantages, ses limites ainsi que les paramètres influant sur les performances. 

La deuxième partie présente les études dédiées aux simulations numériques de la 

filtration membranaire et de la formation d’un dépôt. 

Enfin, la dernière partie de ce chapitre est consacrée aux différentes techniques utilisées 

pour caractériser le dépôt accumulé sur une membrane en mettant l’accent sur la microscopie 

de fluorescence. 

I.1 Applications des procédés membranaires 

Les techniques membranaires sont largement répandues dans les industries alimentaires, 

pharmaceutiques et biotechnologiques ainsi que pour le traitement des eaux usées et la 

potabilisation de l’eau. Elles sont utilisées dans des opérations de clarification, de 

concentration et de désinfection. Les procédés à membranes présentent plusieurs avantages 

tels que la sélectivité, une surface importante par unité de volume de fluide traité…. De plus, 

les opérations de filtration peuvent être conduites à des températures et à des pressions 

relativement peu élevées ce qui les rend particulièrement adéquates pour des composés 

biologiques fragiles puisqu’elles n’impliquent pas de changement de phase ou d’addition de 

produits chimiques. Cet avantage majeur réduit les risques de dénaturation, de désactivation, 

et/ou de dégradation des produits biologiques [4]. 

Cette partie présente l’importance technologique des procédés de séparation 

membranaires et les enjeux environnementaux au travers de certaines applications courantes 

liées au traitement des eaux, à l’industrie pharmaceutique et aux biotechnologies. 

I.1.1 Traitement des eaux 

Le volume d’eau douce prélevé annuellement à des fins d’utilisation humaine  est de 

3830 km
3
, soit à peu près 600 m

3
 par personne et par an. Au niveau mondial, cela représente 

9% des ressources en eau douce renouvelables [5]. Le secteur agricole est le plus gros 

consommateur d’eau dans la mesure où ces prélèvements représentent environ 70% de 

l’ensemble des prélèvements au niveau mondial, considérant que 10% sont affectés à l’usage 

domestique et 20% à l’industrie [5] (Tableau I.1-1). 
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Tableau I.1-1: Prélèvements d’eau douce par secteur (année 2000) [5] 

 

A mesure que les besoins en eaux continuent à croître, le recours à des approches 

novatrices pour assurer un approvisionnement adéquat et sûr se fait sentir avec une urgence 

grandissante [6]. 

Afin de réduire l’écart entre approvisionnement et demande, les pays où l’eau est rare 

ont été contraints à recourir aux ressources hydriques non conventionnelles pour améliorer 

l’efficience de l’utilisation de l’eau, réduire les pertes et augmenter le recyclage. Ainsi, 

l’utilisation par l’agriculture de ressources en eau de faible qualité, comme les eaux usées 

traitées, est devenue une question pertinente. En agriculture irriguée, ces eaux pourraient 

constituer une ressource précieuse car elles contiennent également des éléments fertilisants et 

permettraient d’assurer un apport constant [7].  

L’assainissement des eaux usées en vue de réutilisation devient, ainsi, un enjeu politique 

et socio-économique [8]. De plus en plus de pays se mobilisent en mettant en place de 

nouvelles exigences et réglementations pour encourager la réutilisation des eaux usées 

épurées (Figure I.1-1). 
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Figure I.1-1 : Volume moyen journalier des eaux usées recyclées en Europe et quelques pays 

de la Méditerranée (données pour les années 2000-2003) [8] 

La sélection puis l’investissement dans des technologies de traitement de l’eau sont, 

aujourd’hui, le résultat d’un processus d’évaluation prenant en compte la protection de la 

santé, la réduction de la pollution, les coûts, la taille de l’entreprise, ainsi que la qualité de 

l’eau selon les fins spécifiques auxquelles elle est destinée. Ces exigences sont principalement 

basées sur la qualité biologique de ces eaux. Jusqu'à présent, la chloration est le moyen le plus 

utilisé pour réduire le nombre des microorganismes pathogènes. Cependant, Cette méthode 

n’a pas d’effet sur la turbidité causée par les composés solides en suspension. En outre, 

l'utilisation du chlore dans les eaux usées induit la formation de produits indésirables et 

dangereux aussi bien pour les humains que pour l'environnement. Face à ces problèmes, des 

technologies alternatives ont été développées telle que l'ozonation ou la désinfection UV … 

L'ozone est un désinfectant très efficace mais la généralisation de son utilisation est limitée à 

cause de la complexité du matériel nécessaire et des opérations de maintenance. Quant à la 

désinfection UV, son efficacité dépend de la turbidité de l'eau et est corrélée à l'intensité et 

l’âge de la lampe UV. Par ailleurs, les rayonnements UV peuvent réagir avec les composés 

aromatiques et les nitrates présents dans les eaux usées et produire des composés mutagènes 

[9]. En plus de ces inconvénients, vu la diversité des pathogènes trouvés dans les eaux usées 

(parasites, bactéries, virus….), il est vraisemblable que tous les microorganismes ne peuvent 

être éliminés avec la même efficacité par ces technologies [10].  

Les technologies de filtration membranaire offrent une alternative à ces processus de 

désinfection. Dans le passé, ces procédés étaient peu développés en raison de coûts 

d'exploitation élevés. Cependant, leur utilisation dans le traitement des eaux usées s'est 
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étendue significativement pendant la dernière décennie en conséquence des avancées 

technologiques et de la diminution des coûts d’exploitation [10].  

Gomez et al (2006) [10] ont étudié l’efficacité de la désinfection par filtration d’une eau 

usée chargée en coliformes fécaux, Escherichia coli, coliphages et œufs de nématodes 

provenant de la station d’épuration de Melilla (Espagne). Ils ont comparé deux macrofiltres 

(filtre à sable sous pression et filtre à disque) et deux procédés membranaires : une 

microfiltration (MF) et une ultrafiltration (UF) de seuils de coupure respectifs 0,2 μm et 0,05 

μm. Les opérations de MF et UF ont permis d’atteindre la rétention des coliformes fécaux et 

d’Escherichia coli de 99,9% et 100%, respectivement. Quant à la rétention des particules 

virales, les procédés de séparation par membrane sont les plus efficaces. En effet, les taux de 

rétention sont de 95%, 99,97%, et 85%, respectivement pour la MF, l’UF et la macrofiltration. 

En outre, des œufs de nématodes sont retrouvés dans les eaux macrofiltrées alors que leur 

concentration est nulle dans celles traitées par les technologies membranaires. Ces œufs sont 

très pathogènes et résistants aux désinfections classiques et à l’irradiation par UV. 

Paraskeva et Graham (2005) [9] ont également montré que quelle que soit la charge 

initiale de l’effluent, l’eau traitée par la MF est exempte de charge bactérienne. De plus, cette 

opération a permis de réduire de 10 à 20% la couleur et de 4 à 5% l’absorbance à 254 nm. 

I.1.2 Industries pharmaceutique et biotechnologiques  

Les techniques de séparation membranaires ont largement intégré de nombreuses 

industries pharmaceutiques et biotechnologiques. Elles sont utilisées pour la récupération de 

molécules et la séparation de particules en suspension : concentration de protéines, 

clarification de suspensions lors de culture cellulaire, stérilisation de liquides pour éliminer 

virus et bactéries… 

Ces technologies sont également adaptées à la production d’antibiotiques tels que la 

benzylpénicilline, l’érythromycine et la médmycine [4].  

L’élimination de virus qui peuvent être présents dans les cultures cellulaires servant à la 

production de protéines [11] constitue également une application importante de la filtration en 

biotechnologie. En effet, le développement de filtres membranaires avec un seuil de coupure 

compris entre la taille des virus et celle des protéines a permis l’élimination de la 

contamination de cultures cellulaires par des parvovirus. Ces derniers sont difficiles à éliminer 

à cause de leur petite taille (un diamètre voisin de 20 nm) et leurs résistances aux traitements 

thermique et chimique [4].  
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Les bioréacteurs à membranes connaissent actuellement un intérêt croissant dans la 

production d’acides aminés, d’antibiotiques, d’anti-inflammatoires, d’anticancéreux, de 

vitamines, d’énantiomères optiquement purs et d’isomère. Grâce au développement des 

membranes synthétiques semi-perméables, ces dispositifs sont des alternatifs aux méthodes 

classiques d’immobilisation. En effet, les biocatalyseurs, comme les enzymes, les 

microorganismes et les anticorps peuvent être compartimentés par une membrane dans le 

réacteur ou encore immobilisés sur ou à l’intérieur de la membrane elle-même [12]. 

L’immobilisation permet l’augmentation de la stabilité du réacteur et l’amélioration de la 

pureté et la qualité du produit. 

De point de vu fondamental, un effort particulier a été porté ces dernières années au 

développement de nouveaux matériaux et modules membranaires présentant de meilleures 

caractéristiques de transfert de matière. Toutefois, le colmatage reste un problème majeur 

pour un grand nombre d’applications. Différentes techniques ont été testées pour limiter ce 

problème par un nettoyage en continu de la surface de la membrane tels que l’utilisation d’un 

débit pulsé de grande fréquence [13], de potentiels électriques, de champs d’ultrasons [14]… 

Cependant, afin de maîtriser le colmatage de manière permanente, il est impératif de bien 

comprendre les différents phénomènes ayant lieu durant sa mise en place aux différentes 

échelles du processus (particulaire, moléculaire…).  

I.2 Synthèse des connaissances sur la séparation membranaire 

I.2.1 Principe 

Les membranes sont des médias filtrants qui jouent le rôle d’une barrière sélective qui, 

selon le diamètre de ses pores, permet de séparer les constituants d’un mélange (alimentation) 

en fonction de leurs tailles en produisant un perméat et un retentât [15]. Le transfert entre ces 

deux phases séparées par la membrane est induit par un gradient de pression (baro-

membranaires) ou un gradient de potentiel chimique (Figure I.2-1).  
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Figure I.2-1 : Principe de fonctionnement des procédés membranaires 

I.2.2 Classification des procédés membranaires 

Les procédés membranaires sont répartis en quatre familles qui se distinguent en 

fonction du seuil de coupure des membranes. Les pores ont une taille décroissante lorsque l'on 

passe de la microfiltration (MF) à l'ultrafiltration (UF) puis à la nanofiltration (NF) et enfin à 

l'osmose inverse (OI). Dans ce dernier cas, les membranes ne sont pas microporeuse, mais 

dense sans porosité permanente et la sélectivité résulte d'un mécanisme de solubilisation-

diffusion.  

Membrane

AlimentationPerméat

Gradient de force motrice
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Figure I.2-2 : Taille des particules et gamme d’utilisation des différentes membranes [16] 

I.2.3 Structure et composition chimique des modules membranaires 

I.2.3.1 Structure 

Les membranes sont généralement commercialisées sous forme de différents types de 

modules composés de plusieurs membranes qui sont structurées et agencées de différentes 

façons. On distingue : le module plan, le module tubulaire et le module spiralé [17]. 

I.2.3.2 Composition chimique 

Les matériaux membranaires sont sélectionnés dans le but d’obtenir une membrane fine, 

résistante, sélective et perméable. Ils doivent, donc, posséder de bonnes résistances chimique, 

thermique et mécanique. On distingue habituellement les membranes organiques et minérales. 

Les microsieves sont des membranes plus récentes, résultant d’un effort particulier porté 

au développement de nouveaux modules membranaires ayant des caractéristiques supérieures 

de transfert de matière. Les récents développements ont permis la fabrication de films très 

minces (≃ 1 µm) avec des pores identiques et un arrangement régulier (Figure I.2-3). La 



Revue bibliographique 

38 

 

géométrie des pores et leur arrangement spatial sont contrôlés via les innovations en 

techniques de lithographie [18]. Ces microsieves sont caractérisées par une faible épaisseur 

qui leur donne une faible résistance à l’écoulement ainsi qu’un flux de filtration important et 

une sélectivité maîtrisée [19]. Actuellement, ces membranes sont utilisées à l’échelle 

expérimentale pour des études fondamentales sur la filtration [20], le fractionnement de lait 

[21], la production d’émulsions stables [22] et la séparation de gaz [23]. 

  

Figure I.2-3 : Observations par microscopie électronique à balayage d’une microsieve 

(A: [20], B:[24]) 

I.2.4 Mise en œuvre des membranes  

I.2.4.1 Conditions d’écoulement 

Les procédés baro-membranaires fonctionnent selon deux modes opératoires en 

fonction du contexte (opération continue ou discontinue) et de la qualité du fluide à traiter. En 

mode frontal (Figure I.2-4 A), la filtration s’effectue perpendiculairement à la surface 

membranaire et, de ce fait, toute la matière pouvant être retenue par la membrane s’accumule 

à sa surface. En mode tangentiel (Figure I.2-4 B), le fluide à filtrer circule parallèlement à la 

surface membranaire et le perméat traverse la membrane grâce à une pression 

transmembranaire. L’écoulement tangentiel permet de réduire la formation du gâteau de 

filtration à la surface de la membrane par les conditions hydrodynamiques générées [4]. Les 

systèmes de filtration frontale sont généralement de configuration plus simple que les 

systèmes de filtration tangentielle. Cependant, leurs performances sont souvent plus faibles.  

A B
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Figure I.2-4 : Modes opératoires en fonction du sens d’écoulement du fluide  

I.2.4.2 Flux constant/Pression constante 

Selon le type de technologie utilisée, le système de filtration peut fonctionner, soit à flux 

constant, soit à pression constante.  

Lorsque la séparation est réalisée à flux constant, les conditions d’écoulement dans la 

membrane sont conservées, en revanche, la différence de pression croit lorsque le colmatage 

lié à l’accumulation de matière s’intensifie.  

Si la filtration est opérée à pression transmembranaire constante, ce qui peut être 

énergétiquement avantageux sur de longues durées, le colmatage réduit irrémédiablement la 

valeur du flux de perméat.  

I.2.5 Transfert de matière et limites du procédé 

Le transfert de matière qui a lieu au niveau de la membrane induit le phénomène de 

colmatage qui reste le phénomène le plus pénalisant de ce procédé. Il a pour conséquences la 

chute du flux, la nécessité d’augmenter la pression transmembranaire, la biodégradation de la 

membrane…..Il induit des coûts d’exploitation et de nettoyage importants [25].  

Durant la filtration d’un solvant, l’écoulement de fluide à travers le milieu poreux 

constitué par la membrane obéit à la loi de Darcy (Equation I.2-1). 

  
 

 
     

 

    
       

  

Équation I.2-1 

Avec : 

J : densité du flux de filtration (L/(h.m
2
)) 

Q : débit de filtration de solvant pur (L.h
-1

)
 

S : surface filtrante (m
2
)  

A B
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PTM : pression transmembranaire (Pa) 

µ : viscosité dynamique du perméat (Pa.s) 

Rm: résistance de la membrane (m
-1

) 

  
  : perméabilité de la membrane ((L/(h.m

2
.Pa)) 

Ce colmatage résultant de l’accumulation de matière à la surface de la membrane se 

traduit par une plus grande résistance à l’écoulement. Ceci peut être modélisé par l’ajout 

d’une résistance à celle de la membrane en se basant sur le principe des résistances en série. 

  
   

         
       

  Équation I.2-2 

   : résistance de la couche colmatante (m
-1

) 

  
  : perméabilité de la membrane en fonctionnement (L/(h.m

2
.Pa)) 

I.2.6 Colmatage lié au dépôt de particules 

L’optimisation de la conduite de l’opération de filtration membranaire dépend 

essentiellement de la caractérisation du dépôt formé et des mécanismes impliqués. Ainsi, 

plusieurs études ont tenté de relier les caractéristiques du dépôt à l’échelle microscopique à la 

performance de filtration (échelle macroscopique). Même si les propriétés internes du dépôt 

sont inconnues, plusieurs auteurs ont tenté d’estimer sa hauteur et sa porosité à partir de la 

quantité de particules déposés [26]. Toutefois, les avancés réalisées dans l’observation in situ 

du dépôt ont montré que la porosité n’était pas uniforme. En effet, Marselina et al. [27]. ont 

identifié trois types de dépôt en fonction de la compacité : stagnant ; expansé et fluide. Un 

gradient de porosité dans l’épaisseur du dépôt a aussi été constaté par Tarabara et al. [28] 

durant la filtration de suspensions monodispersées de particules de 110 nm de diamètre sur 

des membranes de 2 nm de diamètre de pores. L’examen d’une coupe a montré la présence de 

structure stratifiée, composée d’une région dense sur la membrane et une zone plus poreuse à 

la surface du dépôt (Figure I.2-5).  
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Figure I.2-5 : Coupe d’un dépôt de particules de [28] 

I.2.6.1 Rôle des caractéristiques des particules sur les propriétés du gâteau  

L’étude bibliographique montre que les propriétés des particules filtrées, notamment la 

forme, la taille et la charge de sa surface jouent un rôle non négligeable sur la conduite du 

processus de filtration, la formation du dépôt, le nettoyage de la membrane…. 

I.2.6.1.1 Influence de la taille des particules 

Les membranes de filtration retiennent les particules principalement par deux 

mécanismes. Quand les particules sont de taille significativement supérieure à celle des pores 

de la membrane, elles forment un dépôt (ou gâteau) sur la surface (Figure I.2-6 A). Toutefois, 

quand les particules sont faiblement concentrées et sont de taille significativement inférieure à 

celle des pores, le colmatage se forme à l’intérieur du média filtrant (Figure I.2-6 B).  

Un phénomène de pontage a lieu quand la concentration est plus élevée, plusieurs 

particules arrivant simultanément sur un pore forment alors un pont à l’entrée et sont alors 

bloquées (Figure I.2-6 C) [29]. 

  

Interface suspension/dépôt

Dépôt poreux

Dépôt compressé

Surface

Couche support 1

Couche support 2

Couche support3

Membrane

Dépôt
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- taille particule>taille pores 

colmatage externe  

 

- taille particule <taille pores 

- faible concentration 

colmatage interne 

- taille particule<taille pores 

- forte concentration 

colmatage externe 

Figure I.2-6 : Effet de la taille et de la concentration des particules sur le colmatage [29] 

La résistance spécifique du gâteau mesure la résistance à l’écoulement du fluide. Elle 

est inversement proportionnelle au carré de la taille des particules. La diminution de la taille 

des particules induit donc l’augmentation de la résistance spécifique [29].  

En pratique, il existe, généralement, une distribution de la taille des particules et la 

porosité du gâteau est fonction de cette distribution. En effet, les particules de petite taille 

peuvent migrer dans les espaces vides entre les grosses particules pour former un dépôt plus 

dense et augmenter sa résistance spécifique (Tableau I.2-1) [29]. 

Tableau I.2-1 A: Effet de la taille des particules sur la résistance spécifique (porosité 

constante) (ρs=2500 kg.m
-3

) [29] 

Taille des particules (µm) Porosité ɛ Résistance spécifique α (m.kg
-1

) 

1 

2 

10 

100 

0,4 

0,4 

0,4 

0,4 

6,7.10
11

 

1,7.10
11

 

0,068.10
11

 

0,00068.10
11

 

 

  

A B C
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Tableau I.2-2 B: Effet de la porosité des particules sur la résistance spécifique (taille des 

particules constante) (ρs=2500 kg.m
-3

) [29] 

Taille des particules (µm) Porosité ɛ Résistance spécifique α (m.kg
-1

) 

2 

2 

2 

2 

0,4 

0,5 

0,6 

0,7 

1,7.10
11

 

0,72.10
11

 

0,33.10
11

 

0,16.10
11

 

I.2.6.1.2 Influence de la forme des particules 

La forme de la particule affecte le débit du liquide à travers le dépôt formé. Elle peut 

être caractérisée par la surface spécifique déterminée par sa surface et son volume. En effet, le 

Tableau I.2-3 montre que la résistance spécifique est très influencée par la forme des 

particules. Un changement de forme induit un changement dans la porosité du dépôt. De plus, 

la forme des particules peut aussi influer sur leurs interactions et le bouchage des pores [29].  

Tableau I.2-3: Effet de la forme des particules sur la résistance spécifique du dépôt (a : côte) 

[29]  

Forme de la particule Surface spécifique m
-1

 Résistance spécifique m.kg
-1

 

Cylindre 

Sphère 

Cube 

Disque 

4,1/a 

6/a 

6/a 

104/a 

1,7 10
9
 

3,6 10
9
 

3,6 10
9
 

1100 10
9
 

I.2.6.1.3 Rôle des propriétés de surface des particules 

Le comportement des particules en suspensions est déterminé par les forces en présence. 

On distingue en général les forces attractives telles que la force de Van der Waals, le 

mouvement brownien et les forces répulsives qui permettent d’obtenir des suspensions stables 

[30]. Les forces répulsives entre les particules dépendent de la distribution des ions sur leur 

périphérie et des électrolytes présents dans la suspension. Les forces répulsives entre les 

particules augmentent lorsque le potentiel zéta (ζ) et/ou la fraction solide en suspension 

augmentent. Lorsque ζ≈0 mV, les forces répulsives entre particules étant faibles, leur 

agrégation et la formation du dépôt sont rapides. Pour des valeurs très élevées ou très faibles 

du potentiel ζ, les particules sont soumises à d’importantes forces répulsives et la suspension 

est plus stable, le dépôt se constitue alors lentement [29]. 
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I.2.7 Paramètres influants sur la filtration des suspensions cellulaires 

La filtration membranaire est utilisée pour la séparation et la concentration de cellules. 

D’après Okamoto et al. (2001) [31], la résistance à la filtration dépend de la taille, de la 

morphologie et même de l’âge des cellules puisque ce sont elles qui vont déterminer les 

caractéristiques du gâteau.  

I.2.7.1 Influence de la pression sur la compressibilité du dépôt 

La compressibilité des dépôts de cellules sous l’effet de l’augmentation de la pression 

appliquée est très controversée dans la littérature. En effet, dans le cas des suspensions 

biologiques, deux phénomènes peuvent avoir lieu : les cellules peuvent se réarranger à 

l’intérieur du dépôt ou/et se déformer [32]. Dans les deux cas, la porosité du dépôt ainsi que 

son épaisseur seront modifiées [15]. Meireles et al. [32] ont étudié les effets de la pression sur 

la compression de dépôt de levures. Ils ont montré que les cellules en contact avec la 

membrane sont exposées à une pression plus importante et sont, de ce fait, plus déformées 

sous l’effet de la pression. D’autre part, McCarthy et al. [33], ont étudié la compressibilité 

d’un dépôt de K. marxianus et ont confirmé que les dépôts formés par les cellules allongées 

sont plus compressibles que ceux de cellules sphériques.  

I.2.7.2 Effet des propriétés de surface des cellules 

Les propriétés de surface des cellules jouent un rôle déterminant durant leur filtration. 

La charge de surface, mesurée par le potentiel zêta ainsi que l’augmentation de 

l’hydrophobicité des cellules, contribuent à la diminution de leur agrégation et augmente la 

résistance spécifique du gâteau [15]. 

I.2.7.3 Effet de l’âge des cellules 

Les propriétés des cellules et du milieu de culture évoluent durant la fermentation ainsi 

qu’au cours du stockage ce qui peut affecter les performances de la filtration [15]. Okamoto et 

al. [31] ont montré que la résistance du dépôt formé lors de la filtration d’une culture 

d’Escherichia coli âgé de 12 heures est pratiquement le double pour une culture de 0 heures. 

En effet, pour les cultures jeunes, la résistance a essentiellement pour origine le dépôt des 

cellules alors que pour une culture plus ancienne, il peut exister des interactions entre les 

bactéries et certains composés solubles du milieu. 
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I.3 Approches numériques de la filtration membranaire et de la 

formation d’un dépôt. 

Les méthodes numériques (CFD : Computational Fluid Dynamics), présentent un grand 

potentiel pour étudier les phénomènes complexes gouvernant les mécanismes de séparation 

par membranes et pour identifier les paramètres opératoires critiques. En effet, elles 

permettent de minimiser les expériences et, en déterminant les conditions d’écoulement à 

l’échelle locale, d’analyser les phénomènes plus précisément que par l’approche 

expérimentale qui reste souvent macroscopique.  

Ainsi, différents travaux menés depuis la fin des années 90 se sont plus particulièrement 

intéressés à la simulation de l’écoulement dans une paroi poreuse et à la formation du dépôt. 

I.3.1 Ecoulement dans une paroi poreuse  

La simulation de ce type d’écoulement a été étudiée par Damak et al. [34]. Dans cette 

étude, les auteurs ont couplés l’équation de Navier Stokes relative à un écoulement laminaire 

à l’équation de Darcy. Les résultats obtenus ont permis de distinguer l'influence des nombres 

de Reynolds axial (le long du tube) et de Reynolds de filtration (perpendiculaire à 

l’écoulement) sur les profils des vitesses axiales et radiales et sur les pertes de charge dans le 

tube dans le cas d’un écoulement laminaire incompressible et isotherme. 

I.3.2 Simulation de la formation d’un dépôt 

La simulation de la construction du dépôt sur le média filtrant a fait l’objet de nombreux 

travaux utilisant différents logiciels commerciaux dont les plus courants sont FLUENT 

(volumes finis), COMSOL ou encore Matlab qui couplent la résolution des équations de 

Navier Stokes et de Darcy-Brinkman. Ces outils numériques ont permis de simuler la 

formation des dépôts à plusieurs échelles.  

Günther et al. [35]. ont développé un modèle d’écoulement simulant la formation d’un 

dépôt dans un canal à paroi poreuse de géométrie similaire à celle des fibres creuses de 

modules utilisés expérimentalement. Ce modèle a été utilisé pour simuler le fonctionnement 

d’un dispositif de microfiltration à fibres creuses pour évaluer l’effet de la densité de fibres 

dans le module sur la répartition spatiale longitudinale du dépôt.  

La non uniformité de la perméabilité sur la longueur de la membrane a été simulée par 

Mendret et al. [36]. L’épaisseur du dépôt dépend étroitement de la phase initiale de sa 

formation et des caractéristiques de la membrane utilisée. 
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La formation d’un dépôt de particules à l’échelle du pore en fonction de la taille des 

particules a été étudiée par Noël et al. [37] (Figure I.3-1). Pour cela, l'écoulement est simulé 

dans le domaine fluide transportant les particules (écoulement de Stokes) et dans le domaine 

poreux (écoulement de Darcy ou Darcy-Brinkman). L'effet du dépôt des particules sur la 

perméabilité et la porosité est modélisé. Dans cette étude les interactions physicochimiques 

sont négligées. L’effet du pontage est bien mis en évidence. En fonction du ratio taille des 

particules / taille du pore de la membrane, deux cas sont distingués. L’utilisation de la loi de 

Darcy pour modéliser l'écoulement dans le dépôt est valide lorsque ce rapport est petit. 

Toutefois, quand la séparation n’est pas à l'échelle, les modèles homogénéisés type Darcy 

sont de mauvaises approximations de l'écoulement.  

 

Figure I.3-1 : Morphologie des dépôts formés (100 particules) dans les 6 cas simulés 

 (dp: diamètre des particules, dx taille des pores de la paroi) [37] 

D’autres études se sont intéressées au dépôt d’une particule après son contact avec une 

autre particule déjà déposée en utilisant le bilan des forces qui s’exercent sur elle. Ainsi, pour 

étudier les caractéristiques des dépôts à l’échelle des particules, la structure du colmatage 

externe est simulée par prédiction de la position de chaque particule. L’effet de différentes 

conditions opératoires telles que le flux de filtration, la concentration et la forme des 

particules sur la structure des dépôts formés a été étudié par Hwang et al. [38]. Pour simplifier 

la simulation, les particules sont supposées rigides, monodisperses et de taille supérieure à 1 

µm et le débit de filtration faible, les forces de Van der Wals, les interactions électrostatiques 

et les mouvements Browniens sont négligés. Les résultats montrent que la forme de la 

particule joue un rôle déterminant dans la porosité du dépôt : Plus les particules sont 

elliptiques et moins sphériques, plus le dépôt formé devient poreux. Ces simulations sont 
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validées par les résultats expérimentaux sur les effets de la forme et de la taille des 

microorganismes sur les propriétés du dépôt [15]. Ces auteurs ont aussi étudié la structure 

locale du dépôt formé par des particules sphériques de taille inférieure au micromètre [39]. Ils 

ont montré que l’empilement des particules dans le gâteau peut être divisé en deux régions. 

Quand la pression de compression est plus petite que la valeur maximale de la force de 

répulsion électrostatique, il existe là une distance d'équilibre entre les particules voisines. Par 

contre, si la pression de compression est supérieure à la valeur maximale de la force de 

répulsion électrostatique, les particules entrent en contact. L’empilement des particules au 

contact de la membrane est compact et présente une résistance élevée. Par contre, la fraction 

du dépôt superficielle présente une structure plus poreuse. 

L’avantage majeur des modèles numériques à l’échelle de la particule est qu’ils 

permettent d’analyser l’influence des différents paramètres opératoires sur l’organisation des 

particules à l’intérieur du dépôt. Toutefois, ces approches restent souvent limitées. En effet la 

plupart des études ne font pas le lien entre l’échelle microscopique et l’échelle macroscopique 

(perméabilité du dépôt, résistance…). De plus, les particules sont généralement considérées 

rigides et monodisperses et les conditions opératoires sont simplifiées ce qui ne traduit pas la 

complexité des systèmes réels. C’est pourquoi ces simulations doivent être impérativement 

couplées à des validations expérimentales.  

I.3.3 Validation des modèles numériques  

Les modèles numériques sont souvent utilisés comme outils prédictifs pour étudier 

l’influence de certains paramètres opératoires sur le colmatage. Ils sont généralement validés 

par comparaison avec les résultats expérimentaux. D’autres études, à l’inverse, utilisent la 

simulation numérique pour valider des méthodologies expérimentales innovantes. 

En effet, certains auteurs comme Rahimi et al. [40] et Ahmad et al. [41] ont simulé 

numériquement l’influence de plusieurs paramètres physiques clés de la filtration et ont validé 

les simulations numériques par l’expérience. Par exemple, le flux de perméat de l’eau à 

travers une membrane a été simulé par CFD 3D en utilisant dans l'équation de Darcy la 

distribution de pression prédite au lieu des pressions moyennes à l’entrée et à la sortie du 

module de filtration [40]. Ahmad et al. [41] ont simulé, sous FLUENT, la concentration de 

polarisation et le coefficient de transfert de masse pour différentes conditions opératoires dans 

un canal étroit avec une paroi poreuse. Leurs résultats numériques ont été validés par 

comparaison avec les données de la littérature. Bacchin et al. [42] ont simulé l’accumulation 

des colloïdes à la surface de membrane en filtration tangentielle en intégrant les propriétés 
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physico-chimiques spécifiques aux suspensions colloïdales déterminées expérimentalement. 

Le flux critique est déterminé par simulation numérique et comparé avec celui mesuré 

expérimentalement durant la filtration d’une suspension de particules de latex.  

Delaunay et al. [43] ont, quant à eux, développé une nouvelle technique expérimentale 

basée sur la spectroscopie infrarouge à transformée de Fourier (FTIR) pour quantifier le 

colmatage causé par les protéines durant l’ultrafiltration du lait écrémé. Ces résultats 

expérimentaux ont été validés par simulation numérique des profils de vitesse et la 

distribution des protéines sur la membrane. Dans ce cas, la simulation numérique a permis de 

valider cette nouvelle technique de quantification de colmatage. 

Les techniques numériques assistées par ordinateur (CFD) ont été utilisées pour 

modéliser l’écoulement de flux, les propriétés hydrodynamiques dans les différentes 

géométries de modules membranaires et le colmatage. Le Tableau I.3-1 est une synthèse de 

quelques applications.  

Tableau I.3-1: Résumé de quelques techniques modélisant le colmatage 

Auteur Technique 

Rouvet et al. [44] 
Développement d’une prédiction de la réduction de la 

perméabilité de membrane durant l’UF  

Rahimi et al. [40] 
Développement d’un CFD tridimensionnelle pour modéliser et 

prédire le flux de perméat à travers une membrane de MF 

Ahmad et al. [41] 

Développement d’un CFD bidimensionnelle pour prédire la 

concentration de polarisation et le coefficient de transfert de 

masse dans un canal poreux  

Bacchin et al. [42] 

Développement d’un CFD bidimensionnelle qui modélise le 

transfert de masse qui décrit l’accumulation des colloïdes sur la 

surface membranaire durant la filtration tangentielle  

Pak et al. [45] 

Une technique numérique 2D pour suivre la trajectoire d’une 

particule en régime laminaire sur une surface perméable en 

utilisant la méthode des éléments finis  

Delaunay et al. [43] 
Validation par CFD des résultats expérimentaux décrivant le plan 

de dépôt et les profils de vitesse  

Yee et al. [46] 
Modélisation dynamique de la chute de flux durant l’UF du 

lactosérum 
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Malgré les avancées réalisés dans les simulations numériques, la disponibilité de 

plusieurs logiciels commerciaux et l’important progrès réalisé au niveau de la compréhension 

de la formation du colmatage au niveau des membranes et son effet sur ses cinétiques, les 

modèles développés nécessitent d’être validés et perpétuellement améliorés par les résultats 

expérimentaux. Toutefois, peu de données sont disponibles sur les phénomènes ayant lieu à 

l’échelle microscopique. Les voies expérimentales classiques ne permettent pas d’explorer le 

dépôt au niveau du filtre sans d’altérer l’écoulement et les interactions entre les composants 

d’un dépôt.  

I.4 Techniques de caractérisation du dépôt 

L’étude de la construction des dépôts implique la compréhension des phénomènes ayant 

lieu dans trois régions : (i) la membrane (ii) l’interface membrane/liquide avec la présence 

possible d'un dépôt (iii) la partie fluide. La performance de la séparation est déterminée par 

les caractéristiques de ces trois régions et leurs interactions [47]. Plusieurs travaux ont été 

menés concernant l’étude du dépôt. L’approche classique évalue le colmatage de manière 

globale par le biais du suivi des paramètres physiques tel que la pression, la perméabilité…au 

cours des essais de filtration. Cependant, le suivi local, « in situ », en temps réel de la 

formation du dépôt est indispensable pour comprendre les mécanismes impliqués afin de 

mieux le maîtriser. Plusieurs techniques ont été développées dans ce sens : elles sont 

énumérées et évaluées de manière exhaustive dans les revues de Chen et al. [47] et Meng et 

al. [48]. De façon générale, elles peuvent être répertoriées selon différents critères : 

- Non-invasif : la génération et la détection du signal permettant la caractérisation du 

dépôt doivent être externes au module de filtration. 

- Temps réel : l'étude de phénomènes dynamiques nécessite de mettre en œuvre des 

techniques qui ont des temps de réponse très rapide  

- Résolution : afin d’analyser l’organisation et la structure des dépôts, elle doit être de 

l’ordre de grandeur ou plus petite que la taille des particules. Pour les méthodes 

optiques, elle dépend de la longueur d’onde du signal appliqué.  

En pratique, il est difficile d'observer en temps réel des événements au voisinage d’un 

pore avec une bonne résolution. La plupart des techniques de caractérisation des dépôts 

nécessitent la fabrication de dispositifs spécifiques.  

On s’intéresse dans cette revue aux techniques les plus couramment utilisées telles que 

la microscopie électronique à balayage, la microscopie à force atomique…ainsi qu’à celles 

qui apparaissent les plus pertinentes pour l’étude du dépôt à l’échelle de la particule. 
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I.4.1 Méthodes non optiques 

Les techniques qui ne reposent pas sur des principes d’optique présentent plusieurs 

avantages : leur résolution peut être de l’ordre de l'angström, les acquisitions sont rapides et 

elles ne nécessitent pas de dispositifs de filtration spécifiques. Selon leur principe de 

fonctionnement, elles permettent l’étude de phénomènes à la surface de la membrane et au 

niveau du dépôt (réflectométrie ultrasonique [49], Spectroscopie d'impédance électrochimique 

[50]), au niveau de la région de transport du liquide (tomographie axiale calculée par 

ordinateur (TACO) [51]) ou au niveau des trois zones simultanément (résonnance nucléaire 

magnétique [52]). Néanmoins, ces méthodes sont complexes et l’interprétation des données 

peut être délicate.  

I.4.1.1 Réflectométrie ultrasonique 

C’est une des premières techniques utilisées dans la caractérisation du dépôt. 

Lorsqu’une onde sonore rencontre une interface, une partie est transmise et l’autre est 

réfléchie. L’analyse de ces ondes permet de mesurer la position ou le déplacement d’une 

interface. De plus, elle peut également fournir des informations sur les caractéristiques 

physiques des milieux traversés [47]. Cette technique a été utilisée par Li et al. [53] pour 

caractériser les différentes interfaces d’un dépôt formé sur une membrane plane durant le 

traitement d’un effluent (Figure I.4-1). La différence entre le temps d’arrivée et l’amplitude 

du signal réfléchi pour une membrane propre et une membrane colmatée a permis de 

déterminer l’épaisseur et la densité du dépôt.  

  



Revue bibliographique 

51 

 

 

  

Figure I.4-1 : Principe de la réflectométrie ultrasonique : 

(A) : Diagramme de la réflexion du signal sur une section d’une membrane colmatée,  

(B) Signal de l’onde sonore réfléchie [53] 

Mairal et al. [49] ont utilisé cette technique pour déterminer, in situ, le colmatage 

pendant l'osmose inverse de solutions de sulfate de calcium. L'amplitude des mesures a 

permis le suivi qualitatif de l’évolution du dépôt. Toutefois, cette technique n’était pas assez 

précise pour mesurer l’épaisseur du gâteau.  

I.4.1.2 Imagerie par résonnance magnétique nucléaire (RMN) 

Cette technique, issue du domaine médical, permet la caractérisation chimique et 

spatiale du colmatage, la visualisation de l’écoulement et la détermination de la concentration 

locale du dépôt. Son principe repose sur l'excitation et la relaxation de protons dans un 

échantillon sous l'influence d'un champ magnétique externe. La modification de l’alignement 

des protons sous l’effet d’une fréquence magnétique provoque une résonnance. Lors du retour 

à leurs états d’équilibre, les protons émettent une onde électromagnétique dont l’intensité est 

proportionnelle au nombre de protons présents dans l’échantillon analysé [47]. Selon ce 

principe, la structure d’un dépôt de particules en silicium (10 nm) et sa fluidité ont été 

déterminé par Airey et al. [52].  

Schmitz et al. [54] ont aussi utilisé cette technique pour observer la croissance d’un 

dépôt, in situ, de suspensions de bentonites durant la filtration tangentielle sur fibre creuse. 

Les effets des conditions hydrodynamiques sur la porosité ainsi que sur l’épaisseur des dépôts 

ont été déterminé. 
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Malgré ses potentialités prometteuses, l’intérêt de la RMN reste limité car le champ 

d’observation est faible et l’analyse des données est complexe. 

I.4.2 Méthodes optiques 

Les techniques optiques utilisent généralement un microscope associé à un appareil 

photo ou une caméra vidéo. Elles nécessitent souvent un dispositif expérimental spécifique et 

parfois un type particulier de membranes [47]. L'utilisation d’un microscope confocal permet 

d’examiner le dépôt en profondeur, améliore le contraste, la résolution et la précision des 

images. 

I.4.2.1 Microscopie électronique à balayage (MEB) 

Un faisceau d'électrons balaie la surface de l'échantillon à analyser et les interactions 

entre ces électrons incidents (primaires) et la matière génèrent différents signaux. Le 

traitement de ces signaux aboutit à une vue en trois dimensions (3D) avec une très bonne 

résolution (de l’ordre du nanomètre) permettant d’étudier la topographie de l’objet. Cette 

méthode, très utilisée pour observer la surface du dépôt, permet d’identifier la taille, la forme 

ainsi que la nature de l’élément colmatant (bacille, bactérie filamenteuse…). Fan et Huang 

ont, ainsi, identifié deux strates dans le dépôt formé dans un bioréacteur à membrane durant le 

traitement d’une eau usée municipale [55]. La première, en contact avec la membrane, est de 

structure très poreuse en forme de toile et de nature hydrophile et la seconde couche plus 

compacte, est similaire à un gel (Figure I.4-2).  

Boissier et al. [56] ont utilisé la MEB pour étudier l’impact respectif des particules 

présentes dans le vin rouge (Saccharomyces cerevisiae, bactéries lactiques et colloïdes) sur les 

performances de la filtration tangentielles sous différentes conditions hydrodynamiques et 

notamment pour estimer la réversibilité du dépôt. Ils ont conclut que les levures seules 

forment des dépôts toujours réversibles. Par contre, le mélange des levures avec les autres 

composants du vin synthétique induit des dépôts irréversibles. 
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Figure I.4-2 : Observation du dépôt par MEB   

(A) : dépôt poreux (10000×), (B) dépôt compact (8000×) [55] 

Cependant, la microscopie électronique à balayage ne permet ni d’explorer l’intérieur 

du dépôt ni de réaliser des observations en temps réel. En effet, avant son observation, la 

membrane doit être retirée du module et subir différents traitements (déshydratation, 

métallisation à l’or…). Ces traitements peuvent déstructurer les dépôts. Les microscopes à 

balayages dit «environnementaux» sous faible vide permettent des observations directes avec 

peu, voire aucun traitement préalable, néanmoins, du fait du principe même de l’appareil, 

l’observation de la formation du dépôt en ligne n’est pas possible [26].  

I.4.2.2 Microscopie à force atomique (AFM) 

La microscopie à force atomique (AFM) est une technique de plus en plus utilisée dans 

l’étude du colmatage qui fournit des images tridimensionnelles de haute résolution et des 

informations quantitatives sur la morphologie du gâteau. Elle permet, par exemple, de 

mesurer les interactions microorganismes / membrane et de détecter l’adhésion entre 

microorganismes [48]. Cette technique permet de mesurer les forces s’exerçant entre une 

pointe portée par un « cantilever » (Figure I.4-3) et l’échantillon (forces de Van der Waals, 

forces capillaires, forces électrostatiques….) et ainsi d’évaluer la rugosité et les propriétés 

superficielles d’une membrane ou d’un dépôt [48]. Tansel et al. [57] ont, ainsi, caractérisé le 

colmatage induit par un effluent filtré par quatre types de membranes. Le changement de la 

rugosité superficielle du matériau membranaire est un indicateur de la formation d’un dépôt. 

Ces travaux ont montré que la rugosité superficielle du dépôt dépend du matériau 
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membranaire et de la composition chimique du fluide filtré (polysaccharides, protéines…). 

Cette technique peut également être mise en œuvre pour déterminer les interactions à l’échelle 

moléculaire entre membrane / agent colmatant, agent colmatant / agent colmatant et agent 

colmatant / produit nettoyant et étudier les phénomènes prenant place durant le colmatage et 

le nettoyage des membranes [58]. Bowen et al. [59] ont ainsi comparé la force d’adhésion de 

deux agents colmatants (sérum albumine bovine BSA) et la cellule de levure) avec deux types 

de membranes afin de développer des stratégies pour limiter le colmatage. Compte tenu de la 

diversité et de l’hétérogénéité des produits analysés (exemple des suspensions contenant des 

flocs de 10 à 1000 µm), différents types de pointes peuvent être utilisées pour étudier un 

même échantillon, ce qui peut générer une erreur importante de mesure [48]. Yamamura et al. 

[60] ont comparé la force adhésive entre un dépôt formé par une matière organique naturelle 

et une membrane et ont montré que la force obtenue avec une sonde à pointe hydroxyle 

mesure une force adhésive plus importante qu’avec une sonde à pointe carboxyle. 

 

Figure I.4-3 : Illustration du principe de l’AFM [48] 

I.4.2.3 Observation directe  

Les techniques d’observation directes reposent sur l’utilisation de microscopes équipés 

de caméra vidéo permettant un suivi, en temps réel et in situ de la formation d’un dépôt. Selon 

la disposition du microscope par rapport à la membrane et à la chambre de filtration, plusieurs 

configurations sont possibles. 

Li et al. [61] ont été les premiers à observer des dépôts en utilisant une membrane 

transparente et en plaçant l’objectif du côté du perméat (DOTM : Direct Observation Through 

Membrane). Des dépôts de particules de latex de 12 µm et de 3 µm ainsi que de levures et de 
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bactéries ont été observés dans différentes conditions opératoires [47]. La résolution de cette 

technique est de l’ordre de 1 µm et peut être améliorée en utilisant un microscope à 

épifluorescence [62]. Dans ces travaux les observations n’ont été possibles qu’en utilisant des 

membranes et des dispositifs de filtration transparents et seule la première couche déposée sur 

la membrane est analysée [48].  

Mores et Davis ont pu observer la partie supérieure du dépôt en plaçant le microscope 

du côté de l’alimentation (DVO : Direct Visual Observation) [47]. Cette nouvelle 

configuration leur a permis d’observer le dépôt et le nettoyage de levures réhydratées 

(Saccharomyces cerivisae) sur deux types de membranes [63]. Cette étude a montré que le 

dépôt des levures est moins uniforme sur les membranes en acétate de cellulose que sur les 

membranes inorganiques. De plus, les auteurs ont suivi les étapes de nettoyages en fournissant 

les premières données sur l’efficacité du décolmatage des membranes en fonction du type de 

membrane, de la nature du dépôt et des conditions hydrodynamiques. De plus, cette méthode 

peut être utilisée avec les membranes commerciales telles que les fibres creuses [48].  

Néanmoins, dans ces différentes configurations, seule la première ou la dernière couche 

peuvent être caractérisées. Le Clech et al. [64] ont donc développé une nouvelle chambre de 

filtration basée sur le dispositif proposé par Li et al. [61] pour observer, « in situ », la 

croissance verticale du dépôt (Figure I.4-4). L’observation des gâteaux formés par des 

suspensions bidisperses d’alginate / bentonite et alginate / bactéries a montré que les dépôts 

sont structurés en trois zones: stagnante, étendue et fluide, qui restent, néanmoins, délicates à 

distinguer. De plus, les mesures de hauteur, réalisées en supposant que l’épaisseur du dépôt 

est uniforme et restent tributaires de l’appréciation de l’opérateur.  

 

Figure I.4-4 : Observation directe de la formation d’un dépôt bidisperse (alginate/bentonite) 

sur une fibre creuse [64] 
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I.4.2.4 La trigonométrie laser 

Cette technique optique repose sur le principe de la réflexion d’un rayon laser lorsqu’il 

entre en contact avec la surface de la membrane ou celle du dépôt. L’angle de ce rayon 

change en fonction de l’épaisseur du dépôt ce qui permet de l’estimer. La trigonométrie laser 

nécessite, une chambre de filtration munie d’une fenêtre d’observation, mais sa mise en œuvre 

est simple [47].  

Mendret et al. [65] l’ont utilisé pour la caractérisation de dépôt de particules de 

bentonites, « in situ », Cette technique permet d’évaluer la variation spatio-temporelle de 

l’épaisseur du dépôt de 10 µm à des centaines de micromètres avec une résolution de 3 µm. 

De plus, ils ont montré que la structure de ce type de dépôt est non homogène dans son 

épaisseur. Comme illustré à la Figure I.4-5, le suivi de l’évolution de l’épaisseur du dépôt 

locale en fonction de la masse de particules déposée pour les trois pressions différentes met en 

évidence l’existence d’une limite de compressibilité, en terme de quantité de matière déposée 

par unité de surface filtrante. Au dessous de 35 g/m
2
 de particules déposées, l'épaisseur de 

dépôt augmente linéairement en fonction de la masse du dépôt indépendamment de la 

pression. Par contre, au delà de cette masse de dépôt, la structure du colmatage dépend de la 

pression transmembranaire appliquée.  

 

Figure I.4-5 : Evolution de l’épaisseur locale du dépôt en fonction de la masse des particules 

déposées (C=1g L
−1

, T=20°C) [65] 

Masse déposée (g.m-2)

E
p
ai

ss
eu

r 
(µ

m
)



Revue bibliographique 

57 

 

Altmann et Ripperger ont, aussi, suivi la formation d’un dépôt de particules de silice de 

0,24-1,5 mm de diamètre en déterminant sa hauteur au cours du temps [66]. Les observations 

expérimentales montrent que le dépôt atteint 90% de l’épaisseur maximale en 5 minutes 

tandis que le flux continue à diminuer pendant 30 minutes. Les plus grosses particules se 

déposeraient en premier. Ensuite, les plus petites se déposant et contribueraient à la chute du 

flux de filtration mais sans augmentation significative de la hauteur de gâteau [47]. 

Néanmoins, la faible résolution de cette méthode est une limite importante.  

Schluep et Widmer ont mesuré, par cette méthode, avec une précision de ± 2 µm, la 

hauteur du dépôt de levures formé en filtration tangentielle sur membranes millipore [67]. Ces 

données ont été utilisées dans un modèle numérique simulant la formation du dépôt et le 

déclin de flux. L’écart entre la simulation numérique et les données expérimentales est de ± 

20%. 

I.4.2.5 Capteur optique  

Hamachi et Mietton-Peuchot [68] ont développé une nouvelle méthode utilisant un 

capteur optique pour déterminer l'épaisseur du dépôt formé durant la microfiltration 

tangentielle de suspensions de bentonite. Cette technique a permis la mesure, in situ, de la 

hauteur du dépôt et le suivi de son évolution durant la filtration. Pour ce faire, un rayon laser 

est concentré sur le plan focal qui correspond à la membrane et détecté par le 

photomultiplicateur (Figure I.4-6). A fur et à mesure que le dépôt se forme, l'absorption de 

lumière correspondante de l'intensité focale diminue. Ainsi, la variation de l'intensité de signal 

correspond directement à l'épaisseur de gâteau. Le protocole de calibrage réalisé avec des 

dépôts de hauteurs connues permet de déterminer la corrélation entre intensité du laser et 

hauteur du gâteau. L'appareillage expérimental consiste en un module membranaire tubulaire 

muni de deux fenêtres optiques par lesquelles le rayon laser traverse tangentiellement à la 

surface de la membrane. Ensuite, le rayon lumineux est capturé par un photomultiplicateur qui 

convertit l'intensité lumineuse en une tension équivalente. Les suspensions de modèles de 

particules de bentonite de taille moyenne 2,45 µm (de 0,77 à 7,54 µm) étaient filtrées par une 

membrane de 0,2 µm de taille de pores. Les détails de l’appareillage utilisé ainsi que le 

protocole expérimental sont détaillés par Hamachi et Mietton-Peuchot [68]. L’étude de l’effet 

des paramètres opératoires sur le colmatage a montré que l'épaisseur du gâteau augmente avec 

l'augmentation de la pression transmembranaire et la concentration de la suspension filtrée 

mais diminue avec l’augmentation de la vitesse tangentielle [69]. La résistance spécifique et 

la porosité des dépôts formés sont calculées, respectivement, par la loi de Darcy et la loi de 
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Carman–Kozeny. Pour une épaisseur de dépôt donnée, la résistance de la couche de gâteau 

accroit avec l'augmentation de la pression transmembranaire ce qui a été attribuée à la 

compaction du dépôt sous l’effet de la pression.  

Cette technique se révèle être une méthode efficiente de caractérisation de colmatage 

qui permet la mesure de l’épaisseur de la couche de gâteau, in situ, et en temps réel sans 

perturbation des phénomènes menant au dépôt des particules. Elle peut être utilisée pour 

d'autres suspensions à condition d’utiliser des particules qui absorbent la lumière du laser. 

Toutefois, la concentration de la suspension constitue le facteur de limitation de cette 

technique. 

 

Figure I.4-6 : Diagramme schématique du capteur optique (L1, L2, L3, L4: plan convexe ou 

lentilles biconvexes; T1, T2: trous microscopiques; D: diaphragme; PM: photomultiplicateur; 

PC: cellule photonique; M: membrane; LM: bande en verre). 

Les méthodes de caractérisation des dépôts ont prouvé leur intérêt dans la 

compréhension des mécanismes de colmatage et le développement et la validation de modèles 

numériques simulant l’évolution du flux et la construction du dépôt. Leur généralisation se 

heurte, cependant, à certaines limitations en particulier liées à la concentration de la 

suspension filtrée, à la profondeur du champ d’observation et à leur résolution spatiale. En 

outre, les observations sont limitées à des plans bidimensionnels (2D), du fait de la faible 

profondeur de champ des microscopes utilisés. Les épaisseurs des dépôts sont déterminées en 

supposant leur homogénéité. A notre connaissance, aucune méthode permettant de 

déterminer, in situ, la structure interne du dépôt et sa caractérisation en 3D n’a été décrite. 

Dans le cas de dépôts biologiques de microorganismes, en plus des limitations 

techniques, une difficulté supplémentaire apparait car ces particules vivantes peuvent évoluer 

en fonction de l’environnement. Elles peuvent changer de morphologie, se multiplier, 

mourir… et leurs propriétés de surfaces peuvent se modifier. Pour faciliter l’étude des 
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mécanismes de colmatage pour des suspensions de microorganismes, des modèles de 

particules inertes sont généralement utilisés. Cependant, afin de prendre en compte la 

complexité du vivant, des marquages fluorescents peuvent être utilisés pour localiser et 

évaluer l’activité métabolique des microorganismes. Des techniques basées sur de la 

microscopie de fluorescence pourraient, ainsi, être proposées pour étudier la structure globale 

de dépôts inertes ou biologiques.  

I.5 Caractérisation du dépôt par microscopie de fluorescence 

Le marquage par fluorescence combiné à l’instrument d'imagerie approprié, est une 

technique sensible et quantitative qui est largement utilisée en biologie moléculaire et 

biochimie dans des applications expérimentales, analytiques… La détection de fluorescence 

présente plusieurs avantages dont les plus importants sont décrits ci-dessous [71]. 

- Sensibilité : les marqueurs fluorescents sont beaucoup plus sensibles que des 

méthodes colorimétriques classiques. Ainsi, des sondes de fluorescence adaptées permettent 

la détection de nombreuses molécules biologiques. 

- Détection simultanée de différents marqueurs : la détection de fluorescence 

multicolorée permet d’analyser plusieurs cibles en utilisant des marqueurs fluorescents 

spectralement résolus. Cet avantage permet de détecter et d’analyser deux cibles ou plus dans 

un même échantillon ce qui réduit les biais dus à l’évolution temporelle de l’échantillon 

vivant lors d’analyses consécutives.  

- Stabilité : Grâce à leur longue durée de vie, les réactifs fluorescents peuvent être 

préparés et utilisés sur de longues périodes, minimisant ainsi les erreurs dues à la variabilité 

du réactif entre les essais. 

I.5.1 Principe de la fluorescence 

La fluorescence est un phénomène qui résulte de l’excitation lumineuse, à une longueur 

d’onde donnée, de certaines molécules appelées fluorochromes et qui se traduit par une 

émission de rayons lumineux à une autre longueur d’onde [70].  

La Figure I.5-1 illustre les niveaux d’énergie d’un fluorochrome. Dans des conditions 

normales, le niveau d’énergie des électrons a une valeur minimale,   , (état fondamental 

électronique). Lorsqu’une molécule absorbe à une longueur d’onde λ, elle peut passer de l’état 

stable,     à un état excité supérieur    ou   
  si l’énergie des photons est égale exactement à la 

différence d’énergie entre le niveau fondamental et l’un des sous-niveaux d’énergie de l’un 
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des états excités.    et   
  sont respectivement le premier et le second état électronique excité 

[71].  

Toute molécule fluorescente est caractérisée par des spectres d’absorption et d’émission 

qui lui sont propres et qui représentent la distribution de probabilité des transitions 

énergétiques. Ces spectres se trouvent généralement dans les régions du visible et de 

l’ultraviolet du spectre électromagnétique (250 - 600 nm) et sont caractéristiques de la 

structure énergétique des molécules. Comme une partie uniquement de l’énergie absorbée 

peut être émise sous forme de rayonnement, la longueur d'onde du maximum d'excitation est 

inférieure au maximum d'émission et la différence entre les deux pics est appelée décalage de 

Stokes. Le spectre d’émission de fluorescence est approximativement une image inversée 

(effet miroir) du spectre d’absorption. Toutefois, cette symétrie n’est pas toujours observée. 

En effet, les dissimilitudes entre les deux spectres peuvent révéler l’existence de plusieurs 

formes de la molécule considérée, caractérisées par des longueurs d’onde d’absorption et/ou 

d’émission différentes [71].  

 
 

Figure I.5-1 : (A) : Diagramme de Jablonski  ( Excitation;  Relaxation;  Emission) ; 

(B) : Exemple des spectres d’excitation et d’émission de fluorescence [72] 

I.5.2 Marquage des microorganismes 

Les caractéristiques de l’émission de fluorescence (spectre, rendement et durée de vie 

de fluorescence) dépendent fortement de l’environnement local de la molécule. Parmi les 

facteurs exogènes les plus influents, on dénombre la température, la force ionique, le pH, le 

temps d’incubation, l'intensité de la lumière d'excitation et sa durée, le nombre de cycles 

d’excitation… l’effet le plus significatif est la photoblanchiment ou « photobleaching » [73]. 

Ces phénomènes qui induisent une baisse du rendement de fluorescence sans modifier le 

spectre d’émission, sont liés à une perte de la fluorescence « bleaching », une interaction entre 
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différents fluorochromes « quenching » ou encore le transfert d’énergie à des composés non 

fluorescents tel que l’oxygène. 

Le choix d’un fluorochrome doit permettre d’obtenir un signal spécifique, durable et 

fort tout en respectant les fonctions cellulaires. Dans la cellule vivante, le fluorochrome peut 

permettre d'accéder à des paramètres fonctionnels reflétant des modifications rapides comme 

des activités enzymatiques (peroxydases, déshydrogénases...), des mouvements ioniques 

(calcium, pH...), la perméabilité membranaire ou encore des paramètres structuraux 

(macromolécules, ADN, protéines du cytoplasme, molécules constitutives de faible taille 

antigène membranaire, cholestérol...). Le Tableau I.5-1 répertorie quelques fluorochromes 

classiquement utilisés en microscopie de fluorescence [71].  

Tableau I.5-1: Quelques fluorochromes utilisés en microscopie de fluorescence [71] 

Immunofluorescence 
Cy 2 (Cyanine 2), FITC, Cy 3,5, TRITC, 

lissamine, rhodamine, 

ADN Iodure de propidium, Syto 16, DAPI 

Mitochondrie, Rhodamine 123, DiOC6, DiOC7 

Paroi cellulaire Calcofluor, FM1-43, FM4-64 

Viabilité fluorescéine diacétate 

Protéines autofluorescentes CFP, GFP, YFP, DsRed, DsRed 2, HcRed 1 

Divers 
LysoTracker, Acridine Orange, Neutral Red, 

Lucifer Yellow, chlorophylle 

Le choix d’un fluorochrome et son utilisation optimale s’appuient sur la connaissance 

de son mode d’action et de ses caractéristiques physico-chimiques (propriétés spectrales, 

brillance, photo-stabilité, influence de l’environnement…). 

I.5.3 Microscopie à fluorescence 

En vue de l’intérêt croissant de la microscopie à fluorescence, plusieurs types de 

microscopes associés à des logiciels de traitement d’images 2D et 3D ont été développés. 

Pour toute observation microscopique, classique ou à fluorescence, le pouvoir de résolution 

est le paramètre clé. La résolution, ou pouvoir de séparation, est la distance minimale entre 

deux points contigus pour qu'ils soient correctement discernés par un système de mesure ou 

d'observation [74]. Il dépend de l’ouverture numérique de l’objectif (N.A.), de la longueur 

d’onde d’excitation () et de l’indice de réfraction du milieu (n) [75]. Pour les observations en 
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2D, les limites de résolution,     et    dans les directions x et y, respectivement, sont 

déterminées par: 

          
 

        
 Équation I.5-1 

Durant l’acquisition d’images tridimensionnelles, la résolution axiale (selon l’axe z), est 

définie le long de l'axe optique du microscope, perpendiculairement au plan dans lequel on a 

considéré la résolution latérale [75]. la résolution dans la direction z,   , s’écrit : 

       
       

       
 Équation I.5-2 

I.5.3.1 Microscope à fluorescence 2D : Microscopie à épifluorescence 

Un microscope équipé en épifluorescence est un microscope photonique généralement 

pourvu de jeux de filtres correspondant aux fluorochromes habituellement utilisés. Chaque jeu 

est constitué d'un filtre d'excitation fixant la longueur d'onde incidente, d'un miroir dichroïque 

et d'un filtre d'émission permettent de sélectionner la longueur d’onde émise par l'objet excité. 

L’observation peut se faire en direct ou par une caméra (Figure I.5-2). En fluorescence, seuls 

les objets porteurs d’un marqueur excité sont visibles, les autres objets de l’échantillon 

doivent être observés en lumière blanche. 

 

Figure I.5-2 : Détails d’un microscope à épifluorescence 



Revue bibliographique 

63 

 

Li et al. [62] ont, ainsi, adapté la microscopie à épifluorescence pour visualiser un dépôt 

de bactéries (SW8) de taille inférieure à 1 µm colorées avec l’Acridine Orange et étudier leurs 

dépôt et leur décolmatage.  

Toutefois, cette technique pertinente pour des dépôts minces, ne permet pas d’étudier 

des gâteaux épais. Dans ce cas, les images comportent un bruit de fond important dû à la 

fluorescence provenant des plans en dehors du plan focal et pouvant atteindre plus de 90 % du 

signal global [76]. Ce bruit réduit le ratio de signal / bruit de l'image et donne des images peu 

claires [77]. 

Pour améliorer la qualité des observations et visualiser des dépôts plus épais, la 

microscopie à fluorescence tridimensionnelle a été développée. 

I.5.3.2 Microscope à fluorescence 3D. 

Différentes techniques ont été développées pour étudier in-situ et même in vivo des 

agrégats ou des dépôts : la microscopie mono-photonique comme la microscopie confocale et 

la microscopie multi-photonique. 

Microscopie confocale à balayage laser  

Le microscope confocal à balayage laser se distingue du microscope à fluorescence 

classique par l’optimisation du trajet optique en chaque point de l’image obtenue par le 

balayage de l’ensemble de l’échantillon observé. Afin d’intensifier le signal émis tout en 

limitant l’excitation de l’échantillon, des lasers sont utilisés comme source lumineuse et un 

photomultiplicateur (PMT) comme détecteur [78].  

Le balayage sur une plage spectrale préalablement définie, permet l’acquisition de 

séquences d’images spectrales qui sont, ensuite, traitées pour séparer les émissions provenant 

des différents marqueurs fluorescents (Figure I.5-3). Un diaphragme sur le trajet du laser 

d’excitation permet un éclairage focalisé en un point unique. Le mouvement de deux miroirs 

galvanométriques permet le balayage spatial en x et en y de l’échantillon et l’obtention de 

l’image bidimensionnelle d’un plan focal. Un diaphragme ajustable (pinhole) est placé devant 

le détecteur pour limiter la lumière émise en dehors du plan focal. Le mouvement vertical de 

la platine déplace l’objet en z dans l’espace. En observant ainsi des plans successifs, on 

obtient alors une série d’images dont chacune correspond à une image xy d’un plan focal 

donné et servira à reconstituer l’image en 3D de l’objet. Les filtres sont sélectionnés, de façon 

à encadrer les spectres d’émission de chacun des marqueurs avant leur détection par le 

photomultiplicateur pour former l’image par conversion du signal lumineux (photons) en 
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signal électronique (électrons) qui est alors amplifié. Le microscope confocal est piloté par un 

logiciel informatique, qui permet de régler les paramètres de l’acquisition et d’enregistrer les 

données acquises. Plusieurs logiciels de traitement d’image permettent le traitement et la 

visualisation de l’échantillon en 3D.  

 

Figure I.5-3 : Détails d’un microscope confocale 

Pour caractériser un échantillon, deux méthodes d’acquisition sont utilisés : 

- L’imagerie spectrale qui repose sur l’utilisation de plusieurs lasers et des filtres passe-

bande spécifiques pour chaque fluorochrome qui doivent émettre à des longueurs d’ondes 

distinctes. Elle permet de visualiser plusieurs marqueurs dans un même échantillon de 

manière successive ou simultanée. Il est, ainsi, possible d’étudier précisément des 

colocalisations en superposant les images obtenues dans un même plan focal pour les 

différents fluorochromes.   

- L’imagerie temporelle permet d’apprécier l’évolution de l’échantillon et repose sur 

l’acquisition des images relatives à un plan focal présélectionné à des intervalles de temps 

supérieurs au temps de balayage d’une image (de l’ordre de 10 s). 

Généralement, un intérêt de l’imagerie en microscopie confocale est de pouvoir 

combiner les deux techniques. Toutefois, si l’échantillon analysé est épais et/ou de structure 

dense, la pénétration du laser peut être limitée et le temps d’acquisition est plus long. Ce 
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temps est également plus important lorsque l’échantillon est marqué par plusieurs 

fluorochromes car dans ce cas, l’acquisition s’opère en mode séquentiel qui consiste à balayer 

successivement chaque plan focal par les différents lasers correspondant à chaque 

fluorochrome. Pour cela, il faut, cependant, s’assurer que les propriétés spectrales des 

marqueurs sont bien distinctes. Le temps d’acquisition peut constituer un réel verrou pour 

cette technique en particulier si l’échantillon évolue rapidement au cours du temps ou encore 

si les marqueurs sont instables et risquent de subir un photoblanchiment.  

Durant les dernières années, plusieurs travaux utilisant la microscopie confocale ont été 

conduits pour caractériser les membranes et explorer la construction des dépôts.  

Ainsi, Marroquin et al. [74] ont analysé la morphologie de membranes symétriques et 

asymétriques de 0,22 à 8 µm avec une haute résolution mais la pénétration du laser n’a pas pu 

excéder 0,4 µm.  

Ferrando et al. [79] ont, quant à eux, réussi à observer jusqu’à 3 µm à l’intérieur des 

pores des protéines marquées (BSA et ovalbumine) durant une filtration sur membranes de 

0,8 µm en polycarbonate. L’utilisation du microscope, simultanément, en mode fluorescent et 

en lumière blanche a permis l’identification des protéines et leur localisation sur la membrane 

et dans les pores. Ensuite, ils ont calculé le taux de couverture des pores afin de caractériser la 

morphologie du dépôt lors de la filtration de suspensions pures et mixtes [79]. Cependant, 

dans ces travaux, les observations n’ont pas été réalisées en temps réel et « in situ ». Les 

membranes étant retirées de la chambre de filtration pour être analysées, cette opération a pu 

modifier la morphologie du dépôt.  

D’autres études ont mis à profit les potentialités de la microscopie confocale pour 

visualiser en 3D des dépôts, bien distinguer la membrane des particules déposées et étudier, 

simultanément, la distribution de différentes familles de particules dans un dépôt. Ces études 

ont permis des avancées notables dans la compréhension des mécanismes de colmatage. Par 

exemple, Brans et al. [20] ont étudié le passage à travers la membrane de petites particules (1 

µm) en latex durant une filtration frontale sur une microsieve (5 µm de taille de pore) en 

examinant l’influence des paramètres opératoires et de la présence de grosses particules de 9,7 

µm. La visualisation des dépôts formés a montré qu’en fonction de la pression 

transmembranaire, quatre régimes de passage existaient en l’absence de grosses particules. 

Pour une suspension bidispersée, des conditions opératoires correspondant à un régime stable 

ont été établies. Elles permettent le passage des petites particules et un dépôt des plus grosses 

(Figure I.5-4). 
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Figure I.5-4 : Images d’une microsieve durant la filtration d’une suspension bidisperse avec 

5,3×10
−7 

% 1 µm (verte) et 2,3×10
−5 

% 9,7 µm particules (rouge). A–C à t = 6, 18 et 30 min 

(sans visualisation de la microsieve), et D à t=30 min (visualisation de la microsieve) 

Beaufort et al. [3] ont étudié, « in situ », la distribution de levures (Saccharomyces 

cerevisiae) et de bactéries (Escherichia coli) autofluorescentes en fonction de la profondeur 

du dépôt  en utilisant une chambre de filtration munie d’une fenêtre d’observation placée sous 

microscope. La caractérisation en profondeur de la structure du colmatage a été limitée par la 

résolution axiale et la faible pénétration du laser. Seuls les 30 µm supérieurs ont été 

visualisés. Par ailleurs, la grande surface de la membrane utilisée n’a pas permis de garantir 

l’uniformité spatiale du dépôt. 

Certains marqueurs fluorescents ciblant des molécules spécifiques peuvent être 

particulièrement intéressants pour analyser la structure d’un dépôt. Par exemple, Hwang et al. 

[80] ont utilisé le Syto 9 et la Concanavaline A conjuguée avec le Tetramethylrhodamine 

(TRITC) pour colorer, respectivement, des bactéries marines et les EPS (exopolysaccharides). 

L‘analyse du dépôt formé dans un réacteur à membrane a permis d’étudier le changement de 

sa structure en profondeur et d’évaluer les contributions respectives des cellules bactériennes 

et des EPS à la résistance globale du gâteau (Figure I.5-5). 

  

Figure I.5-5 : Images de coupes transversales du dépôt (bactéries en vert et EPS en rouge) en 

microscopie confocale et coefficients de rugosité évalués à partir du traitement d’images :  

(a) 0,66 et (b) 0,54 [80]. 

Pour compléter les avancées techniques de la microscopie confocale, plusieurs logiciels 

d’analyse d’images ont été développés. Le traitement utilise différents paramètres physiques, 

spectraux ou temporels ou l’intensité de fluorescence qui peut être corrélée à l’épaisseur de 

Point 1: Rugosité=0,66 Point 2: Rugosité=0,54
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chaque composé [78]. Il est, ainsi, possible de réaliser l’analyse de la structure interne du 

dépôt et sa reconstruction tridimensionnelle.  

Les données accessibles par cette technique sont particulièrement intéressantes pour 

confirmer les simulations numériques de la structure du dépôt. Par exemple, Schmitz et al. 

[54] se sont intéressé par simulation à l’homogénéité de dépôts sur des parois poreuses et ont 

distingué trois zones: (i) une zone de germination en contact avec la membrane de porosité 

moyenne, (ii) une région centrale très concentré en particules et (iii) une région superficielle, 

appelé région de capture, ou les particules sont interceptées. En 2008, Lee et al. [81] ont 

prélevé, marqué avec des colorants fluorescents et observé en microscopie confocale une 

membrane de fibre creuse colmatée par des dépôts biologiques obtenus dans différentes 

conditions opératoires. La porosité évaluée à partir de l’observation de leur structure interne 

(Figure I.5-6) a confirmé les résultats des simulations. 

 

Figure I.5-6 : Porosité en fonction de la profondeur pour différents dépôts obtenus dans des 

conditions d’oxygénation variées des expériences (aérobie ou anoxique) [81]. 

D’autres travaux illustrent l’intérêt de la microscopie confocale pour déterminer la 

porosité d’agrégats par traitement d’image. Park et al. [82] ont validé cette méthode, dans le 

cas de dépôts de particules de 0,1 µm de diamètre en comparant les porosités mesurées avec 

celles calculées à partir de l’équation de Carman–Kozeny. Toutefois, dans l’ensemble des 

Porosité

Dépôt 1

Dépôt 2
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travaux répertoriés, les observations sont réalisés « ex situ » et les porosités sont déterminées 

de manière globale et au niveau des agrégats et non au niveau des particules. Pour pallier 

certaines limites de la microscopie confocale et améliorer la résolution et l’observation 

d’objets épais, la microscopie multi-photonique a été développée. 

Microscopie biphotonique 

Son principe repose sur la probabilité pour un échantillon d'absorber quasi 

simultanément deux photons de faible énergie générés par des lasers «femtosecondes» ayant 

des pics d’émission infrarouge entre 700 et 1000 nm. En effet, l'énergie d'un seul photon de 

longueur d'onde élevée est insuffisante pour exciter les marqueurs situés dans des plans 

focaux voisins. L’excitation et l’émission ont quasiment lieu autour du point focal ce qui 

limite le phénomène de photoblanchiment [83]. De plus, l’excitation infrarouge permet une 

meilleure pénétration dans l’échantillon et réduit la diffraction de la lumière observée pour de 

courtes longueurs d'onde. Par comparaison à la microscopie confocale, l’excitation est très 

puissante, localisée et réagit dans un temps plus court: la zone excitée est plus localisée [78]. 

Cet outil est particulièrement utilisé pour explorer les échantillons biologiques in vivo puisque 

le rayonnement infrarouge utilisé est moins agressif que certains lasers pour les tissus vivants. 

Par ailleurs, la profondeur de pénétration du faisceau laser est supérieure à celle obtenue en 

microscopie confocale ce qui permet d’étudier des échantillons plus épais [84].  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



Revue bibliographique 

69 

 

 
 

 

Figure I.5-7 : Excitation et photoblanchiment pour 

a) la microscopie confocale b) Microscopie biphotonique [84] 

Cette technique a été utilisée par Hughes et al. [25] pour une caractérisation 

tridimensionnelle non invasive, « in situ », d’un dépôt formé durant la microfiltration 

tangentielle de levures. Elle a permis de suivre l’évolution de l’épaisseur du dépôt avec une 

haute résolution permettant de visualiser les cellules (Figure I.5-8). Toutefois, les auteurs 

n’ont pas pu observer la membrane et n’ont pu uniquement caractériser qu’une quarantaine de 

microns du dépôt. Par ailleurs, son épaisseur a été mesurée localement pour différentes zones 

de la membrane sans assurance de son uniformité sur toute la surface. 
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Figure I.5-8 : Observation en microscopie biphotonique du dépôt formé sur une membrane 

par des levures colorées par plusieurs marqueurs fluorescents lors d’une microfiltration 

tangentielle [25]. 

Cette revue bibliographique illustre la nécessité de proposer une nouvelle méthodologie 

basée sur l’utilisation de la microscopie confocale pour étudier le colmatage externe aux 

échelles macroscopique et microscopique. Les particules intervenant dans le colmatage 

pouvant être de différentes tailles, formes et nature. Des particules inertes et biologiques 

modèles permettront de simuler différents cas de milieux complexes et des membranes planes 

modèles caractérisées par des pores parfaitement organisés seront utilisées.  

I.6 Contexte et enjeux scientifiques 

Lors de la présentation du contexte de cette thèse plusieurs problématiques ont été 

soulevées. Les procédés de filtration largement répandus dans de très nombreux secteurs, 

biotechnologies, industries agroalimentaires et pharmaceutiques ainsi que les filières de 

traitement de l’eau…se heurtent à un verrou majeur : le colmatage de la membrane. Afin de 

mieux maîtriser le fonctionnement de cette technologie, et définir les conditions optimales de 

mise en œuvre en s’appuyant sur des modèles numériques valides, il est primordial de 

comprendre les mécanismes de formation du dépôt aux différentes échelles du procédé. 

Les techniques actuellement utilisées pour caractériser la morphologie des dépôts 

reposent souvent sur des approches globales basées sur l’évolution de la performance de la 

filtration. Plusieurs dispositifs ont été développés pour étudier les dépôts « in situ » et 

améliorer la compréhension des phénomènes à l’échelle microscopique. Les techniques 

classiques d’observation directe permettent d’étudier la topologie des dépôts mais ne donnent 

pas accès à l’organisation des particules à l’intérieur de la structure, surtout dans le cas de 

systèmes complexes polydispersés. Le Tableau I.6-1 synthétise les différentes techniques non 

invasives de caractérisation des dépôts de colmatages décrites dans ce chapitre. Plusieurs de 

ces techniques nécessitent l’utilisation de module de filtration spécial transparent ou muni 
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d’une fenêtre d’observation. Leurs complexité de l’utilisation et le coût est variable. Leurs 

résolutions, qui représente un facteur clé dans le choix de la méthode, varie entre 0,1 µm à 10 

µm. De plus, la plupart des observations sont réalisées « ex situ » sur des échantillons de 

membrane. Or, les propriétés des dépôts (porosité, épaisseur,…) dépendent des conditions 

hydrodynamiques en fonctionnement (débit, pression, température…..).  

L’étude des dépôts biologiques doit également prendre en compte les évolutions 

temporelles potentielles liées à des systèmes vivants. Les délais de mise en œuvre du 

protocole expérimental, de préparation de l’échantillon avant son observation (coloration, 

temps d’incubation, lavage….) est susceptible d’influer sur le résultat.  

En conclusion, une étude pertinente de la construction et la caractérisation d’un dépôt 

biologique requiert l’utilisation d’un dispositif expérimental en ligne et in situ afin de 

l’observer directement à l'intérieur du module de filtration sans modification des conditions 

opératoires.  
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Tableau I.6-1 : Synthèse et comparaison des techniques non invasives de caractérisation du 

dépôt 

Méthode Complexité  Résolution Avantages Inconvénients Référence 

Non optique      

Réflectométrie 

ultrasonique 
Moyenne 5 – 10 µm 

Détermination de 

la densité et de la 

hauteur du dépôt 

Limitation de la 

propagation des 

ondes sonores 

[85] 

RMN Elevée 10 µm - Non invasive 

- Analyse des 

données difficile. 

-Nécessite un 

spécialiste 

[52] 

Optique      

MEB Facile 4 nm 

Identification de la 

taille, la forme et la 

nature de l’élément 

colmatant 

Le prétraitement 

comprenant une 

déshydratation et 

une métallisation 

à l’or 

[55] 

AFM Difficile 0,1 à 1µm 

- Image 3D du 

dépôt 

- Profil des forces 

entre la membrane 

et les agents 

comatants 

Le résultat dépend 

du type de la 

pointe de la sonde 

[60] 

DOTM Faible > 0,5µm 

Dynamique du 

dépôt des particules 

sur la membrane 

Formation de la 

première couche 
[61] 

DVO Faible > 0,5µm 
Dynamique de la 

formation du dépôt 

- Suspension très 

dilués 

- Dépôt fin 

[63] 

Trigonométrie 

laser 
Faible 5µm 

- Dynamique de la 

formation du dépôt 

- Mesure de la 

hauteur 

- La membrane ne 

peut pas être 

observée 

-Faible résolution 

[66] 

Capteur laser 

optique 

 

Difficile 10 µm 
- Mesure in situ de 

la hauteur du dépôt 

-Suspensions 

dilués 

- Particules 

spéciales 

- Calibrage 

difficile 

[68] 

Microscopie à 

épifluorescence 
Moyenne 1 µm 

Identification des 

agents colmatant 

Photoblanchiment 

Bruit de fond 
[62] 

Microscopie 

confocale 
Difficile 

180 nm 

400nm-800 

nm 

- Identification des 

particules 

- Caractérisation 

3D du dépôt 

Photoblanchiment 

Couteuse 
[48] 

Microscopie 

biphotonique 
Difficile <1µm 

Caractérisation 3D 

du dépôt 

- Très couteuse 

- Complexe  
[84] 
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Chapitre II. Contexte de l’étude et 

conception du dispositif expérimental 
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II.1 Présentation du travail, objectifs et approche 

De façon générale, les techniques de filtration sont confrontées à une forte limitation 

due à leur colmatage consécutif à l’accumulation de matière sur le média filtrant qui peut 

engendrer des pertes économiques importantes. Lors de la filtration de fluides réels, en 

particulier contenant des microorganismes et des composés issus de leur activité, les 

mécanismes peuvent être très complexes. En effet, les microorganismes peuvent être de 

différentes espèces et morphologies. Ils sont souvent déformables et possèdent des propriétés 

de surface qui varient selon les conditions environnementales. Toutes ces spécificités rendent 

difficile la compréhension des mécanismes gouvernant le colmatage. 

Afin de positionner la problématique et borner le cadre de l’étude, des expériences de 

filtration de suspensions de microorganismes ont été réalisées avec un pilote semi industriel 

équipé de membranes céramiques tubulaires fonctionnant en mode tangentiel.  

Pour ce travail préliminaire, deux microorganismes modèles ont été sélectionnés 

présentant des différences morphologiques notables : la levure Saccharomyces cerevisiae et la 

bactérie Escherichia coli. Les suspensions, réalisées à partir de cultures pures utilisées 

indépendamment ou en mélange, permettront de simuler différents cas de milieux complexes. 

L’influence de la concentration a été étudiée pour des suspensions pures de levure (6 g/L, 8 

g/L et 10 g/L). La modification des performances consécutives à l’ajout de bactéries 

(Escherichia coli) à des concentrations de 0,15 g/L et 0,3 g/L aux suspensions de levures (6 

g/L et 10 g/L) a été analysée et l’effet de la morphologie des cellules sur la conduite de la 

filtration a été examiné.  

Ces expériences ont mis en évidence les limites de l’approche globale pour comprendre 

les mécanismes impliqués dans le colmatage. Sur la base de ce constat, une technique 

d’investigation alternative est proposée. Elle repose sur l’observation en temps réel et in situ 

par microscopie confocale de la construction du dépôt constitué de particules ou 

microorganismes fluorescents. Une telle approche nécessite le dimensionnement et la 

conception d’une chambre de filtration spécifique.  

II.2 Conception et fabrication de la chambre de filtration 

Notre but était de concevoir un dispositif de filtration permettant la visualisation directe 

par microscopie confocale de la croissance des dépôts pendant la filtration et une mesure 

pertinente et représentative de leurs caractéristiques (organisation des particules, épaisseur, 
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porosité …). Différentes exigences doivent, de ce fait, être satisfaites. Ainsi, par exemple, afin 

de mesurer l’épaisseur des dépôts, l'observation de la membrane propre avant la filtration et la 

croissance du gâteau doivent pouvoir être réalisées directement, sans déplacement de la 

chambre de filtration. La taille et le poids du dispositif doivent être en accord avec les 

spécifications du microscope (distance entre surface de la fenêtre et objectif, caractéristiques 

de la platine…). La résolution optique doit être en accord avec la taille des objets observés et 

le niveau de précision souhaité. De plus, le système doit être nettoyable aisément. Un cahier 

des charges listant les paramètres de conception de la chambre de filtration a, ainsi, été établi: 

1. Choix de la membrane : afin de réaliser une étude générique, des conditions modèles 

ont été sélectionnées. Le choix des membranes s’est porté sur des microsieves dont les pores 

sont parfaitement calibrés et répartis. Elles présentent, en outre, le meilleur compromis en 

termes de minimisation de la taille de membrane et maximisation du débit de perméat.  

2. Contraintes géométriques : La taille de la chambre doit permettre la visualisation, in 

situ, de la totalité du dépôt afin de déterminer son épaisseur en différents endroits et non 

seulement sur une partie. Les dimensions de la fenêtre d'observation doivent être 

suffisamment grandes pour permettre à l'objectif du microscope de parcourir une partie 

représentative de la membrane.  

3. Contraintes liées à l’optique : Pour bien observer le dépôt de particules sur la surface 

de la membrane, la lumière doit traverser la lame de verre et la suspension de particules au-

dessus de la microsieve. La distance totale correspond à la hauteur du canal. La lamelle 

utilisée doit être le plus mince possible pour avoir une profondeur de chambre totale 

inférieure à la distance de travail des objectifs de microscope. Cependant, le verre ne doit pas 

être déformé sous l’effet de la pression lors de la filtration.  

4. Nettoyage de membrane : le matériau de la chambre de filtration doit être compatible 

avec les techniques de nettoyage des membranes qui exige généralement deux phases : un 

nettoyage hydraulique et un nettoyage chimique. 

Sur la base de ces contraintes, une chambre de filtration en acier inoxydable, a été 

conçue au laboratoire d’ingénierie des systèmes biologiques et des procédés et fabriquée par 

Arias (Toulouse) (Figure II.2-1). Elle consiste en un canal de 5,18 mm de largeur, 60 mm de 

longueur et 0,25 mm de hauteur portant sur l’une de ses faces un emplacement dans lequel est 

insérée la microsieve. En vis-à-vis de la membrane une fenêtre optique permet d’observer le 

dépôt en cours de formation. 
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Figure II.2-1 : Schéma de la chambre de filtration 

1 : couvercle ; 2 : joint plat ; 3 : lamelle ; 4 : joint ; 5 : chambre de filtration ; 6 : support 

microsieve 

II.3 Microsieves 

Les microsieves sont décrites dans le détail dans le chapitre « Matériel et Méthodes » 

(chapitre III). Elles sont composées de Nitrure de Silicium (SixNy) qui est sensible à 

l’oxydation ou à l’adsorption de contaminants [86]. Afin d’obtenir une performance optimale 

lors des expériences, les membranes sont au préalable traitées. Un traitement plasma est 

appliqué afin d’homogénéiser les surfaces et de les rendre plus hydrophiles par oxydation et 

mouillage par l’isopropanol pour activer les pores.  

Le caractère hydrophile/hydrophobe de la surface filtrante a été déterminé par la 

méthode de la goutte posée. Les angles de contact des microsieves neuves, 82,66 ± 0,32 et 

75,32 ± 0 ,28 pour les membranes de diamètres des pores 0,8 µm et 2 µm, respectivement, 

1

2

6
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indiquent que les membranes présentent une surface filtrante hydrophobe (très grand angle de 

contact avec l’eau). La différence de taille entre les deux microsieves pourrait expliquer que la 

2 µm soit plus hydrophile. Après traitement, les angles de contact diminuent, témoignant 

d’une surface plus hydrophile (Tableau II.3-1). Ce résultat est en accord avec les travaux de 

Gironès et al. [86] qui a comparé la composition de la surface des microsieves en silicone 

nitride avant et après un traitement et a trouvé une augmentation des ratios O/N et O/Si après 

traitement, confirmant l’oxydation des microsieves. 

L’effet du stockage dans l’eau ultrapure sur le traitement est déterminé par le suivi de la 

perméabilité relative d’une microsieve 0,8 µm. La membrane perd la moitié de sa 

perméabilité dès la première semaine (Figure II.3-1). La conservation post-traitement n’est 

donc pas envisageable et les membranes doivent être utilisées rapidement. 

Afin d’obtenir une performance optimale et un comportement identique pour toutes les 

microsieves, les prétraitements consistant à l’activation des pores par mouillage et 

hydrophilisation des surfaces jouent donc un rôle clé. Le protocole expérimental qui permet 

d’avoir une perméabilité maximale et stable à l’eau ultrapure a, ainsi, été établi : après un 

traitement plasma suivi d’un mouillage avec l’isopropanol, les microsieves sont scellées dans 

de l’eau ultrapure en absence de bulles d’air et sont utilisées dans les 48 heures. Toutefois, il 

faut signaler que l’assemblage du système de filtration peut s’accompagner de l’introduction 

de quelques bulles d’air dans la boucle de filtration qui, même si elles sont chassées avant le 

début de l’expérience, sont susceptibles d’engendrer l’inactivation locale de quelques pores.  

Tableau II.3-1 : Effet du traitement sur l’angle de contact 

Membrane 
Angle de contact (°) 

Non modifiée Traitée 

2 µm microsieve 75,32 ± 0,28 22,58 ± 0,04 

0,8 µm microsieve 82,66 ± 0,32 33,40 ± 0,13 
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Figure II.3-1 : Réduction de la perméabilité en fonction du temps de stockage d’une 

microsieve 0,8 µm 
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Cette étude a pour but d’analyser, par une approche expérimentale, la construction d’un 

gâteau de filtration et son effet sur les performances du procédé. Les fluides réels contiennent 

fréquemment une composante biologique de composition complexe et variable. Cela peut être 

un large spectre de microorganismes de différentes tailles et propriétés. Vu l’importante 

diversité de microorganismes et la complexité des interactions entre les différentes espèces, il 

est impossible de généraliser les résultats obtenus lors de quelques essais de filtration d’eaux 

réelles. Néanmoins, il est essentiel d’identifier les phénomènes et mécanismes prépondérants 

afin de tendre vers une optimisation de la conduite des opérations. Dans ce sens, le recours à 

des systèmes modèles est particulièrement pertinent. 

Ce chapitre a pour but de présenter le matériel utilisé (suspensions modèles inertes, 

suspensions de microorganismes, système de filtration), ainsi que les différents protocoles 

expérimentaux mis en œuvre. 

III.1 Particules modèles 

Dans cette étude, on se propose, d’abord, de remplacer des microorganismes par des 

particules microniques inertes. Les particules sélectionnées doivent répondre à plusieurs 

critères: 

- Taille de l’ordre de grandeur de microorganismes (Escherichia coli et Saccharomyces 

cerevisiae) 

- Géométrie parfaitement sphérique, monodisperse. 

- Posséder un pouvoir interactif négligeable. 

- Inertes vis à vis de microorganismes quand elles sont mélangées avec eux 

- Spectres d’émission de fluorescence bien distincts.  

Au vu de ces critères, des microsphères en polystyrène (Thermo Scientifique, USA) de 

1 µm et 4,8 µm de diamètre ont été sélectionnées. Elles sont conditionnées à une 

concentration de 1 % (w/w) dans de l'eau ultrapure avec des traces de conservateur et de 

tensio-actif, pour limiter leur agrégation. Les maxima d’émission de fluorescence sont bien 

distincts (Tableau III.1-1). 

Tableau III.1-1: Propriétés spectrales des microsphères fluorescentes 

Diamètre des 

microsphères  
Couleur  

Maximum d’excitation 

(nm) 

Maximum d’émission 

(nm) 

1µm rouge 542 612 

4,8µm vert 468 508 
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III.2 Microorganismes modèles 

La levure Saccharomyces cerevisiae a été sélectionnée comme modèle d’étude 

eucaryote. Elle est très répandue dans les industries alimentaires d’où une grande présence 

dans les eaux industrielles. L’organisme procaryote retenu comme modèle est Escherichia 

coli. Cette bactérie est très largement répandue et impliquée dans de nombreuses pathologies. 

Elle est considérée comme marqueur de contaminations fécales dans les contrôles 

microbiologiques. Les deux microorganismes choisis présentent des différences 

morphologiques notables. 

Toutes les manipulations sont effectuées sous un PSM (Poste de Sécurité 

Microbiologique) de type II respectant la norme NF EN 12469. 

III.2.1 Milieux de culture 

Les milieux de culture YPD (Yeast Extract Peptone Dextrose) (Tableau III.2-1) et LB 

(Luria Bertani) (Tableau III.2-2) sont utilisés, respectivement, pour la préculture et la culture 

de Saccharomyces cerevisiae et Escherichia coli. Les milieux sont autoclavés à 120°C 

pendant 20 minutes. Une solution de glucose concentrée (500 g.L
-1

) est préparée et stérilisée à 

part par autoclavage puis ajoutée au milieu LB. 

Les milieux gélosés, obtenus par ajout d’agar à 15 g.L
-1

, sont utilisés pour le 

dénombrement des microorganismes.  

Tableau III.2-1 : Composition du milieu de culture YPD 

Composés Concentration (g.L
-1

) 

Glucose 

Extrait de levure 

Bactopeptone 

Agar pour gélose 

10  

10  

10  

15 

 

Tableau III.2-2 : Composition du milieu de culture LB glucosé 

Composés Concentration (g.L
-1

) 

NaCl 

Extrait de levure 

Tryptone 

Glucose 

Agar pour gélose 

10 g 

5  

10  

10 

15 
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III.2.2 Conservation des souches 

Un milligramme de levures sèches (Sacharomyces cerevisiae active sèche, Lesaffre, 

France) est réhydraté dans quelques millilitres d’eau physiologique stérile et incubé à 30°C 

pendant 10 minutes sous agitation. Les levures ainsi réactivées servent à ensemencer une 

gélose YPD pendant 48 heures à 30°C.  

La culture de la bactérie Escherichia coli K12 est initiée à partir de un millilitre d’un 

tube de glycérol-stock conservé au congélateur (-20°C) dans 50 mL de LB. Une boite de Pétri 

contenant de la gélose LB est ensemencée à partir de cette culture et incubée à 37°C pendant 

24h.  

Des précultures de 2 mL de milieu sont réalisées à partir de colonies isolées et incubées 

sous agitation (200 tours/minutes) pendant 24 heures à 30°C pour les levures et 12 heures à 

37°C pour les bactéries. Les contenus de ces tubes sont transférés dans des fioles 

d’Erlenmeyer de 500 mL contenant 50 mL de milieux puis incubés dans les mêmes 

conditions. Les microorganismes sont, ensuite, récoltés en phase exponentielle et stockés à -

80°C dans des cryotubes avec 20 % de glycérol stérile. 

III.2.3 Mise en œuvre de la culture des microorganismes 

La culture des microorganismes modèles est réalisée en fiole d’Erlenmeyer et en 

fermenteur. 

III.2.3.1 Cultures en fiole d’Erlenmeyers 

Les inocula pour les cultures en bioréacteur ainsi que les suspensions cellulaires 

utilisées pour les expériences de microfiltration sont obtenus par cultures discontinues en 

fioles d’Erlenmeyers. Pour cela 50 mL de milieu sont ensemencés (10% v/v) avec 1 mL de la 

souche conservée et mis à incuber 24 heures à 30°C pour Saccharomyces cerevisiae et 12 

heures à 37°C pour Escherichia coli sur une table d’agitation (200 tours/minutes). 

III.2.3.2 Cultures en bioréacteurs 

Les cinétiques biologiques des souches de Saccharomyces cerevisiae et Escherichia coli 

ont été caractérisées lors d’une culture dans un réacteur double enveloppe en verre d’un 

volume de 2 L (CBC5 Chemap) équipé de sondes pour la mesure et le contrôle du pH, de la 

température et de l’oxygène dissous. La sonde pH est calibrée par des solutions tampons 

(Chem-Lab, Belgique) avant l’autoclavage et la sonde pO2 est calibrée après autoclavage. Le 
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bioréacteur est autoclavé avec le milieu correspondant aux microorganismes à étudier, à 

l’exception du glucose qui est ajouté avant inoculation du réacteur. 200 mL de la préculture 

en phase exponentielle de croissance est introduite dans le fermenteur (10 % v/v). 

Initialement, la vitesse d’agitation est fixée à 200 tours/min puis elle est graduellement 

augmentée afin de ne pas limiter la culture en oxygène. 

III.2.4 Techniques analytiques  

III.2.4.1 Mesure de la densité optique (DO) 

La croissance est suivie par spectrométrie (spectrophotomètre Biochrom Libra S4) à 

600 nm dans une microcuve à usage unique de 1 cm de trajet optique. Des dilutions sont 

effectuées pour obtenir une absorbance comprise entre 0,1 et 0,7 UA. La mesure est réalisée 

en triple pour chaque dilution. 

III.2.4.2 Détermination de la masse sèche 

5 à 10 mL d’échantillon sont filtrés sur système Büchner avec une pompe à vide (Knf, 

Laboport) sur des membranes (Sartorius Sortolon polyamide) de 0,2 µm de diamètre de pores, 

séchées 48 heures à 60 °C sous 200 mm d’Hg) et pesées au préalable (masse m0). Les filtres 

sont à nouveau séchés dans les mêmes conditions puis pesés (masse m1). La masse de matière 

sèche par unité de volume, notée   , est alors déterminée :  

    
       

            é
 

Équation III.2-1 

 

III.2.4.3 Dénombrement des microorganismes 

Les microorganismes viables sont déterminés par dénombrement des UFC (unités 

formant colonies) sur boite de pétri contenant pour Saccharomyces cerevisiae une gélose 

YPD et pour Escherichia coli une gélose LB. Les échantillons sont dilués de façon appropriée 

avec de l’eau physiologique stérile (9 g.L
-1

 NaCL). Le comptage des cellules est réalisé au 

bout de 24 h à 48 h d’incubation à 30 °C pour les levures et 37 °C pour les bactéries. 

III.2.4.4 Détermination de la concentration en glucose 

La teneur en glucose est déterminée dans le surnageant de culture (centrifugation 12000 

g, 5 minutes) par une méthode enzymatique avec un analyseur biochimique YSI 27A (Yellow 

Springs Instruments). Dans ce dispositif, la glucose oxydase, immobilisée sur une membrane, 
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agit sur le glucose du milieu en libérant du peroxyde d’hydrogène. L’oxydation de H2O2 sur 

une électrode en platine libère un flux d’électrons proportionnel à la concentration en glucose 

dans le milieu. Cet instrument est calibré par une solution de glucose de 2,5 g.L
-1

 et la gamme 

linéaire se situe entre 0 et 0,25 g.L
-1

. L’erreur est de l’ordre de 2 à 5 %.  

III.2.5 Marquage des microorganismes 

Plusieurs colorants ont été utilisés : le bleu de méthylène, le diacétate de fluorescéine 

(FDA), la Rhodamine 123, le Syto 9 et le Syto 84. Les trois premiers ne sont pas classés 

comme dangereux au sens de la Directive 67/548/CEE. Le Syto 9 et le Syto 84 doivent en 

revanche être manipulés avec un soin particulier car, pouvant se lier aux acides nucléiques, ils 

sont considérés comme potentiellement mutagènes. De plus, ils sont dilués dans le DMSO 

(Diméthyle sulfoxide) dont le rôle est de faciliter la pénétration des molécules organiques 

dans les cellules et les tissus et qui pourrait présenter une toxicité notable. Tous les colorants 

doivent être manipulés et éliminés selon la règlementation.  

III.2.5.1 Utilisation du bleu de méthylène pour Saccharomyces cerevisiae 

Le bleu de méthylène est utilisé comme marqueur de l’activité métabolique chez 

Saccharomyces cerevisiae. En effet, la détermination de la viabilité des cellules est basée sur 

la décoloration du bleu de méthylène qui traduit l’intégrité de l’enveloppe cellulaire et 

l’activité de la déshydrogénase intracellulaire ou estérases fonctionnelles chez les cellules 

actives. Ainsi, la réduction du bleu de méthylène (incolore) initialement bleu témoigne de 

l’activité globale des cellules, et de leur viabilité. Les cellules bleues sont considérées comme 

non viables. 

Pour marquer les cellules, un volume de suspension cellulaire est ajouté au même 

volume de la solution de colorant (0,1 g.L
-1

). Après 5 minutes d’incubation, la suspension est 

observée au microscope optique (objectif 40 x) sur une lame de Thoma. 

Le colorant est préparé avec 100 mg bleu de méthylène déshydraté pour 100 mL d’eau 

distillée. La solution est, ensuite, filtrée sur des filtres Minisart 0,2 µm stériles (Sartorius, 

Allemagne). 
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III.2.5.2 Marquage des microorganismes par les fluorochromes 

III.2.5.2.1 Marquage à la Rhodamine 123 

La Rhodamine 123 est un fluorochrome qui s’accumule dans les mitochondries des 

cellules vivantes. Ce marqueur se distribue en fonction de la charge négative du potentiel de 

la membrane à l’intérieur des mitochondries. Ses maxima d’excitation et d’émission sont à 

507 nm et 529 nm, respectivement (Figure III.2-1). Ce fluorochrome est utilisé à une 

concentration de 5 µg.mL
-1

 dans des suspensions cellulaires lavées deux fois et resuspendues 

dans l’eau physiologique.  

 

Figure III.2-1 : Spectre d’excitation et d’émission de la Rhodamine 123 

III.2.5.2.2 Marquage au diacétate de fluorescéine 

Le diacétate de fluorescéine (FDA) est un composé, incolore, non polaire qui pénètre 

passivement dans les cellules. A l’intérieur des cellules, il est hydrolysé par des estérases non 

spécifiques produites par les microorganismes métaboliquement actifs pour donner un 

composé fluorescent : la fluorescéine (Figure III.2-2) [87]. Ce fluorochrome émet une 

fluorescence verte à 520 nm lorsqu’il est excité à 490 nm (Figure III.2-3). 

Une solution mère est préparée à 5 mg.mL−
1
 dans de l’acétone à partir de poudre de 

FDA (Sigma Aldrich). Elle est conservée à -20°C puis diluée au moment de l’utilisation dans 

du PBS (Phosphate Buffered Saline) (Sigma Aldrich) à la concentration voulue. Ce colorant 

est utilisé à une concentration de 0,35 µg.mL−
1 

dans des suspensions cellulaires lavées deux 

fois et resuspendues dans l’eau physiologique. Les microorganismes sont, ensuite, observés 

en fluorescence après 10 minutes d’incubation à température ambiante à l’obscurité. 
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Figure III.2-2 : Conversion de la fluorescéine diacétate (FDA) en fluorescéine 

 

Figure III.2-3 : Spectre d’excitation et d’émission de la FDA 

III.2.5.2.3 Le marquage aux fluorochromes Syto 

Ces colorants des acides nucléiques sont utilisés dans le marquage des cellules 

eucaryotes mortes et vivantes ainsi que des bactéries. Bien qu’ils soient des marqueurs de 

l’ADN et L’ARN, toute la cellule marquée est fluorescente. Le Syto 9 est un fluorochrome 

vert excité à 485 nm et observé à 498 nm. Quant au Syto 84, il est rouge avec des maxima 

d’excitation et d’émission à 567 nm et 582 nm, respectivement (Figure III.2-4). Les solutions 

mères sont préparées à une concentration de 10
-4

 mol.L
-1

 dans du DMSO et conservées à -

20°C.  

Ces fluorochromes sont utilisés à une concentration de 5 10
-8 

mol.L
-1

dans des 

suspensions cellulaires lavées deux fois et resuspendues dans l’eau physiologique. Les 

suspensions cellulaires sont incubées 30 minutes à l’obscurité.  
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Figure III.2-4 : Spectres d’excitation et d’émission du Syto 9 et Syto 84 

III.3 Caractérisation des suspensions modèles 

La caractérisation des suspensions modèles comprend plusieurs mesures, en particulier 

la répartition de taille, le potentiel zêta, le caractère hydrophile/hydrophobe des 

microorganismes…  

III.3.1 Distribution de taille des suspensions 

III.3.1.1 Particules modèles 

La répartition de taille des particules modèles est analysée avec un zetasizer (Malvern 

Instrument, Nano zs). Cette technique mesure la diffusion des particules soumises au 

mouvement brownien et calcule une distribution de taille des particules au moyen de la 

relation de Stokes-Einstein. Dans la pratique, 1 mL d’échantillon est introduit dans une cuve 

et placé dans le zetasizer. Les fluctuations d’intensité du laser causées par les mouvements 

browniens des particules, en fonction du temps sont mesurées et auto-correlées à leurs tailles.  

III.3.1.2 Microorganismes modèles 

La répartition de tailles des suspensions de microorganismes est obtenue par un 

granulomètre laser Mastersizer 2000 (Malvern instrument SA). La mesure du diamètre moyen 

des microorganismes est une technique basée sur la diffraction de la lumière. En effet, quand 

le faisceau laser rencontre une particule, il subit une diffraction. L’intensité du rayonnement 

diffracté et l’angle de diffraction dépendent de la taille des particules. Tout d’abord, le 
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granulomètre mesure le bruit de fond causé par le diluant. Ensuite, la suspension est mise sous 

agitation à vitesse constante durant toutes les mesures. Quelques millilitres de suspension 

cellulaire sont prélevés et dilués (1 à 2 g de cellules en suspension aqueuse). Ensuite, la 

suspension est injectée dans la cellule de mesure. Enfin, l’angle de déviation du faisceau 

lumineux est analysé par les détecteurs.  

III.3.2 Propriétés de surface 

III.3.2.1  Potentiel zêta 

Le potentiel zêta (ζ) en millivolts est mesuré à l’aide d’un zêtasizer (Malvern 

Instrument, Nano zs). Il est déduit de la mobilité électrophorétique en utilisant l’équation de 

Smoluchowski. Chaque mesure est répétée cinq fois. 

III.3.2.2 Caractère hydrophile/hydrophobe et propriétés acide/base de Lewis des 

microorganismes : méthode MATS 

La méthode MATS (Microbial Adhesion To Solvents) est une méthode de partition, 

basée sur la comparaison de l’affinité d’un microorganisme pour un solvant monopolaire et un 

solvant non polaire [88]. Le solvant monopolaire peut être acide (accepteur d’électrons) ou 

basique (donneur d’électrons) mais ces deux solvants doivent posséder une composante de 

Lifshitz-van der Waals similaire à celle du solvant non polaire qui leur est associé. Deux 

paires de solvants ont ainsi été choisies. Les composantes d’énergie de surface des solvants 

sont présentées dans le Tableau III.3-1. 

- le chloroforme, solvant acide avec une composante basique négligeable et 

l’hexadécane, n-alcane apolaire [88], permettent de déterminer le caractère donneur 

d’électrons de la souche  

- l’acétate d’éthyle, solvant fortement basique et le décane, n alcane apolaire, permettent 

de déterminer le caractère accepteur d’électrons de la souche. 

Le caractère hydrophobe (ou hydrophile) est révélé par l’affinité pour les solvants 

apolaires.  

Le caractère hydrophile/hydrophobe et les propriétés donneur/accepteur d’électrons de 

la surface des microorganismes, prélevés en phase stationnaire de croissance sont évalués 

selon le protocole décrit ci-dessous [89]. 

La suspension de microorganismes lavée est préparée dans NaCl 9 g.L
-1

 à une densité 

optique à 620 nm d’environ 0,7. Dans un tube à hémolyse, 0,4 mL de solvant sont ajoutés à 
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2,4 mL de suspension cellulaire. Le mélange est agité manuellement pendant 10 secondes puis 

« vortexé » pendant 50 secondes. Le mélange est ensuite laissé au repos 15 min afin de 

permettre la séparation complète des deux phases. Puis, un échantillon (1 mL) de la phase 

aqueuse est délicatement prélevé pour la mesure de la densité optique à 620 nm. Le 

pourcentage de cellules liées à chaque solvant est ensuite calculé par Équation III.3-1.   

           é         
 

  
  Équation III.3-1 

Avec A0 et A : densités optiques à 620 nm de la suspension de microorganismes avant et après 

contact avec le solvant, respectivement. 

Les tests sont réalisés en triplicata sur trois cultures indépendantes. 

Tableau III.3-1: Tensions de surface (mJ/m²) de Lifshitz-van der Waals (  
   ), polaires 

(  
 ,  

 ) et énergie de surface totale (  
     ) des solvants utilisés dans la méthode MATS 

 Tensions de surface (mJ.m-²) 

   
     

    
    

      

Hexadécane 

Décane 

Chloroforme 

Acétate d’éthyle 

27,5 

23,8 

27,1 

23,9 

0,0 

0,0 

3,8 

0,0 

0,0 

0,0 

0,0 

19,2 

27,5 

23,8 

27,1 

23,9 

III.4 Acquisition d’images 

III.4.1 Microscopie optique 

Avant la filtration, l’état et la propreté de la microsieve utilisée est vérifié à l’aide d’un 

microscope optique à transmission (Nikon eclipse LV 100). Cet appareil sera aussi utilisé 

pour le dénombrement des levures sur cellule de Thoma. 

III.4.2 Microscopie à épifluorescence 

Un microscope à épifluorescence (Leica DM 4000B) est utilisé pour l’observation des 

microorganismes et particules fluorescentes ainsi que le contrôle des microsieves durant leur 

nettoyage. Il est équipé de quatre cubes « blocs filtres » correspondant aux fluorochromes 

usuels (DAPI, FITC, CY 3 et CY 5) dont les caractéristiques sont présentées au Tableau 

III.4-1. Cet appareil permet l’observation en lumière blanche, contraste de phase et réflexion. 
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Tableau III.4-1 : Caractéristiques des blocs filtres du microscope à épifluorescence 

Bloc filtre 
Longueur d’onde 

d’excitation (nm) 

Longueur d’onde d’émission 

(nm) 

DAPI 360 ± 40 470 ± 40 

FITC 480 ± 40 505 ± 30 

CY3 545 ± 30 610 ± 75 

CY5 620 ± 60 700 ± 75 

III.4.3 Microscopie confocale  

La formation du dépôt peut être suivie sur deux appareils: 

  Un microscope confocal (TCS SP2, Leica) pour les dépôts monodispersés. 

  Un microscope confocal (TCS AOBS, Leica) pour les dépôts bidispersés. 

Le microscope confocal SP2 dispose d’un seul laser en plus de la lumière blanche, un 

seul type de particules peut donc être visualisé. Par contre, le microscope confocal AOBS 

possède deux lasers d’excitation en plus de la lumière blanche ce qui permettra l’observation 

simultanée de deux types de particules. 

Trois objectifs sont utilisés: x 10, x 40 et x 63 (Tableau III.4-2). 

Tableau III.4-2 : Caractéristiques des objectifs utilisés en microscopie confocale 

Objectif 
Ouverture 

numérique 
Milieu d’immersion 

Distance de travail 

(mm) 

x 10 0,3 sec 11 

x 40 0,8 eau 3,3 

x 63 0,9 eau 2,2 

En microscopie confocale à balayage laser, deux modes d’observation sont disponibles : 

  Lumière blanche : le microscope fonctionne comme un microscope à réflexion 

classique. 

  Fluorescence : un système de balayage du laser d’excitation permet de scanner 

l’échantillon, point par point, et ligne par ligne sur le plan xy selon l’axe z (Figure III.4-1 A). 

Un seul point focal est excité à la fois ce qui limite l’interférence avec les plans supérieurs et 

inférieurs ainsi qu’avec les autres éléments du plan focal. Notons qu’une exposition trop 

intense des microorganismes peut induire un phénomène de photoblanchiment. Les lasers 

permettent une excitation précise des fluorochromes aux longueurs d’ondes adéquates. De 
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plus, l’intensité du laser est réglée en fonction de l’intensité de fluorescence émise par 

l’échantillon. La fluorescence émise par le plan focal est récupérée et celle provenant des 

zones n’appartenant pas au plan focal est bloquée (Figure III.4-1 B). La largeur de la bande 

d’émission est aussi réglée en fonction de l’intensité de la fluorescence récupérée. Si deux 

fluorochromes sont utilisés, la fenêtre doit être rétrécie pour éviter la superposition des 

spectres d’émission. 

  

Figure III.4-1 : Principe de fonctionnement du microscope confocal durant l’excitation (A) et 

l’émission (B) 

Deux modes d’acquisition peuvent être utilisés si plusieurs lasers d’excitation sont 

utilisés : 

 Une acquisition simultanée : Les lasers d’excitation sont utilisés en même temps lors 

du balayage de l’échantillon. 

 Une acquisition séquentielle : Le premier laser correspondant à l’un des 

fluorochromes, balaye la totalité ou une ligne du plan focal. Après récupération du signal, ce 

laser est éteint et le deuxième laser balaye alors l’échantillon. Ce mode permet de minimiser 

les interférences dues au recouvrement des spectres.  

Pour limiter le recouvrement, il est aussi important de choisir des fluorochromes excités 

par différents lasers et qui ont des spectres d’émission assez éloignés. 

L’interface disponible pour le réglage des paramètres pour l’excitation et l’émission des 

fluorochromes est présentée sur la Figure III.4-2. 

Excitation
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Pinhole du confocale
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Figure III.4-2 : Interface de réglage des paramètres pour l’excitation et l’émission des 

fluorochromes sur le microscope confocal 

Les appareils utilisés sont équipés des sources lasers suivantes: 

  Un laser Hélieum-Néon avec une raie d’excitation à 543 nm 

  Un laser Argon équipé de quatre raies d’excitation à 458, 476, 488 et 514 nm  

Le signal est récupéré par un photomultiplicateur dont le réglage permet d’obtenir une 

image sans saturation de signal ni bruit de fond. 

Les paramètres d’acquisition sont maintenus constants pour chaque essai et restent 

proches d’un essai à un autre. En effet, durant ce réglage, deux seuils sont fixés : 

  Le seuil inférieur de détection « off set » au-dessous duquel le signal est considéré 

comme bruit de fond. 

  Le seuil supérieur de détection « gain » : le signal reçu de l’échantillon est amplifié 

par le photomultiplicateur sans dépasser cette valeur au delà de laquelle l’image est saturée. 

III.5 Préparation des suspensions pour les essais de filtration 

III.5.1.1 Suspensions des particules modèles 

Les particules modèles sont tout d’abord dispersées dans de l’eau ultrapure filtrée sur 

des membranes 0,22 µm. La concentration des particules est calculée de manière que la masse 

Fenêtre de récupération de l’émission 

Spectre d’émission du fluorochrome 

Mode: 

lumière blanche

Mode: fluorescence

Intensité du laser d’excitation
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totale de particules injectées formerait une monocouche de particules si elle se répartissait 

uniformément sur la surface filtrante. Cette stratégie a pour but d’observer la construction du 

gâteau de particules couche par couche. 

III.5.1.2 Préparation des suspensions des microorganismes modèles 

Les suspensions de microorganismes modèles sont toujours préparées à partir de 

cultures fraiches obtenues dans les conditions décrites au paragraphe III.2.3.1. Elles sont 

centrifugées à 11500 g pendant 10 min (centrifugeuse 5810 R Eppendorf, Allemagne) et 

lavées deux fois avec de l’eau physiologique stérile. La concentration en microorganismes est 

déterminée par mesure de la densité optique à 600 nm puis corrigée après détermination de la 

masse sèche.  

Les suspensions cellulaires sont alors marquées et incubées à l’obscurité. Avant de 

commencer les injections, l’absence de contamination et le taux de marquage sont 

systématiquement contrôlés par observation au microscope confocal en lumière blanche et en 

fluorescence aux longueurs d’ondes d’excitation et d’émission correspondant au fluorochrome 

utilisé. 

III.6 Essais de filtration  

L’étude de la formation du dépôt sur les membranes durant la microfiltration est 

réalisée suivant un protocole standardisé. Après avoir décrit les caractéristiques des 

membranes sélectionnées, le protocole de filtration est présenté. Ensuite, les protocoles de 

détermination de la compressibilité des gâteaux formées et de nettoyage sont décrits. 

III.6.1 Membranes  

Les membranes utilisées pour les études de microfiltration sont des microsieves en 

Nitrure de Silicium (SixNy) fournies par Aquamarijn B.V. (5x5 mm
2
). Elles sont composées 

de quatorze bandes filtrantes correspondant à une surface totale de filtration de 6,3 mm
2
 

(Figure III.6-1). Les microsieves sont des membranes minces constituées d’un arrangement 

régulier de pores cylindriques parfaitement calibrés. La couche de Nitrure de Silicium est de 

0,9 µm d’épaisseur. Deux types de microsieves de tailles de pores 0,8 µm et 2 µm ont été 

utilisées (Tableau III.6-1). L’organisation géométrique des pores est présentée dans la 

Figure III.6-2. 
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Figure III.6-1 : Observations de la surface d’une microsieve: 

 (A) bandes filtrantes (objectif 10 x) et détails des pores (Objectif 63 x), zoom 1 (B) et 6 (C). 

Tableau III.6-1 : Principales caractéristiques des membranes 

Taille de pore (m) Taille du « pitch » (m) Porosité (%) Nombre de pores 

0,8 10
-6

 1,6 10
-6

 22,7 2841646 

2 10
-6

 3 10
-6

 40,3 808290 

 

 

Figure III.6-2 : Représentation géométrique de l’organisation des pores 

(d : diamètre du pore, p : pitch (distance entre deux centres de pores voisins)) 

III.6.1.1 Traitement des microsieves 

Vu le faible diamètre de pores et les caractéristiques de surface des microsieves, un 

traitement avant leur utilisation doit être effectué pour assurer leur mouillabilité et ainsi 

obtenir une bonne perméabilité à l’eau. Pour optimiser ce prétraitement, plusieurs techniques 

ont été testées. 
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III.6.1.1.1 Hydrophilisation 

Les microsieves sont soumises à un traitement plasma (Four Harrick Plasma, Belgique) 

pendant 10 minutes. Ce traitement a été effectué grâce à la collaboration de l’Institut des 

Mécanique des Fluides de Toulouse (IMFT). Après traitement, la microsieve est 

immédiatement montée dans la chambre de filtration remplie d’eau ultrapure. Après avoir 

chassé l’air en injectant de l’eau ultrapure, la chambre est scellée et la membrane est utilisée 

dans les 48 heures qui suivent le traitement.  

III.6.1.1.2 Mouillage 

Comme préconisé par le constructeur, quelques gouttes d’isopropanol (Sigma Aldrich) 

filtré sur une membrane 0,2 µm sont injectés sur les microsieves à contre-sens de filtration. 

III.6.1.2 Caractérisation des microsieves 

III.6.1.2.1  Hydrophobicité 

Le caractère hydrophile/hydrophobe de la microsieve (mouillabilité) est déterminé par 

la mesure de l’angle de contact d’une goutte d’eau ultrapure posée sur sa surface à l’aide d’un 

goniomètre (Digidrop, Contact Angle Meter, GBX Scientific Instruments), d’une caméra et 

d’un logiciel de capture et d’analyse d’images (logiciel Win Drop). 

Pour une surface hydrophobe, l’angle de contact est élevé. Par contre, pour une surface 

hydrophile, l'angle est faible.  

III.6.2 Module de filtration 

Une chambre de filtration munie d’une fenêtre d’observation permettant l’observation 

de la formation du dépôt in situ, en temps réel, a été conçue et fabriquée.  

III.6.3 Protocole expérimental 

Les expériences de filtration frontales sont réalisées à flux constant afin de maintenir 

des conditions d’écoulement identiques pendant tout l’essai. 

   (L.h
-1

.m
-2

.bar) désigne la perméabilité selon la loi de Darcy (Équation III.6-1): 

    
 

   
 Équation III.6-1 
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Afin d’étudier l’évolution de la performance de la microsieve durant la formation du 

dépôt, la perte de perméabilité,   
 , est définie : 

  
  

  
 

  
  

Équation III.6-2 

Avec : 

   
 : La perméabilité de la membrane neuve après mouillage (L.h

-1
.m

-2
.bar

-1
) 

   
 : La perméabilité de la membrane colmatée (L.h

-1
.m

-2
.bar

-1
) 

III.6.3.1 Paramètres caractéristiques de la membrane 

La perméabilité de la microsieve neuve traitée est déterminée en mode frontal par 

mesure de la masse d’eau filtrée et de la pression transmembranaire au cours du temps.  

L’efficacité du prétraitement des membranes est estimée par la fraction des pores 

actifs,   ,: 

   
  

  
 Équation III.6-3 

Avec: 

   : Le nombre total des pores de la microsieve (donnée constructeur). 

    : Le nombre de pores actifs.  

Deux approches ont été adoptées pour calculer la perméabilité initiale des membranes. 

La première se base sur l’équation de Hagen–Poiseuille :  

Soit q est le débit d’eau dans un seul pore (m
3
.s

-1
) :  

    
    

   
 Équation III.6-4 

avec: 

     La variation de pression à l’intérieur des pores (Pa) 

 : La viscosité dynamique du liquide (Pa.s) 

L: La longueur du canal (m) 

r: Le rayon du canal (m)  

On suppose que tous les pores participent de manière égale au débit, Q (m
3
.s

-1
) calculé 

comme suit : 

      Équation III.6-5 

La surface active de la membrane (    est calculée par Équation III.6-6. 
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        Équation III.6-6 

Avec : 

   : La surface de la microsieve (donnée constructeur). 

Toutefois, l’équation Hagen–Poiseuille a pour hypothèse que le rayon du pore est 

significativement plus faible que sa longueur. En réalité, ce n’est le cas pour les microsieves 

dont la longueur des pores est de 0,9 µm. De se fait, pour calculer le débit, on considère des 

pores circulaires de longueur L et de diamètre d [23]: 

   
        

    
   

    

     
 
  

                Équation III.6-7 

Avec : 

   : La porosité de la microsieve  

La fonction de porosité,    , est décrite comme suit : 

          
             

 

   

 
Équation III.6-8 

Avec : 

        ,          et          [90]. 

III.6.3.2 Etude de la formation du dépôt 

La chambre de filtration est préalablement démontée et nettoyée avec de l’eau ultrapure. 

La microsieve et les tuyaux sont changés à chaque essai. La microsieve mouillée et 

hydrophilisée est montée dans la chambre et son état est contrôlé (observation de la surface, 

mesure de la perméabilité…) sous le microscope confocal en lumière blanche et fluorescence 

(contrôle particules résiduelles). 

Les expériences de filtration sont réalisées conformément au protocole suivant: 

  La chambre de filtration est placée sous microscope et fixée à la platine.  

  La cuve d’alimentation (500 mL) est remplie d’eau ultrapure.  

 On effectue une circulation tangentielle (sortie perméat fermée) afin de chasser l’air.  

  La circulation tangentielle est stoppée et la sortie perméat est ouverte. L’aspiration 

(pompe Masterflex, Bioblock scientific, USA), du perméat débute. La pression côté perméat 

est mesurée par un manomètre digital (Thyrcont, Germany). La pression transmembranaire est 

obtenue par différence entre la pression mesurée coté perméat et la pression mesurée avant la 

mise en marche de la pompe.  
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  La planéité de la microsieve est soigneusement contrôlée. 

 Le plan focal, z = 0, défini comme la surface supérieure de la microsieve, est 

déterminé avec tous les objectifs. Toutes ces analyses sont réalisées en lumière blanche. Le 

seuil inférieur de détection est réglé afin que tout signal de fluorescence soit du bruit de fond. 

  Lorsque la pression se stabilise, la suspension à filtrer est introduite dans le petit 

réservoir dédié. Notons que ce réservoir ainsi que la conduite jusqu’à la chambre de filtration 

sont en verre pour éviter l’adhésion des particules et des microorganismes.  

  La suspension est introduite dans la chambre par ouverture de la vanne trois voies et 

l’acquisition des images de la formation du dépôt est réalisée simultanément (l’objectif x10 ou 

x 63). La masse de perméat est mesurée (balance de précision Sartorius, Allemagne) pour 

calculer, a posteriori, le volume de suspension réellement injecté. 

  Lorsque tout le volume de suspension a été filtré, la vanne est refermée et la 

circulation d’eau ultrapure est maintenue sans modifier le débit de la pompe d’aspiration. La 

pression stabilisée est enregistrée pour déterminer la perméabilité en présence du dépôt, notée 

  
 .  

 Le dépôt formé est alors scruté selon l’axe z sous différents grossissements. 

 Les injections sont répétées jusqu'à stabilité de la perméabilité. 
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Figure III.6-3 : Illustration schématique du système de filtration 

1 : réservoir d’eau ultrapure, 2 : réservoir des suspensions modèles, 3 : cellule de filtration, 4 : 

microscope confocal, 5 : manomètre, 6 : pompe, 7 : perméat, 8 : ordinateur 

III.6.3.3 Etude de la compression du dépôt 

Pour déterminer la compressibilité du dépôt formé, des pressions croissantes puis 

décroissantes sont appliquées en changeant le débit de la pompe. Après chaque palier de 

pression, le dépôt est scanné selon l’axe z pour déterminer son épaisseur et sa porosité. 

III.6.3.4 Nettoyage de la microsieve 

La surface de la membrane est observée avec un microscope à épifluorescence ou à 

réflexion durant différents essais de nettoyage afin d’apprécier l’intensité des interactions 

entre le dépôt et la membrane. Pour ce faire, le protocole suivant est appliqué : 

 1. Circulation tangentielle d’eau ultrapure pendant 15 minutes 

 2. Circulation tangentielle d’eau ultrapure combinée avec une injection de bulles d’air 

durant 3 minutes 

Ces deux étapes sont répétées deux fois. La perméabilité est mesurée après chaque étape. 
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III.7 Acquisition et traitement d’images 

III.7.1  Acquisition des images 

Les images obtenues par microscopies à épifluorescence (2D) et confocale (3D) sont 

traitées avec le logiciel Image J (http://rsb.info.nih.gov/ij/). A partir des images, les modules 

de quantification du logiciel permettent d’obtenir différentes caractéristiques des dépôts: 

l’épaisseur, le taux de vide, le taux de couverture de la membrane, l’homogénéité du dépôt… 

Afin d’extraire ces données, les images sont calibrées d’après la taille du pixel (largeur, 

longueur) pour les acquisitions 2D ou du voxel (largeur, longueur, épaisseur ou temps) dans le 

cas des acquisitions 3D. La taille du pixel et/ou voxel dépend des caractéristiques de l’objectif 

utilisé et des paramètres d’acquisition (Tableau III.7-1 et  

Tableau III.7-2).  

Tableau III.7-1 : Calibration de la taille du voxel en système métrique durant l’observation 

du dépôt des particules en temps réel 

Type d’observation Construction du dépôt au cours du temps 

Objectif  x10 x63 

zoom  1 6 

Dimensions 

x µm) 2,930 0,078 

y (µm) 2,930 0,078 

t (s) 173,31 215,01 

 

Tableau III.7-2 : Calibration de la taille du voxel en système métrique pour la caractérisation 

du dépôt in situ 

Type 

d’observation 
Caractérisation du dépôt en 3D 

Objectif  x10 x40 x63 

zoom  1 1 6 1 6 

Dimensions 

x (µm) 2,930 0,732 0,122 0,465 0,078 

y (µm) 2,930 0,732 0,122 0,465 0,078 

z (µm) 2,389 0,411 0.410801 0,320 0,320 

http://rsb.info.nih.gov/ij/
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III.7.2 Analyse quantitative des images  

Malgré les différents modules disponibles dans le logiciel Image J, il n’existe pas de 

protocole universel pour le traitement d’image. Afin de garantir des mesures et des 

quantifications les plus pertinentes possibles, une partie du travail méthodologique a consisté 

à étudier, comparer et même développer différents modules afin de mettre au point un 

protocole adapté à la nature de nos images. Deux critères ont été considérés : les limites et 

précisions des modules en premier lieu et la reproductibilité du protocole afin qu’il puisse être 

utilisable par différents utilisateurs.  

Tout d’abord, les images sont compilées afin d’obtenir une série d’images calibrées 

permettant d’aboutir à des données quantitatives. L’image brute correspond à l’ensemble du 

signal fluorescent collecté par le photomultiplicateur dans un plan z défini. L’intensité de 

fluorescence des différents pixels est comprise entre 0 et 255 (codage sur 8 bits). L’intensité 

lumineuse et le contraste de l’image sont réglés avant d’effectuer un seuillage suivi d’une 

binarisation. Cette opération a pour but d’éliminer le bruit de fond. Un exemple de traitement 

est donné sur la Figure III.7-1. Afin de limiter les biais liés au choix manuel du seuil, 

l’analyse comparative des propriétés des dépôts a été réalisée par une même personne. De 

plus, lors d’une même expérience, les valeurs de seuillage sont conservées.    

   

Figure III.7-1 : Etapes du traitement d’une image acquise d’un dépôt de particules (4,8 µm) : 

A : image brute, B : Image après réglage de la lumière et du contraste, C : Image après 

seuillage.  

Le schéma suivant résume le principe de traitement des images dans ce travail.  

A B C
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Figure III.7-2 : Schéma du principe de l’analyse des séries d’images obtenues par 

microscopie confocale 
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III.7.2.1 Quantification du taux de couverture de la membrane 

Les microsieves étant constituées d’une succession de bandes filtrantes et non filtrantes, 

l’incidence de cette hétérogénéité macroscopique sur la répartition du dépôt doit être 

considérée. Pour ce faire, la fraction apparente de la zone filtrante couverte par les particules, 

appelée taux de couverture (  ), est calculée : 

   
  
   

 Équation III.7-1 

     : surface de la zone filtrante déterminée à partir des images obtenues en lumière 

blanche à un zoom 1. 

    : surface apparente couverte par les particules déterminée à partir des images de la 

surface externe du dépôt, obtenues avec un objectif x 40 ou x 63, zoom 1 en mode 

fluorescence projetées selon l’axe z (Figure III.7-3). 

   

Figure III.7-3 : Détermination du taux de couverture d’un dépôt de particules (4,8 µm), 

(Objectif x 40, zoom 1) : A : Image en lumière blanche, B : Image en fluorescence, C : Image 

composite.  

A B C
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Chapitre IV. : Etude préliminaire : 
Qualification de la chambre de filtration 
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Résultat et discussion  Etude préliminaire : Qualification de la chambre de filtration 
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Présentation du travail, objectifs et approche  

Avant d’entreprendre une campagne expérimentale pour étudier les mécanismes de 

construction des dépôts et leur organisation, différentes validations de la stratégie proposée 

doivent être réalisées. 

L’exploitation quantitative des images de dépôt de particules qui seront obtenues grâce 

à la microscopie confocale nécessite de faire l’hypothèse que le dépôt est spatialement 

uniforme le long de la membrane. Il est, en effet, impossible d’observer le dépôt en temps 

réel, in situ, la totalité de la microsieve à cause de limites imposées par les champs 

d’observations des techniques utilisées. Seule une très petite partie de la surface est scrutée. 

Dans notre étude, nous avons sélectionné des membranes de très faible taille de sorte que la 

surface observée puisse être considérée, proportionnellement, significative par rapport à la 

surface totale. De plus, les microsieves étant des membranes parfaitement planes dont la taille 

des pores et leur répartition spatiale sont uniformes sur toutes les bandes filtrantes, 

l’hypothèse d’une répartition homogène du dépôt sur toute la surface est cohérente. Toutefois, 

elle doit être confirmée en vérifiant que le dépôt des particules est bien uniforme sur les 

bandes filtrantes pour s’y baser dans le reste de ce travail. Par ailleurs, ces membranes, étant 

constituées d’une succession de bandes filtrantes et de bandes non filtrantes, il est important 

de vérifier que cette hétérogénéité macroscopique n’a pas d’effet notable sur la construction 

du dépôt de particules formé et qu’il est identique sur toutes les bandes.  

Enfin, la pertinence du protocole expérimental que nous avons mis au point et qui 

consiste à former et caractériser un dépôt épais couche par couche doit aussi être vérifiée. 

Notons que ce protocole original n’a pas, à notre connaissance, été décrit dans la 

bibliographie. 

Ce chapitre est subdivisé en deux parties. Dans une première partie, des expériences 

préliminaires en microscopie confocale de filtration de suspensions de microsphères 

fluorescentes sont effectuées afin de mettre en place et valider le protocole expérimental. 

Dans une seconde partie, des simulations numériques de l’écoulement du fluide, du transport 

de particules et de la formation progressive du dépôt sur la membrane sur un domaine 

bidimensionnel de géométrie comparable à la chambre de filtration sont réalisées. Il s’agit ici 

de confirmer que le dépôt de particules attendu a une réparation uniforme sur la membrane.  

Le code de calcul COMSOL Multiphysics a été utilisé pour résoudre les équations 

couplées de Navier Stokes et Darcy Brinkman, respectivement dans les parties fluide et 
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poreuse du domaine et l’équation de transport des particules de type convection diffusion dans 

la partie fluide. La partie du domaine considérée comme poreuse est constituée de la 

membrane et du dépôt. Les dimensions de la chambre de filtration ainsi que les conditions 

opératoires étudiées correspondent à ceux décrits dans le chapitre « Contexte de l’étude et 

conception du dispositif expérimental». La croissance du dépôt sur la membrane et son 

influence sur l’écoulement sont prises en compte par un modèle de déformation de maillage 

de type ALE (Arbitrary Lagrangian Eulerian). 

Les résultats expérimentaux ont pour but de valider la pertinence du protocole proposé. 

Les différentes échelles de visualisation ont, notamment, conduit à identifier les points 

suivants : 

- L’association des deux modes d’observation (lumière blanche et fluorescence) permet, 

clairement, la distinction entre les particules déposées et la membrane. 

- Les premières particules arrivent une à une et se déposent de façon parfaitement 

centrée sur les pores de la microsieve.  

- Bien que l’arrivée des particules sur la membrane se fasse de façon aléatoire et 

discrète, le dépôt formé par les particules déposées à la fin de la première injection est 

homogène et identique sur chaque bande filtrante.  

- L’épaisseur du dépôt peut être déterminée à partir des séries d’images obtenues. 

La simulation numérique réalisée par le code de calcul Comsol Multiphysics a permis 

de simuler l’écoulement du fluide dans le canal ainsi que la formation progressive du dépôt 

sur la microsieve. On constate que le volume de particules qui arrive sur la microsieve se 

dépose d’abord au milieu de la surface filtrante et forme un dépôt hétérogène. Puis, le dépôt 

s’étale progressivement pour devenir homogène sur toutes les bandes filtrantes à la fin de la 

première injection. Les résultats de la simulation numérique confirment donc les observations 

expérimentales réalisées.  
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Chapitre V. : Filtration des suspensions de 
particules inertes 
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Présentation du travail, objectifs et approche 

Ce chapitre est consacré à l’analyse du dépôt formé par l’accumulation de particules 

solides sphériques inertes sur la surface de la membrane durant une filtration frontale. 

L’organisation de la première couche de particules sur la microsieve, la morphologie du dépôt 

et les propriétés de transport seront caractérisées en fonction de la taille des particules et de la 

taille des pores de la microsieve.  

L’étude est divisée en deux parties : 

 Caractérisation de dépôts de particules monodispersées : dans ce volet on étudiera, 

particulièrement, l’effet de la taille des particules ainsi que celui de la structure géométrique 

de la membrane sur la construction des dépôts. 

 Caractérisation de dépôts de particules bidispersées : l’effet du mélange de particules 

selon différentes conditions d’injection sera analysé. 

L’analyse repose sur une approche multi-échelle du colmatage de la membrane en 

s’appuyant sur la caractérisation qualitative et quantitative du dépôt (épaisseur, porosité, 

homogénéité) par microscopie confocale, in situ, c’est à dire au cours de la filtration, et sur le 

suivi simultané des propriétés de transport du système « membrane + dépôt » :  

- L’échelle du système filtrant : classiquement adoptée pour évaluer les performances de 

séparation par membrane. Elle consiste à déterminer les variations de la perméabilité (ou de la 

résistance hydraulique) de la membrane par le suivi du flux de perméat et de la pression 

transmembranaire. 

- L’échelle du filtre (ou de la membrane) : le dépôt des particules sera suivi en temps 

réel et l’homogénéité de la distribution des particules sur la membrane sera estimée. 

- L’échelle de la bande filtrante : le taux de couverture de la bande filtrante ainsi que la 

topographie des dépôts des particules formés seront analysées.  

- L’échelle du pore et/ou de la particule : l’organisation des particules déposées durant 

la formation de la première couche et leur empilement durant la formation du dépôt seront 

analysés et la structure interne du dépôt sera caractérisée.  
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V.1 Caractérisation tridimensionnelle, in situ, des dépôts de particules 

inertes monodispersées  

La caractérisation tridimensionnelle « in situ » du colmatage des microsieves a été 

réalisée par microscopie confocale. La chambre de filtration permettant l'observation directe 

de dépôt des particules a été utilisée. 

Les essais de filtration de particules inertes monodispersées sont conduits en mode 

frontal et en régime laminaire. Des microsphères en polystyrène fluorescent de 4,8 µm et 1 

µm de diamètre sont filtrées sur deux types de microsieves de 0,8 µm et 2 µm de taille de 

pores.  

La caractérisation précise des positions finales des particules sur la microsieve lors de la 

formation de la première couche permet de montrer que les particules se déposent, 

préférentiellement, de manière parfaitement centrée sur les pores et les bouchent. Du fait de la 

répartition régulière des pores sur la membrane, de leur taille et de leur espacement, les 

particules déposées sur les pores peuvent protéger les pores voisins de l’obstruction par 

d’autres particules. Ce mécanisme physique permet, ainsi, de maintenir une perméabilité 

élevée de la membrane et donc un débit de filtration élevé, notamment si on effectue la 

filtration de grosses particules sur une membrane à faible taille de pores. Ce résultat marquant 

peut s’avérer pertinent pour le dimensionnement de certains procédés de filtration. 

L'étude de la morphologie du dépôt à partir de la mesure de l’évolution de la densité 

surfacique en particules le long de l’épaisseur du dépôt révèle l'existence des trois régions : 

- La région de germination en contact avec la membrane avec une densité modérée en 

particules. 

- Le cœur du dépôt est la région centrale du dépôt où la densité en particules est la plus 

élevée. 

- La région superficielle appelée aussi région de capture, peu dense. 
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V.2 Caractérisation tridimensionnelle, « in situ », des dépôts de 

particules inertes bidispersées  

On s’intéresse ici à l’étude de dépôts formés lors de la filtration d’un mélange des deux 

tailles de particules précédemment étudiées. Afin de caractériser la morphologie interne du 

dépôt et en particulier le rôle respectif de chaque type de particules dans sa construction, 

l’analyse « in situ » par microscopie confocale est effectuée avec deux lasers de longueurs 

d’onde d’émission éloignées permettant l’excitation séparée de la fluorescence des deux types 

de particules. La caractérisation tridimensionnelle « in situ » du dépôt formé sur la membrane 

a été réalisée par microscopie confocale en utilisant la même la chambre de filtration.  

Les essais de microfiltration des particules inertes bidispersées sont conduits en mode 

frontal et en régime laminaire. Les microsphères en polystyrène fluorescent de 4,8 µm et 1 

µm de diamètre sont filtrées sur les microsieves de 0,8 µm de taille de pores.  

L’étude confirme que les grosses particules, qui se déposent préférentiellement de façon 

centrée sur les pores lors de la formation de la première couche de dépôt, permettent de 

maintenir un débit élevé au cours de la filtration. En effet, certains pores restent toujours 

ouverts et permettent, ainsi, le passage facilité du fluide. De plus, les petites particules ont 

tendance à former majoritairement des agrégats autour des grosses particules puisqu’elles sont 

transportées par le fluide qui se dirige vers les pores maintenus ouvert autour des grosses 

particules déposées. Par ailleurs, les petites particules bouchent également des pores isolés en 

s’y déposant de façon centrée. 

L'étude de la morphologie des dépôts épais formés par un mélange de particules 

bidispersées montre que les trois régions distinctes (germination, centrale et superficielle) 

mises en évidence au §I.1 existent toujours.  

L’essai mené en filtrant, successivement, des grosses particules puis des petites a 

confirmé l’idée largement suggérée dans la littérature de mettre en place par ce biais une 

membrane secondaire constituée d’une précouche de grosses particules déposées pour 

améliorer les performances de filtration ultérieure et faciliter le nettoyage. 

 

 

 

 

Ce travail a été soumis au journal « Journal of Membrane Science » le 8 Février 2014 :  
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Abstract 

In situ 3D characterization of a filtration cake obtained with a model bidisperse 

suspension containing two sizes of fluorescent particles (1µm and 4.8µm) has been performed 

using Confocal Laser Scanning Microscopy (CLSM). The suspensions were dead-end filtered 

through 0.8µm pore diameters silicon nitride microsieves, under a constant flow rate. The 

membrane was put in a specific filtration chamber previously designed [1], allowing direct 

on-line microscopic observations of particles deposition. The final position of first particles 

arriving on the membrane was investigated. Then, the online deposition of the following 

particles was recorded and, thus, the cake build up could be analysed layer by layer. In 

addition, in order to analyze the protective effect of a layer of large particles, 1µm particles 

were filtrated over a previously deposited cake formed with the 4.8µm microspheres. 

Keywords: filtration; bidisperse particles; microsieve; cake, CLSM  

1. Introduction 

Microfiltration membrane processes are widely encountered in industry in order to 

clarify the products retaining micro-sized particle (biotechnology, water and wastewater 

treatment, food and pharmaceutics) [2]. Usually, membranes with pores much smaller than 

the size of the particles to be retained are selected, thus, a predominant external fouling is 

expected [3]. However, the retained particles lead to membrane fouling that reduces 

productivity, changes membranes selectivity, which makes the process less efficient [4] and 

increases operating cost [5]. Indeed, the cake layer build-up on the membrane surface is the 

most important drawback of these processes. In most cases, suspensions contain a mixture of 

particles of different sizes (fermentation broth, wastewater, juices, alcoholic beverages…) [6]. 
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Even though the mechanisms leading to fouling during filtration are complex and not yet fully 

understood, macroscopic laws have been developed assuming basic mechanisms taking place 

such as pore clogging and cake formation [7]. Indeed, cake characteristics (mass, thickness, 

porosity, particle size distribution…..) that play a key role in the fouling effect on filtration [8] 

have been poorly studied at particle or pore scale. Interactions between the different feed 

components as well as particle organization on the membrane surface are not accessible by 

the classic fouling study techniques. Ex situ techniques like SEM (scanning electron 

microscopy) and AFM (atomic force microscopy) ones are relevant techniques for autopsying 

structure of the fouled layer with high resolution levels [5]. However, they require that the 

cake and the membrane are removed from the filtration chamber and sometimes treated before 

observation which could modify its organization. Several optical techniques have been 

proposed to perform an accurate in situ characterization of cake local properties, such as the 

use of a laser beam [9] and direct visualization (DO) methods [8]. These optical techniques 

provide accurately in situ sensitive real-time observation [10]. However, their main drawback 

is that the observation is limited to the focal plane and /or the membrane surface on the side 

view [10]. Recently, direct observation technique of filtration cake using a confocal laser 

scanning microscope (CLSM) has been proposed. In this in situ non-invasive fluorescence 

imaging method, selected planes at given depths are observed and planes out of focus are 

excluded [5]. A stack of the successive images recorded at consecutive depths permits the 3-

dimensional image reconstruction of the whole sample [11]. In the case of filtration cakes, the 

use of fluorescent dyes permits to differentiate membrane and cake, and allows the particle 

distribution on the membrane surface to be studied. In addition, in the case of bidispersed 

suspensions, the observation of the cake at different depths associated to particles dyed with 

different fluorochromes (different fluorescent excitation and emission wavelengths) could 

allow the distinction between the different species [11]. However, laser penetration in the 

cake is limited and depends on the concentration and transparency of the particle [5], to 

scattering and absorption of the excitation and emission light [12]… The decrease in 

fluorescence as a function of cake depth could make it difficult to analyze thick fouling layers 

[5]. An original strategy for analysis of cake build up, proceeding step by step examination 

the result of the addition of successive layers upon the cake, has been previously described 

and applied to the filtration of a monodisperse suspension of fluorescent particles [13]. In this 

work the effect of the relative sizes of particle and pore on membrane fouling has been 

studied thanks to the observation by CLSM of the cake organization. 
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The current work aims to study more realistic situations such as those encountered in 

various applications where suspensions containing different sizes of particle are filtered. The 

objective is to better understand the mechanisms of cake build up in the case of a bidisperse 

suspension. A multilayered cake is built layer by layer on a microsieve, by deposing 

successively small amounts of particles and observed in situ by CLSM. The description of the 

characteristics of the cake (porosity, mass, homogeneity…) is combined with macroscopic 

measured parameters. Different combinations of large and small size particles in the 

suspension have been undertaken. 

2. Materials and methods  

The experimental methods used in the current work are the same as the ones previously 

described [13]. 

2.1. Microsieve and model particles 

The silicon nitride microsieves (25 mm
2
 total area, 6.3 mm

2
 filtration area) 

(Aquamarijn®) were considered as the best compromise in terms of membrane area 

minimization and permeate flow rate maximization [14]. Membranes with 0.8 µm pores 

diameter, 1.6 µm pore pitch and 22.7% porosity were used (Figure 1). Each microsieve 

consists of 14 identical filtrating stripes. Before experiments, the microsieves were plasma 

treated with a Plasma Cleaner (Harrick Plasma, Belgium) and wetted with isopropanol.  

   

Figure 1: CLSM images of a silicon nitride microsieve surface (A) (objective x 10) filtrating 

stripes and details of pores on the stripes (Objective x 63), zoom 1 (B) and 6 (C). 

After filtration experiments, water fluxes were expressed as permeability reduction   
  : 

  
  

  
 

  
  (1) 

A B C
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where   
   s the water permeability at a given time of the filtration experimentand   

  the water 

permeability of the clean microsieve. The fluorescent polystyrene microspheres, 1 µm and 4.8 

µm diameter (Table 1), (1.05 10
3
 kg/cm

3
) were provided from Thermo Scientific (USA). 

Their characteristics were detailed in a previous work [13].  

Table 1: Spectral properties of fluorescent microspheres 

Microspheres 

diameter 

Specified 

color 

Excitation maxima wave 

length (nm) 

Emission maxima wave 

length (nm) 

1 µm Red 542 612 

4.8 µm Green 468 508 

2.2. Filtration procedure with direct observation system and in situ CLSM analysis  

The design of the filtration chamber used to perform in situ, layer by layer, analysis of 

cake building was the same as described in a previous work [7]. This apparatus was directly 

set under a CLSM microscope (LEICA SP2, DMRXA2 and TCS AOBS) during filtration 

experiments, allowing a direct microscopic observation of particle deposition and cake 

formation. Images were recorded on line with the Leica CLSM software. The volume of 

injected suspension and the permeate flow rate were measured by weighting the liquid 

collected after the pump during a few minutes (triplicates measurements).The transmembrane 

pressure during filtration was monitored (vacuum meter Thyrcont, Germany ). 

In order to overcome CLSM limitation due to insufficient laser penetration for compact and/or 

opaque deposit, the cake was formed layer by layer thanks to successive injections of the 

particle suspension and images were recorded after each injection.   

The clean microsieve was first observed in bright light mode to determine the zero 

position of the z-axis and to verify its flatness. A selected volume of the suspension of 

fluorescent particles at a known concentration was, then, flown to the membrane. 

Observations were both done in bright light and fluorescent modes. The particles deposition 

on the microsieves was recorded with an 10x objective (x,y,t). The fouled membrane was, 

then, analyzed with the 63 x objective at two magnifications, zoom 1 and 6. CSLM images 

consist of successive thin slices parallel to the microsieve (xy plane) along the z axis. Two 

scans of every image were performed to improve resolution. The z-series or stacks of images 

taken at a z-axis were distanced of 0.32 µm. After all image recording, a new suspension 

volume was injected and the same procedure was repeated.  
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2.3. Image analysis  

Images were processed using Image J (1.45s downloaded from 

http://rsb.info.nih.gov/ij/). The optical sections captured in the reflection and fluorescence 

modes could be visualized simultaneously to localize the particles and microsieve. Images 

were automatically calibrated from the voxel sizes (depth, width and length) and converted to 

grey-scale images. They were, then, segmented into background and foreground by setting a 

threshold.  

The non-uniformity of the microsieves due to the succession of filtering stripes separated by 

non-filtering stripes (Figure 1) was taking into account in the calculation of the apparent 

fraction of filtration area covered by particles,  : 

     
  

  
     (3) 

Sc and Sm are, respectively, the surfaces occupied by the cake and the area of the 

filtrating stripes. They are obtained from the image stacks captured with the x 63 objectives 

(zoom 1) in fluorescence mode, projected to get the top down view of the cake, and from the 

bright field mode image for the filtrating stripes, respectively. 

According to Meng et al, the cake porosity could change greatly along the cake thickness [5]. 

In order to analyze the internal cake construction, different parameters were determined based 

on the optical sectional views obtained with the x 63 objective (zoom 6). After binarization of 

gray-scale images fixing a threshold, the area coated by the particles in each image along the z 

axis    was measured: 

        
    

   
 (4) 

S(z) is the area of the surface occupied by the particles at each image of the stack and    is the 

area of the filtrating area at zoom 6.  

3. Results and discussion 

The formation and the morphology of the cakes obtained by dead-end filtration of 

bidispersed polystyrene fluorescent microspheres are studied according to the procedure 

detailed in a previous paper [13], i.e. each sequence of filtration is divided into successive 

filtration steps.  

http://rsb.info.nih.gov/ij/
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Four experiments are performed (Table 2) in order to analyze the collaborative or protective 

effects of particles of different sizes on membrane fouling and cake characteristics when they 

are mixed together: 

- Experiment E1: a single filtration sequence of a monodispersed suspension of 1 µm particles.  

- Experiment E2: a first filtration sequence of a monodispersed suspension of 4.8 µm particles 

followed by a second filtration sequence of a monodispersed suspension of 1µm particles. The 

volume ratio of 4.8 µm particles to 1 µm particles is fixed to 5, thus the number of 1 µm 

particles is about 25 times higher than the number of 4.8 µm ones. 

- Experiment E3: a single filtration sequence of bidispersed suspension. The suspension is 

obtained by mixing a volume of 1µm particles five times lower than the volume of 4.8 µm 

particles. The number of smaller particles is, thus, the same as the one in experiment E2. 

- Experiment E4: a single filtration sequence of a bidispersed suspension obtained by mixing 

an equal volume of 4.8 µm and 1µm particles. Here, the number of smaller particles is about 

125 times higher than the number of the larger ones. 
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Table 2: Particle concentrations in the suspensions filtrated in the experiments 

Experiment Particle number ratio 
Feed concentration (g.L

-1
) 

1µm particles 4.8µm particles 

E1 

 

3.34 10
-4

 - 

E2 

  

3.34 10
-4

 16.1 10
-4

 

E3 

 

1.67 10
-4

 8 10
-4

 

E4 

 

4 10
-4

 4 10
-4

 

As discussed in a previous paper [7], the membrane region observed at high 

magnification (say x 63, zoom 6) is assumed to be representative of the whole membrane. 

Images recorded at a magnification x10 at the end of the first filtration step (Figure 2) show a 

uniform cake layer on top of the filtrating stripes; the cake can be, thus, considered roughly 

homogenous at the membrane scale. No noticeable difference is observed along the filtration 

stripes. Additionally, the particles seem to deposit on all the stripes and a careful analyse of 

the filtration field (Figure 2) shows that the particles are deposited all over it, reflecting a 

uniform membrane substructure [15]. Moreover, the continuous recording of cake formation 

at magnification x10 (record not shown) confirms that particles arrive one by one to the 
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microsieve filtration surface, no aggregate is observed as it was expected since the 

suspensions concentrations were very low. Furthermore, no rearrangement of the particles is 

observed, that will be confirmed at higher magnification level (x 63). These first observations 

confirm that the morphology of the cake characterized in a sample region of the microsieve at 

the microscopic scale, i.e. the particle scale, can be considered as representative of all the cake 

over the membrane. 

   

  

Figure 2 : Composite images of microfiltration cakes on 0.8 µm pore size microsieve during 

experiment E1 (A), experiment E2 (sequence 1 (B1) and sequence 2 (B2)), experiment E3 (C) 

and experiment E4 (D) (objective x10) 

3.1. Permeability reduction  

The decrease of permeability when particles accumulate at the membrane surface is 

expressed in terms of permeability reduction   
  versus mass deposited (Figure 3). As 

observed in a previous work [13], the smaller size particles always have a drastic effect on 

permeability reduction. It is especially obvious during experiment E2 since   
  sharply 

decreases from about 45% when 44 µg of 4.8 µm particles are deposited, to 5% once a very 

small amount of 2 µg of 1µm particles are additionally deposited. We can also see that the 

A B1 B2

C D
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different initial rates of permeability reduction     
      obtained for experiments E1, E2 

and E3 (straight lines in Figure 3), are consistent with the number of 1 µm particles deposited 

for a given total mass filtrated   . The number of 1µm particles which are likely to be 

deposited are represented by         and    for experiment E1, E3 and E4 and, for the sake of 

simplification, we assume that the diameter ratio between big and small particles is about 5. 

Then, according to Table 2, for the same total mass of particle filtrated MT, assuming that the 

particle density is about 1 (for mass to volume conversion), the number of 1µm particles 

deposited in experiments E3 and E4 should be equal to N1/6 and     , respectively, and the 

corresponding mass of 1µm particles should be      and     , respectively. It means 

that         .  

Accordingly, we should obtain    
            

            
       . This is 

what can be observed by comparing the beginning of the experiments Figure 4. This result 

demonstrates that smaller particles mainly prevail in pore blockage and, thus, in permeability 

reduction. On the contrary, the blockage of one pore by bigger particles results in the 

protection of neighbor pores that remain open [13]. This particular mechanism was previously 

observed during the CLSM analysis of filtration of monodispersed particles. It will be deeper 

discussed in the next section about filtration of bidispersed particles. It can be also seen in 

Figure 3 that   
  is kept slightly higher in experiment E2 than in experiments E3 and E4. It is 

probably favored by the same mechanism. Therefore, it can be assumed that it could be 

helpful in some applications to perform a preliminary filtration of big particles to maintain a 

higher flux during the further filtration of smaller particles.  
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Figure 3 : Fouling caused during the dead end microfiltration of the different suspensions of 

microspheres on 0.8µm pores diameter microsieve: relative permeability vs. cake mass; 

(): Experiment E1, (): Experiment E2, (): Experiment E3, (): Experiment E4. 

3.2. Cake build up during the filtration of monodispersed particles (Experiment E1 and 

first part of experiment E2) 

In the previous paper about monodisperse spherical particles suspensions, the effect of 

the relative ratio “pore diameter / particle diameter” has been carefully studied and the notion 

of protective effect was discussed [13]. A summary of the main results is briefly given in the 

following. At the beginning of cake formation, particles preferentially deposit over pores. The 

geometrical ratio between particle size (1 µm or 4.8 µm) and microsieves pore diameter (0.8 

or 2 µm pore size) and pitch (1.6 or 3 µm, respectively) modified the fraction of protected 

pores surrounding the plugged one. A 1 µm microsphere can block only one pore of the 

membrane. A 4.8 µm particle protects a certain number of surrounding pores depending on 

microsieve type (0.8 µm microsieve or 2 µm microsieve). This probably explains why the 

combination of larger particles and smaller pores microsieve exhibits the lowest permeability 
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reduction. These aforementioned mechanisms are exemplified for experiment E1 and the first 

sequence of experiment E2 as it can be observed in the corresponding images and schemes of 

(Figure 4 and 5). It was also noticed that pore bridging mechanisms, often discussed in the 

literature [16], still existed. That probably explained why the 0.8 µm microsieve was not 

completely fouled during the filtration of 1µm microspheres. 

During the full cake formation, cake morphology was investigated in terms of 

microsieve coverage and porosity. According to the previous paper, cake porosity was 

evaluated from the surface occupied by the particle along the z axis using image processing 

[13]. The results reported in Table 3 reveal that identical suspensions lead to cakes of roughly 

the same morphology revealing quite compact deposits except in the first cake layer as 

already illustrated in Figure 4 and 5.  

The analysis of the surface covered by particles along the cake thickness exhibits the 

existence of three regions: a germination region in contact with the membrane with moderate 

particle concentration, a central high particle concentration region and a superficial region, 

named capture region. These results were in agreement with the pioneer theoretical works of 

Schmitz et al. in 1993 [17] and those reported by Meng et al. [5]. Whatever the particle size, 

the cake organization has appeared to be quite similar except in the germination region. 

 

 

 

 

Figure 4 : Composite image of a 0.8 µm pore size microsieve fouled with 3 µg particle (A) 

and 7 µg of 1 µm particles (C) (first coming in yellow and the following in green) (objective x 

63, zoom 6) and its schematic representations (B,D), respectively 
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C
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Figure 5 : Composite image of a 0.8 µm pore size microsieve fouled with (A) 4.8 µm particle 

(8 µg), its schematic representations (B,C,D), respectively and composite image of first 

arriving (green) and following (red)  

Table 3: Effect of particle size on monodisperse cake porosity 

1 µm particles (E1) 4.8 µm particles (E2, sequence 1) 

0.42 0.45 

3.3. Cake build up during the filtration of bidispersed particles  

During the filtration of real suspensions, the feed composition may vary from very fine 

particles, molecular aggregates to granular solids [6]. It is well known that particle size has a 

major effect on fouling separation performance. The effect of particle size on both the pore 

blockage and the first cake layer formation should be carefully examined for process 

optimization. Moreover, in the case of particles with a size distribution, their location and 

arrangement inside the cake could be correlated to their size [18]. To this end, the procedure 

of successive filtration step by step was used to make a CLSM analysis at microscopic scale, 

i.e. at particle scale (magnification x63, zoom 6). Recall that conducting such refined 

experiments is a long and very complex task. Each filtration step with the associated CLSM 

analysis lasts about one hour, limiting thereby the number of filtration sequences.  
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3.3.1. Simultaneous filtration of bidispersed particles  

3.3.1.1. Initial filtration steps  

In experiment E3, the very first steps of filtration can be studied as few particles are 

injected at each filtration step. The final total mass deposited is low (less than 17 µg) although 

the number of filtration steps is 5. Thereby, pore blocking mechanisms and progressive 

coverage of the microsieve can be accurately examined. As can be expected, the behavior of 

first 4.8 µm and 1µm particles deposited is in agreement with the observations already made 

and described in section 1.2. Indeed it can be seen in Figure 6 that single particles are 

perfectly centered over some pores and these pores, are thus presumably blocked and closed, 

i.e. the fluid cannot flow anymore.  

Significant accumulations of small particles can be observed in different places over the 

microsieve. Small agglomerates, were already observed in the case of the filtration of only 

1µm particles (experiment E1) where bridging of some pores was also found. Largest 

accumulations of small particles mainly take place around the large particles deposited, where 

fluid can still easily flow around particles. Indeed, as schematically illustrated in Figure 7, 6 

pores around each 4.8 µm particle centered over one pore, remain completely open as they are 

inaccessible to 1 µm particles. Since small particles aggregates around the larger ones, the 

flow towards these aggregates should remain high and it can be assumed that the permeability 

reduction mainly results from pore blockage by isolated small particles instead of small 

particle accumulation. 

  

Figure 6 : Composite images of microfiltration cake formed by bidisperse suspension; (A): 

1.19 µg 1 µm particles and 5.72 µg 4.8 µm particles; (B): 1.68 µg of 1 µm particles and 4.8 

µm particles 

A B
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Figure 7 : Schematic representations of the microsieve fouled with bidisperse suspensions 

Now let us look at the next filtration steps which correspond to the beginning of cake 

growth. The apparent fraction of the microsieve filtration area covered by particles, αc, vs 

total cake mass is plotted in Figure 8 and compared to permeability reduction   
 . It should be 

noticed that a low value of αc (about 25%) is sufficient to get a dramatic value of   
  (about 

15%). This still confirms that permeability reduction is driven by pore blockage mechanism at 

the beginning of filtration. When other particles settle, αc significantly increases to reach 70% 

at the end of experiment E3. Accordingly the calculation of the mean cake thickness shows 

that only one to two layers of the 4.8 µm particles were finally deposited. That is in agreement 

with the low ratio (1/25) between the number of 4.8 µm and 1 µm particles in the feed 

solution of experiment E3. Finally, it can also be deduced from Figure 8 that the aggregates of 

small particles accumulated around large particles tends to grow in both direction since the 

increase of αc becomes smooth as far as mass deposited increases. This is confirmed by the 

variations of the fraction of the area occupied by particles, αS, along the z–axis showing that 

the cake thickens and slightly grows during the initial filtration steps (Figure 9 and 10). Now, 

let us examine more carefully the area occupied by the 4.8 µm and 1 µm particles, 

respectively (Figure 10). If the smaller particles contribute equally to cake thickening and 

cake growth (Figure 8), the larger ones seem more involved in cake thickening as reported by 

Figure 10 where the respective fraction of area occupied by each particle type is plotted along 

the z-axis. However, the large particles are few because the overall number of particles 

injected during experiment E3 has remained quite low and ratio between 4.8 µm and 1µm 

particles in the feed solution is low (1/25). Thus, the subsequent thickness of the cake at the 

end of experiment is in the order of magnitude, of about three large particle diameters. 

Moreover, the shape of the αS vs. z curve (Figure 9) indicates that the cake contains only two 

regions (see section 1.2, [5]): the germination region and the superficial region whose 

thickness are of about one and two large particle diameter respectively. The central region of 
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high particle concentration does not yet exist. This is confirmed by the maximum value of αS 

which only equals 0.4, giving a high void fraction of 0.6. It would not make sense to give a 

porosity value of the cake at this stage. 

  

Figure 8 : Evolution of the apparent fraction of the microsieve filtration area covered by 

particles,   , and the permeability reduction (  
 ) during experiment E3 
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Figure 9 : Evolution of the fraction of the area occupied by the particles in each image along 

the z axis vs. total cake mass during experiment E3 

 

Figure 10 : Evolution of the fraction of the area occupied by each type of particles in each 

mage along the z axis vs. cake mass: 1µm particles: (empty symbols), 4.8 µm particles: (full 

symbols); total cake mass (,) 3.31 µg, (,) 10.33 µg, (,) 17.37 µg 
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3.3.1.2. Multilayer cake formation 

Contrary to experiment E3 that was stopped after the injection of a quite low mass of 

particles (17 µg), experiment E4 was performed at higher mass injected (24 µg) in order to 

follow the formation of a multilayered cake. As expected, the initial filtration steps of 

experiment E4 are found to be quite similar to the ones of experiment E3. As illustrated in 

Figure 11Erreur ! Source du renvoi introuvable. 1 µm particles mainly accumulate around 

the 4.8 µm particles (yellow square) or block some pores of the microsieve. It should be noted 

that the larger particles also progressively accumulate in these aggregates initially formed by 

the smaller particles around one large particle (blue triangle). Then, both particle types 

contribute to the growth and thickening of the aggregates. These observations still confirm 

that the highest flow rate is maintained around the first 4.8 µm particles deposited and, thus, 

strengthen the assumption of the existence of remaining open pores around them. 

Now have a look at the specific role of the 1µm particles that they are much more 

numerous than the 4.8 µm particles, 25/1 and 125/1 for experiment E3 and E4, respectively. 

The apparent fraction of the microsieve filtration area covered by particles, αc, has been 

specifically plotted vs 1µm particle mass deposited in Figure 8 (experiment E3) and 12 

(experiment E4). For a given value of 1µm particle mass deposited, say 3 µg (identified by the 

straight lines drawn in the figures), the corresponding value of αc remains the same in both 

experiments (0.7). This is an important finding showing that smaller particles predominately 

contribute to cake thickening and subsequently facilitate the progressive cake 

homogenization.  

It can also be seeing in Figure 13 that the cake progressively thickens to get apparently 

homogeneous in terms of spatial distribution over the microsieve. Surprisingly the spatial 

distribution of the two types of particles seems to become also homogeneous during the 

growth of the cake (Figure 11D) and only driven by the very low ratio (1/125) between the 

number of 4.8 µm and 1µm particles in the feed suspension. At this filtration step, new 

arriving particles are no longer in contact with the heterogeneous germination region. The 

growth of the multilayer cake becomes uniform all over the microsieve (Figure 13C). The 

associated value of the apparent fraction of the microsieve filtration area covered by particles, 

αc, reaches then 1 (Figure 12). 
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Figure 11: Composite images of microfiltration cake formed by bidisperse suspension; Total 

cake mass: (A): 3.36 µg, (B): 6.01 µg, (C): 8.50 µg, (D): 10.83 µg (Experiment E4) 

 
Figure 12 : Evolution of the apparent fraction of the microsieve filtration area covered by 

particles,   , () and the permeability reduction () of the 0.8 µm microsieve fouled by a 

bidisperse suspension during experiment E4 particles vs. cake mass 
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Figure 13 : Series of composite images of microfiltration cake formed by the bidisperse 

suspension at cake mass (A) 3.36 µg, (B) 10.84 µg, (c) 23.78 µg (objective x 63, zoom 1) 

Taking benefit of the CLSM method, the morphology of the cake can then, be carefully 

examined using the variations of the fraction of the area occupied by particles, αS along the z–

axis. We have already discussed in another paper [13] that the global approach using cake 

mass and cake thickness to calculate cake porosity [8] was not relevant especially for cakes of 

low thickness. Indeed, two drawbacks should be mentioned: (i) the germination region and the 

superficial region of the cake are not taken into account and (ii) the calculation depends on the 

definition of the cake thickness. This is particularly true in the present case of the filtration of 

bidispersed suspensions. As mentioned by other authors [19], three different regions in the 

cake have been demonstrated (see section 1.2 and [13]). Here, these three regions are still well 

illustrated in Figure 14. It can be noticed that the formation of the germination region for 

experiment E4 is in good agreement with the one previously discussed for experiment E3. 

Indeed, the z-variations of αS are similar during the first steps of filtration (mass deposited 

lower than 15 µg). In this first region, αS progressively increases as mass deposited increases 

to get 0.6 which is the constant value associated with the central region of the cake and that 

corresponds approximately to the void ratio of random packing of spheres. From this filtration 

step, the cake consists of the three aforementioned regions: (i) the germination region of about 

10µm (twice the larger particle diameter), (ii) the high concentration region where the 

porosity is about 0.4 (say 1- αS) and (iii) the superficial region of about 10µm (twice the larger 

particle diameter). This morphological analysis of the cake formed by bidispersed particles 

exhibits an analog result as the one found in the case of the filtration of monodispersed 

particles [13]. However, it should be mentioned that the value of 0.4 is an approximate value 

of porosity because it is a hard task to perform accurate measurements of the area occupied by 

1 µm particles. 

 

A 1 B 2 C 3
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Figure 14 : Evolution of the fraction of the area occupied by the particles in each image along 

the z axis vs. total cake mass during experiment E4 

Recently, numerous of non-invasive characterization techniques were developed in 

order to better understand the basic mechanisms governing particle deposition and following 

cake formation. For instance, laser based method allowed Mendret et al. to measure the local 

thickness of a clay cake on a plane membrane [9]. Furthermore, ultrasonic time domain 

reflectometry (UDTR) was used by Li et al. to measure kaolin cake's thickness [20]. 

However, the internal cake characteristics could not be determined by classical 

characterization techniques. Compared to other methods, one of the main features of the 

CLSM, is that it allows the 3D reconstruction of the cake fouling thanks to Image J 3D 

viewer. This tridimensional reconstruction helps to analyze the shape of the deposit formed 

over the filtration stripes. In Figure 15, three composite images made from the microsieve 

observation in bright field mode and the cake 3D reconstruction in fluorescence mode can be 

seen. It shows the topography of the cake formed on a 0.8µm microsieve at different times of 

filtration associated with different mass of particles deposited. These representations are the 

most realistic views of the cake. It confirms the random distribution of the particles on the 

filtering stripes at the beginning of the run. At the end of filtration, all the filtration area is 

covered. 
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Figure 15: Composite image of 3 D construction microfiltration bidispersed cake at cake 

mass (A) 3.36 µg and (B) 8.50 µg and (C) 16.96 µg (objective x 63, zoom 1) (Experiment 

E4) 

3.3.1. Filtration of small particles after a first filtration of large particles (Experiment E2) 

The mechanisms that take place during the beginning of monodispersed particles cake 

formation were already discussed in section 1.2., especially in the case of the filtration of 4.8 

µm particles. In experiment E2, a mass of 43.60 µg of 4.8 µm particles was injected before the 

injection of 1 µm particles. Images of the cake obtained after this first filtration are given in 

Figure 16. Accordingly the z-variations of αS (fraction of area occupied by the particles) 

show that the cake consists of approximately two layers of particles (Figure 17 (full 

triangles)). The maximum value of αS associated with 43.60 µg of large particles deposited is 

a little bit higher than 0.5. This indicates that the germination region is almost achieved. Only 

a few voids at the cake surface are still present. Further large particle injections would lead to 

the growth and the thickening of the cake as already found [13].  
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Now let us examine what happens during the filtration of small particles on the cake formed 

by large particles. As can be observed in Figure 16 B and C, small particles first migrate 

towards the voids of the cake that they may cross because of their small size. Then, they tend 

to thicken the cake and some of them eventually reach the membrane surface. This is 

confirmed by the z-variations of αS plotted in Figure 17 and 18. In particular the curves 

which correspond to the first steps of filtration of 1µm particles (empty squares and triangles) 

in Figure 18 exhibit an approximate value of αS equal to 0.03 at z=0 which reveals that some 

small particles reach the membrane surface during the first steps of the filtration of the small 

particle suspension. It can also be observed that, due to small particles, αS increases in the 

germination region. Indeed, the cake is thickened by small particle accumulation in the 

remaining void space. As the void spaces get filled, small particles accumulate at the surface 

of the cake formed by large particles during the further steps of filtration. They progressively 

smooth the cake surface by filling the space between the large particles (Figure 16 C). It is 

well exemplified by the z-variations of αS (Figure 17) associated with these steps of filtration. 

This confirmed that the surface of the cake becomes smoother. Finally, the cake is expected to 

grow due to further accumulation of small particles and at this stage the cake obtained with 

the addition of the small particles should be homogenous. Unfortunately it was impossible to 

keep on going the experiment for validation because the transmembrane pressure was too 

high. It is noticeable that the overall maximum value of αS is of the order of 0.6, giving a 

porosity of 0.4 (Figure 17). This value is the same as the one obtained in experiment E4 in the 

high concentration region of the cake. Moreover, αS becomes finally equal to 0.6 on a range of 

z, presuming the beginning of a homogeneous growth of the cake during the further steps of 

filtration. 
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Figure 16: Series of composite images of microfiltration cake formed by the bidisperse 

suspension at cake mass (A) 43.6 µg, (B) 45.6 µg, (c) 57.8 µg during experiment E2; 

objective x 63, zoom 1 (1), zoom 6 xy and yz views (2,3), respectively 
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Figure 17: Evolution of the fraction of the area occupied by the particles along the z axis vs. 

cake mass during the filtration of monodisperse suspension of 4.8 µm particles (full symbols) 

and bidisperse suspensions (empty symbols) 

 

 

Figure 18 : Evolution of the fraction of the area occupied by each type of particles along the 

z axis vs. cake mass of monodisperse suspensions : 4.8 µm particles: (full symbols), 1 µm 

particles: (empty symbols) 
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Conclusion  

In this work, the initiation and building of cakes formed during the filtration of 

bidisperse fluorescent particles suspensions were studied. In situ analyses at the particle level 

were performed according to a previous described method based on CLSM.  

During the filtration of bidisperse suspensions, the particle distribution over the membrane for 

the first cake layer as well as the cake build up were investigated in terms of microsieve 

coverage, permeability reduction and porosity. 

As the particles arrive at the membrane surface, the behavior of first 4.8 µm and 1 µm 

particles is similar to the one witnessed during the filtration of monodisperse suspensions. 

Moreover small particles seem to preferentially accumulate around the large particles 

deposited close to the place where pores surrendering the blocked pores are still open and, 

then, the fluid can easily flow. Then, the scenario of multilayer cake formation was studied 

step by step. The evolution of the apparent fraction of the microsieve filtration area covered 

by particles showed that 1µm particles predominately contribute to cake thickening and 

facilitating the progressive cake homogenization. 

Moreover, the shape of the area occupied by particles along the z–axis still 

demonstrated three regions with different concentration: germination, central and superficial 

zone. The cake porosity in the central region was about 0.4.  

Finally, the small particles were filtrated after the deposition of a cake formed with the large 

ones. Small particles migration in the voids of the cake formed by the larger particles is 

observed. 

In future works, various issues will be addressed; especially the analysis of the fouling 

cakes obtained during the filtration of biological suspensions using mix of fluorescent 

microorganisms will be investigated. On the other hand, the effect of the membrane properties 

on cake build up, as suggested in the present paper, when two size cells are mixed will also 

need to be better explored. 
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Nomenclature 

  : apparent fraction of filtration area covered by particles 

  : fraction of the area occupied by the particles in each image along the z axis 

  : mean cake thickness (µm) 

  
  : water permeability at a given time of the filtration experiment (L.h

-1
.m

-2
.bar

-1
) 

  
  : water permeability of the clean microsieve (L.h

-1
.m

-2
.bar

-1
) 

  
  : permeability reduction 

J: permeate flux (m.s
-1

) 

R: hydraulic resistance to filtrate flow (m
-1

), 

 P: transmembrane pressure (Pa)  

 : liquid viscosity (Pa s) 

ε: cake porosity 

Sc : apparent area of the surface occupied by the cake on the image (µm
2
). 

Sm: filtration area in the observed image (µm
2
).  

S(z): area of the surface occupied by the particles at each image of the stack 

   : area of the filtrating area at zoom 6 

  : cake mass (kg)  

   : total cake mass (kg)  

  :  number of 1µm particles deposited in experiment E1 

  : number of 1µm particles deposited in experiment E3 

   : number of 1µm particles deposited in experiment E4 

    particles density (kg.m
−3

) 
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VI.1 Filtration de suspensions de microorganismes 

Présentation du travail, objectifs et approche 

L’étude bibliographique a montré que très peu de travaux ont étudié la formation de 

dépôts biologiques vivants in situ. Généralement, la membrane colmatée est retirée du module 

de filtration et le dépôt est traité et coloré avant de l’observer ex situ, ce qui peut engendrer de 

nombreux biais et rendre les interprétations délicates. 

Beaufort et al. [3] se sont intéressés au colmatage induit par des microorganismes auto-

fluorescents sur des membranes en céramique par microscopie confocale. Toutefois, seule la 

partie la plus haute du dépôt a pu être observée. L’utilisation de microorganismes auto-

fluorescents obtenus par manipulation génétique est une approche originale et séduisante mais 

qui repose sur une technique délicate ; le marquage obtenu s’est avéré hétérogène et très 

sensible à l’environnement. 

Dans ce chapitre, l’étude des caractéristiques des dépôts à l’échelle microscopique (taux 

de couverture des membranes, hauteur, porosité……) est réalisée en parallèle d’analyses  

macroscopiques classiques (perméabilité, résistance…..) pour différentes expériences : 

- Filtration de suspensions pures de levures Saccharomyces cerevisiae colorées par le 

Syto 9 sur une microsieve de 0,8 µm. 

- Filtration de suspensions pures de levures Saccharomyces cerevisiae colorées par le 

Syto 9 sur une microsieve de 2 µm. 

- Filtration de suspensions pures de bactéries Escherichia coli colorées par le Syto 9 sur 

une microsieve de 0,8 µm. 

- Filtration d’un mélange de levures colorées par le Syto 9 et bactéries colorées par le 

Syto 84 sur une microsieve de 0,8 µm. 

La pureté des suspensions et le taux de marquage des cellules sont contrôlés avant chaque 

expérience. Seuls les dépôts issus de suspensions où le taux de marquage est de 100% sont 

analysés.  
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VI.1.1 Caractérisation tridimensionnelle, in situ, de dépôts de microorganismes en 

suspensions pures 

VI.1.1.1 Suspension de levures  

VI.1.1.1.1 Effet de la taille du pore sur la formation du dépôt 

Des suspensions pures de la levure Saccharomyces cerevisiae colorée par le Syto 9 ont 

été filtrées sur deux microsieves (2 µm et 0,8 µm). La formation des dépôts a été analysée in 

situ par microscopie confocale en termes de taux de couverture de la membrane, d'épaisseur et 

de porosité. La compressibilité du gâteau de levure et sa facilité de nettoyage ont également 

été étudiées.  

La persistance de la fluorescence permet de réaliser un suivi temporel du dépôt des 

microorganismes sur la microsieve (Figure VI.1-1). 

   

   

Figure VI.1-1 : Observations en temps réel en mode fluorescence du dépôt des cellules de 

levures colorées avec le Syto 9 au cours du temps sur une microsieve de 0,8 µm : 

 (A) : t=16 s, (B) : 19 s, (C) : 23 s, (D) : 29 s, (E) :32 s (F) : 36 s 

Durant la première étape d’initiation du colmatage, les levures semblent suivre les 

lignes de courant, se déposent sur les pores et les obstruent. Les pores avoisinants sont alors 

A B C

D E F
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protégés, les particules ne pouvant y accéder. La comparaison des deux microsieves (0,8 et 2 

µm) indique que le taux de pores protégés dépend du rapport entre la taille du 

microorganisme et la taille du pore. Ainsi, l’organisation de la première couche dépend 

essentiellement de la géométrie de la membrane. Ces observations justifient les différences 

d’évolution de la perte de la perméabilité pour les deux membranes. 

En outre, l’augmentation de la pression appliquée sur des dépôts multicouches n’a pas 

d’effet mesurable sur son épaisseur ce qui argumente en faveur d’une haute compacité 

initiale. 

L’étude du nettoyage des microsieves suggère l'existence d'interactions complexes et 

fortes entre levures et entre les cellules et les microsieves. En effet, une importante fraction du 

dépôt biologique reste attachée sur la membrane malgré les différents cycles de nettoyage. 
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VI.1.1.1.2 Caractérisation tridimensionnelle, « in situ », de l’organisation interne du dépôt 

de levure en suspensions pures 

Des travaux antérieurs expérimentaux [92] et numériques [54] ont reporté que la 

porosité des dépôts formés sur les membranes durant la filtration n’est pas uniforme le long de 

l'axe z (hauteur du dépôt). Le dépôt peut être subdivisé en trois zones en fonction de sa 

compacité : couche stagnante, étendue et fluidisée.  

Dans le chapitre précédent, trois régions de concentration différentes ont été identifiées 

dans le cas du dépôt de microsphères : (i) une zone de germination en contact avec la 

membrane de concentration modéré, (ii) le cœur de dépôt de porosité faible et (iii) une zone 

de capture de concentration faible.  

Un travail similaire a été réalisé pour les levures et la porosité du gâteau a été estimée 

couche par couche, le long de l’axe z pour les deux essais à partir des images enregistrées aux 

grossissements x 40 et x 63, (microsieve 2 µm et 0,8 µm, respectivement), zoom 6. Pour ce 

faire, des suspensions de très faible concentration en levures ; 1,3910
-3

 g.L
-1

 et 2,84 10
-3

 g.L
-1 

sont filtrées sur la membrane 0,8 µm et 2 µm microsieve, respectivement. Après chaque 

injection, le dépôt formé est observé le long de l’axe z par l’acquisition d’une série d’image. 

Le mouvement automatique programmé de la platine permet l’observation de différents plans, 

espacés d’un pas,   , de la microsieve jusqu’au dernier plan où la fluorescence est détectée. 

Le traitement des N séries d’image permet de tracer        qui représente la fraction de 

surface occupée par les cellules le long de l’axe z. Dans cette étude, quelques hypothèses ont 

été faites : 

- La concentration des suspensions étant extrêmement faible, chaque particule sera 

observée plusieurs fois. Ainsi, les images obtenues pour une injection N doivent se superposer 

partiellement avec celles de l’injection N-1 et celles de l’injection N+1. 

- Les particules déposées ne bougent plus dans le dépôt, aucun réarrangement n’a lieu 

durant la construction du dépôt et les caractéristiques de la partie profonde du colmatage qui 

ne peuvent plus être scannée par le laser ne changent pas au cours de la filtration.  

Les fractions de la surface en fonction de la profondeur occupée par les levures filtrées 

sur les membranes de 2 µm et 0,8 µm sont présentées, respectivement dans la Figure VI.1-2 

et la Figure VI.1-3.  
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Figure VI.1-2 : Evolution de la fraction de la surface occupée par les levures le long de l'axe 

z d’un dépôt formé sur une membrane 2 µm en fonction de la masse déposée. 

 

Figure VI.1-3 : Evolution de la fraction de la surface occupée par les levures le long de l'axe 

z d’un dépôt formé sur une membrane 0,8 µm en fonction de la masse déposée 
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On retrouve ici les trois zones spécifiques du dépôt déjà mises en évidence pour les 

dépôts des particules inertes: 

- La région de germination en contact avec la membrane de concentration moyenne en 

levures où l’organisation du dépôt dépend de la géométrie de la membrane. La concentration 

en cellules y est plus importante pour la membrane de 0,8 µm de taille de pore avec une 

valeur de    de 0,43 contre 0,12 sur la microsieve de 2 µm. Ceci est en accord avec les 

observations de la première couche qui montrent que le dépôt est plus compact sur les 

membranes de petits pores dont la porosité notablement plus importante et la distance entre 

les centres de deux pores voisins plus petite.  

- La région centrale du gâteau de concentration maximale en cellules et de porosité de 

l’ordre de 0,45 dans les deux cas. En supposant les levures sphériques de diamètre moyen 5 

µm, l’initiation de leur empilement sur les membranes de 2 µm et 0,8 µm de taille de pores 

dépend des caractéristiques des membranes (Figure VI.1-4 et la Figure VI.1-5). Cependant, 

la comparaison entre la porosité des régions centrales montre qu’il n’existe pas une différence 

significative entre les deux cas. L’empilement des particules dans le dépôt ne dépend donc 

que de leur taille et de leur forme conformément à la théorie [93].  

   

Figure VI.1-4 : Simulation de l’empilement de particules sphériques simulant des levures sur 

une membrane de 2 µm de taille de pores.  
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Figure VI.1-5 : Simulation de l’empilement de particules sphériques simulant des levures sur 

une membrane de 0,8 µm de taille de pores. 

- La région superficielle ou région de capture : Les particules en suspension suivent les 

lignes de courant dans le canal au-dessus de la microsieve. Elles sont interceptées sur la partie 

superficielle du dépôt par les cellules déjà déposées. La taille des cellules étant uniforme et la 

zone centrale relativement compacte, les levures se déposant ne migrent pas à l’intérieur du 

gâteau.  

  

A
B
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VI.1.1.2 Suspension de bactéries : Effet de la taille du microorganisme 

Dans cette partie, on s’intéresse au dépôt formé lors de la filtration d’Escherichia coli, 

bactérie en forme de bâtonnet dont la taille, entre 0,5 et 3 µm. Ce microorganisme est à la 

limite de la résolution optique et sensible au phénomène de photoblanchiment. 

VI.1.1.2.1 Formation de la première couche 

Le dépôt est supposé homogène et la zone observée aux objectifs les plus puissants 

représentative de toute la membrane. Cette homogénéité a été vérifiée avec un objectif x 10 

dans le cas de la filtration de bactéries sur la microsieve de 0,8 µm de taille de pores (Figure 

VI.1-6). De plus, on ne note ni la présence de flocs ni de réarrangement au niveau de la 

membrane. 

  

Figure VI.1-6 : Images composites du dépôt de bactéries colorées au Syto 9 sur une 

membrane de 0,8 µm de taille de pores, objectif x 10 ;  

masse du dépôt : (A) : 5 µg, (B) : 26µg 

Le colmatage est caractérisé globalement par la réduction de perméabilité   
 , en 

fonction de la masse de cellules déposée sur la membrane. La comparaison entre les 

performances lors de la filtration de levures et de bactéries sur une microsieve de 0,8 µm de 

taille de pores montre que la perméabilité diminue rapidement après la première injection et 

de façon plus importante pour les bactéries. Au fur et à mesure de l’augmentation de la masse 

injectée, elle se stabilise. La perméabilité résiduelle est très faible, proche de zéro, pour la 

suspension de bactéries. En début de la filtration, le colmatage est essentiellement causé par le 

blocage des pores et la réduction de perméabilité est rapide (Figure VI.1-7). Ceci est 

confirmé par l’observation de la microsieve après la première injection (Figure VI.1-8) qui 

montre que la plupart des cellules se déposent sur les pores de la membrane (cercle rouge). On 

remarque aussi la présence de quelques agrégats cellulaires (cercle jaune). La chute de 

A B



Résultats et discussion    Filtration des suspensions de microorganismes et évaluation de la pertinence de l’étude 

 

230 

 

perméabilité est beaucoup plus faible durant la filtration de Saccharomyces cerevisiae. En 

effet, comme les bactéries sont approximativement de même taille que les pores, le dépôt 

d’une bactérie sur un pore le bloque sans avoir d’effet sur les pores voisins alors que la levure 

en se déposant protège les six pores qui l’entourent. La présence de quelques agrégats de 

bactéries durant la formation de la première couche pourrait induire la formation de ponts sur 

certains pores ce qui expliquerait la perméabilité résiduelle de la membrane à la fin de 

l’expérience.  

Durant les injections suivantes, les cellules bouchent les pores encore ouverts et se 

déposent sur le dépôt déjà formé. Une fois la majorité des pores bloqués, le dépôt devient 

homogène et la chute de perméabilité est plus lente. 

 

Figure VI.1-7 : Réduction de la perméabilité de la membrane 0,8 µm durant la filtration de 

bactéries (▲) et de levures (◆)  
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Figure VI.1-8 : Image composite de la microsieve 0,8 µm colmatée par des bactéries 

colorées avec le Syto 9 (objectif x63, zoom 6) 

VI.1.1.2.2 Construction d’un dépôt multicouches et étude de sa morphologie interne  

La série d’images composites du dépôt des bactéries sur la membrane, Figure VI.1-9 , 

illustre la construction progressive du dépôt. Alors que la perméabilité chute rapidement dès 

la première injection,    augmente plus progressivement à fur et à mesure des injections 

(Figure VI.1-10). A la fin de l’expérience, la perméabilité résiduelle est constante et très 

faible et le taux de couverture de la membrane atteint 70% de la surface filtrante. 

   

Figure VI.1-9 : Série d’images composites de la formation progressive du dépôt des bactéries 

colorées avec le Syto 9 sur une microsieve de 0,8 µm de taille de pores pour des masses 

déposées de : (A) 5 µg, (B) 11 µg, (C) 26 µg (objectif x 63, zoom 1). 

A B C
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Figure VI.1-10 : Perte de perméabilité,   
 , et fraction couverte de la membrane,   , en 

fonction de la masse déposée de bactéries 

La morphologie interne du dépôt, Figure VI.1-11, montre que l’augmentation de la 

masse déposée induit l’augmentation du taux de couverture de la microsieve (z = 0) puisque 

les cellules nouvellement arrivées remplissent les espaces libres dans les deux directions xy et 

xz et complètent progressivement la première couche. Pour une concentration plus importante 

(22 µg), la courbe représentant l’évolution de la surface occupée le long de l’axe z (triangles 

pleins) révèle clairement l'existence des trois régions déjà mentionnées: la zone de 

germination, la zone centrale et la zone de capture.  
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Figure VI.1-11 : Evolution de la fraction de la surface occupée par les bactéries dans 

chaque image le long de l'axe z d’un dépôt formé sur une membrane 0,8 µm en fonction de 

la masse déposée. 

 

La porosité moyenne de la région centrale du dépôt est de l’ordre de 0,52. Cependant, il 

est délicat de comparer cette valeur à la porosité d’un empilement de sphères car Escherichia 

coli a une forme de bâtonnet et peut s’orienter de différentes façons à l’intérieur du dépôt 

(Figure VI.1-12). Par ailleurs, la taille des bactéries étant du même ordre que la taille des 

pores et la suspension présentant une certaine hétérogénéité, les cellules les plus petites 

pourraient causer un colmatage interne ou passer à travers les pores. Néanmoins, 

l’observation et la mise en culture du perméat n’a pas pu mettre en évidence la présence de 

bactéries qui auraient traversé la membrane.  
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Figure VI.1-12 : Simulation de l’empilement de particules sous forme de bâtonnets simulant 

des bactéries sur une membrane de 0,8 µm de taille de pores ; (A) : Vue de haut ((B) : Vue 

latérale 
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VI.1.2 Caractérisation du dépôt issu du mélange des deux microorganismes  

Afin d’appréhender la filtration de suspensions complexes de microorganismes, les 

deux espèces modèles sélectionnées ont été mélangées. La levure et la bactérie, cultivées 

séparément, recueillies en phase stationnaire, sont lavées et marquées au Syto 9 pour la levure 

et au Syto 84 pour la bactérie. Elles sont ensuite diluées (5,26 10
-4

 g.L
-1

 et 8,77 10
-4

 g.L
-1

 pour 

les bactéries et les levures, respectivement), mélangées et filtrées sur une microsieve de 0,8 

µm de taille de pores. 

L’arrivée des microorganismes sur la membrane et la construction du dépôt sont suivies 

en temps réel. En raison de la sensibilité du Syto 84 à l’excitation par le rayon laser, il n’a pas 

été possible d’observer le dépôt avec l’objectif x 63, zoom 6, la perte de la fluorescence du 

Syto 84 étant plus rapide que le temps d’acquisition. De ce fait, la morphologie interne du 

dépôt n’a pas pu être analysée.  

VI.1.2.1 Formation de la première couche 

Avant de caractériser le dépôt du mélange de microorganismes, il est important de 

contrôler son homogénéité sur toutes les zones filtrantes de la microsieve. En effet, les 

microorganismes présentant une différence de taille et de masse notable, leur transport et leur 

dépôt pourraient différer.  

Le choix des colorants avec des spectres d’excitation et d’émission bien distincts a 

permis l’observation individuelle de chaque espèce dans le dépôt. Il ressort de l’observation 

des levures, des bactéries et de l’image composite du dépôt mixte que la répartition des deux 

espèces sur la membrane est uniforme (Figure VI.1-13, A, B et C)  
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Figure VI.1-13 : Images en fluorescence du dépôt sur une membrane de 0,8 µm de taille de 

pores, objectif x 10: levures colorées au Syto 9 (A), bactéries colorées au Syto 84 (B) et 

image composite du dépôt mixte (C)  

La réduction de perméabilité, liée à l’accumulation des cellules sur la membrane 

(Figure VI.1-14), est très importante au début du dépôt des cellules avant de tendre vers une 

valeur asymptotique très faible. En début de la filtration, un blocage des pores dès les 

premières cellules déposées (Figure VI.1-15, A), induit la réduction rapide de la perméabilité. 

Toutefois, à fort grossissement, le photoblanchiment des bactéries rend difficile leur 

localisation précise sur la membrane et dans le dépôt. L’observation de la première couche à 

un zoom moins important afin de diminuer l’intensité du laser (Figure VI.1-15, B) montre la 

répartition uniforme des cellules sur une bande filtrante de la microsieve. Quelques agrégats 

bactériens sont observés autour des levures déposées. Lorsque la plupart des pores deviennent 

A B

C
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complètement fermés et la première couche formée, le dépôt croit progressivement en 

multicouches et la réduction de perméabilité associée est plus lente.  

 

Figure VI.1-14 : Réduction de la perméabilité de la membrane 0,8 µm durant la filtration de 

suspensions mixte 

  

Figure VI.1-15 : Image composite de la microsieve 0,8 µm colmatée par des bactéries 

colorées au Syto 84 (rouge) et des levures au Syto 9 (vert) (objectif x 63), (A) : zoom 6 et 

(B) : zoom 1 
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VI.1.2.2 Construction d’un dépôt multicouches 

La construction du dépôt obtenu par filtration d’une suspension mixte de 

microorganismes, bactéries (rouges) et levures (vertes), est illustrée dans la Figure VI.1-16. 

Au début de la filtration, l’évolution d’  , fraction de la surface de la membrane couverte par 

les cellules, en fonction de la masse déposée est pratiquement linéaire (Figure VI.1-17). 

Lorsqu’un dépôt multicouches croit sur la membrane, le taux de couverture, comme la 

réduction de la perméabilité, tendent vers des valeurs asymptotiques. A la fin de l’expérience, 

   se stabilise à 0,52. Vu l’importance du photoblanchiment des bactéries marquées au Syto 

84, l’hypothèse que le taux de couverture soit sous estimé à cause de la perte de fluorescence 

d’Escherichia coli ne peut pas être écartée. Par ailleurs, la perte de fluorescence des bactéries 

est trop importante à un zoom 6 pour pouvoir réaliser une étude de la morphologie interne du 

gâteau. A un grossissement plus faible, la précision des mesures serait insuffisante et les 

erreurs commises durant le traitement des images trop importantes pour pouvoir obtenir des 

informations pertinentes. 

  

Figure VI.1-16 : Images composites de la formation progressive du dépôt mixte (bactéries 

en rouge, levures en vert) sur une microsieve de 0,8 µm de taille de pores pour des masses 

déposées de : (A) 3 µg, (B) 37 µg, (objectif x 63, zoom 1) 
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Figure VI.1-17 : Perte de perméabilité,   
 , et fraction couverte de la membrane, α , en 

fonction de la masse déposée du dépôt mixte 

 

  

0

0,2

0,4

0,6

0,8

1

0,00

0,20

0,40

0,60

0,80

1,00

0 5 10 15 20 25 30 35 40

α
c

L
p

*

masse du dépôt (µg)



Résultats et discussion    Filtration des suspensions de microorganismes et évaluation de la pertinence de l’étude 

 

240 

 

VI.2 Evaluation de la pertinence de particules modèles inertes pour 

simuler des dépôts biologiques  

Le colmatage induit par des microsphères en polystyrène de 4,8 µm et 1 µm de 

diamètres et des cellules vivantes (la levure Saccharomyces cerevisiae et la bactérie 

Escherichia coli) durant la filtration, en mode frontal, a été caractérisé à l’échelle globale. Les 

caractéristiques locales des dépôts ont été étudiées, in situ, en temps réel par microscopie 

confocale. Les résultats obtenus sont évalués afin de valider l’utilisation de particules inertes 

pour modéliser des microorganismes lors de l’étude de la formation de dépôts biologiques.  

Les conditions expérimentales des essais sont résumées dans le Tableau VI.2-1 et le 

Tableau VI.2-2. 

Tableau VI.2-1: Caractéristiques des suspensions et paramètres opératoires pour les 

suspensions de particules inertes 

  Particules inertes 

  

Microsieve 

Taille des particules 

  4,8 µm (g.L
-1

) 1 µm (g.L
-1

) 

M
o
n

o
d

is
p

er
se

 

A 2 µm 3,1 10
-3

 - 

B 0,8 µm - 3,34 10
-4

 

C 0,8 µm 1,61 10
-3

 - 

B
id

is
p

er
se

 

D1 0,8 µm 8 10
-4

 1,67 10
-4

 

D2 0,8 µm 4 10
-4

 4 10
-4
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Tableau VI.2-2: Caractéristiques des suspensions et paramètres opératoires pour les 

suspensions de particules biologiques 

  Particules biologiques 

  

Microsieve 

Microorganismes 

  Levures (g.L
-1

) Bactéries (g.L
-1

) 

S
u

sp
en

si
o

n
 p

u
re

 

E 2 µm 2,84 10
-3

 - 

F 0,8 µm - 9,7 10
-4

 

G 0,8 µm 1,3910
-3

 - 

Mélange H 0,8 µm 8,77 10
-4

 5,26 10
-4
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VI.2.1 Comparaison globale du colmatage  

L’ordre de grandeur de performances de filtration et les pertes de perméabilités durant 

la filtration des particules inertes et biologiques sont similaires, compte tenu des incertitudes 

expérimentales (Figures VI.2-1, VI.2-2, VI.2-3 et VI.2-4). Les modèles inertes permettent 

donc de prédire l’évolution du colmatage de façon relativement correcte. Toutefois, durant la 

filtration des suspensions pures de microorganismes, la perte de perméabilité atteinte en fin 

d’expérience est légèrement plus importante dans le cas des suspensions monodispersées de 

particules. Cette différence pourrait être due à l’hétérogénéité et l’évolution des suspensions 

de microorganismes. En effet, malgré leur rinçage et l’absence de nutriments, certaines 

cellules sont susceptibles de se modifier et éventuellement se diviser ce qui pourrait avoir 

deux conséquences: 

- Une légère sous-estimation de la masse de cellules déposées sur la microsieve 

- Une hétérogénéité de taille : les cellules mères en cours de division étant plus grandes 

que les cellules filles.  

 

 

Figure VI.2-1 : Réduction de la perméabilité de la membrane 2 µm durant la filtration de 

suspensions de microsphères de 4,8 µm () et de levures () 
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Figure VI.2-2 : Réduction de la perméabilité de la membrane 0,8 µm durant la filtration de 

suspensions de microsphères de 4,8 µm () et de levures () 

 
Figure VI.2-3 : Réduction de la perméabilité de la membrane 0,8 µm durant la filtration de 

suspensions de microsphères de 1 µm () et de bactéries () 
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Dans le cas de mélanges de particules ou de microorganismes (Figure VI.2-4), les 

performances finales sont sensiblement du même ordre de grandeur. Néanmoins, la 

diminution initiale est clairement corrélée à la proportion de petites particules sphériques qui 

induisent un bouchage important des pores sur la première couche, les microorganismes 

apparaissant moins « colmatants » en début de filtration. 

 

Figure VI.2-4 : Réduction de la perméabilité de la membrane 0,8 µm durant la filtration de 

suspensions bidispersées des microsphères (Expériences D1 () et D2 ()) et d’un mélange 

de microorganismes () 

VI.2.2 Analyse à l’échelle microscopique des caractéristiques des dépôts de filtration 

Dans ce travail, on a simulé la levure Saccharomyces cerevisiae et la bactérie 

Escherichia coli par des microsphères de 4,8 µm et 1 µm, respectivement. Or, dans la réalité, 

S. cerevisiae est de forme ellipsoïde. E. coli, quand à elle, est sous forme de bâtonnet. Cette 

différence de forme a, sans doute, un effet sur le dépôt des cellules sur la microsieve et leur 

organisation dans le dépôt. Il semble exister une étroite relation entre la forme de la cellule et 

les propriétés de la filtration, la résistance et la porosité du dépôt [33].  
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VI.2.2.1 Influence de la morphologie sur la formation de la première couche 

L’organisation de la première couche des dépôts de levures et de microsphères de 4,8 

µm sur les microsieves de 0,8 µm et 2 µm sont présentés, respectivement dans la Figure 

VI.2-5 et la Figure VI.2-6. Pour les levures comme pour les microsphères, les 

caractéristiques géométriques de la microsieve (taille de pores, distance entre deux centres de 

pores, porosité de la membrane….) jouent un rôle déterminant sur le pourcentage des pores 

bloqués et sur la fraction de pores protégés après le dépôt des premières particules. 

Cependant, même si les levures paraissent toujours centrées sur les pores, leur forme 

elliptique change la fraction des pores voisins protégés. L’hétérogénéité de taille des levures 

et la présence de certaines cellules de taille supérieure à celle des microsphères causent, pour 

la membrane de 0,8 µm, la couverture d’un nombre plus important de pores que dans le cas 

des microsphères. Pour la membrane de 2 µm, après le dépôt d‘une levure, le nombre de pores 

protégés semble plus important que pour les microsphères. Cependant, ces différences lors de 

la formation de la première couche ne semblent pas avoir un effet important sur l’organisation 

générale des dépôts formés.  

  

Figure VI.2-5 : Images composites de la microsieve 0,8 µm colmatée par des levures 

colorées avec le Syto 9 (A) et des microsphères de 4,8 µm (B) ; (objectif x 63, zoom 6) 

 

A B
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Figure VI.2-6 : Images composites de la microsieve 2 µm colmatée par des levures colorées 

avec le Syto 9 (objectif x 63, zoom 6) (A) et des microsphères de 4,8 µm (B) (objectif x 40, 

zoom 6) 

Pour les bactéries et les microsphères de 1 µm, l’organisation de la première couche 

est présentée dans la Figure VI.2-7. Le phénomène de blocage des pores est observé dans les 

deux cas ainsi que la formation d’agrégats de particules sur quelques pores qui induirait la 

construction de ponts. Malheureusement, la taille des bactéries, à la limite de la résolution de 

l’objectif utilisé, et leur photoblanchiment rend l’observation d’Escherichia coli imprécise et 

la détermination de l’orientation des cellules en bâtonnets durant le blocage des pores n’est 

pas possible. Cette limite est encore plus pénalisante durant la filtration de mélanges de 

microorganismes et les bactéries colorées au Syto 84 (Figure VI.2-8).  

  

Figure VI.2-7 : Images composites de la microsieve 0,8 µm colmatée par des bactéries 

colorées au Syto 9 (A) et des microsphères de 1 µm (B) (objectif x 63, zoom 6) 

A B

A B
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Durant la filtration de suspensions bidispersées de particules et de mélanges 

levures/bactéries, l’organisation générale des dépôts est assez similaire (Figure VI.2-8) même 

si le photoblanchiment d’Escherichia coli rend imprécise et difficile l’observation des 

bactéries. Les microorganismes et les microsphères semblent se poser individuellement et se 

repartir uniformément sur les zones filtrantes des microsieves. Les mêmes mécanismes de 

formation du dépôt sont observés. On remarque la présence de quelques agrégats de bactéries 

entre les cellules de levures.  

   

Figure VI.2-8 : Images composites de la microsieve 0,8 µm colmatée par un mélange de 

microorganismes (objectif x 63, (A1 : zoom 6 et A2 : zoom 1) et une suspension 

bidispersées de microsphères (B) (objectif x 63, zoom 6) 

 

VI.2.2.2 Construction de dépôts multicouches et analyse de leur morphologie interne  

Pour des suspensions monodispersées de particules inertes et pures de microorganismes, 

les taux de couverture de la membrane,   , en fonction de la masse de particules déposée 

(Figure VI.2-9) peuvent être considérées similaires pour des microorganismes et des 

microsphères de tailles voisines, compte tenu de la précision du traitement des images. La 

géométrie de la membrane (taille de pore, porosité…) et les caractéristiques des particules 

filtrées (forme, propriétés de surface, taille….) ne semblent pas avoir un effet notable sur 

l’évolution d’  .  

En revanche, pour le mélange des microorganismes, le taux de couverture semble faible 

par rapport à celui obtenu lors de la filtration de suspensions bidispersées de particules inertes 

(Figure VI.2-10). Il se stabilise à une valeur de 0,52 alors qu’il atteint 1 pour les particules 

inertes en mélange. Ceci pourrait être attribué au photoblanchiment des bactéries colorées au 

Syto 84 et donc à une sous-estimation du dépôt. 

 

A1 A2 B
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Figure VI.2-9 : Taux de couverture apparent de la membrane,   , en fonction de la masse 

déposée durant la filtration de particules monodispersées et de suspensions pures de 

microorganismes 

 

Figure VI.2-10 : Taux de couverture apparent de la membrane,   , en fonction de la masse 

déposée lors de la filtration de particules inertes bidisperses (D1 et D2) et du mélange 

levures/bactéries (H) 
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La comparaison des hauteurs quadratiques moyennes des dépôts de levures et de 

microsphères de 4,8 µm sur les deux microsieves (0,8 µm et 2 µm) indique que les 

caractéristiques géométriques des membranes ne semblent pas avoir d’effet sur l’épaisseur 

moyenne pour des masses déposées inférieures à 50 µg environ qui sont similaires dans les 

deux cas Figure VI.2-11. Toutefois, pour des masses déposées supérieures, les dépôts de 

microsphères apparaissent plus épais que ceux de levures à même masse déposée.  

 

Figure VI.2-11 : Epaisseur quadratique moyenne des dépôts formés durant la filtration des 

levures (symboles pleins) et des microsphères 4,8 µm (symboles vides) sur les membranes 0,8 

µm (,) et 2 µm (,) en fonction de la masse déposée 

Dans les deux cas, la fraction de la surface occupée par les levures et les microsphères 

pour chaque section le long de l'axe z des dépôts (épaisseur) en fonction de la masse déposée 

(Figures VI.2-12 et VI.2-12) met en évidence trois régions de différentes porosités et 

concentrations. Les particules semblent couvrir la première couche et couvrir la surface de la 

membrane (direction xy) avant la construction du dépôt (direction xz). Les porosités mesurées 

localement dans les parties centrales des dépôts sont proches. Cependant, si les particules 

inertes parfaitement sphériques et rigides, forment des dépôts homogènes le long de l’axe z, 
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les levures en revanche de forme elliptique pourraient prendre différentes orientations dans le 

dépôt ce qui expliquerait la réduction un peu plus importante de perméabilité précédemment 

constatée (Figure VI.2-2). Mota et al. [94] ont comparé la résistance spécifique, la porosité et 

la tortuosité des dépôts pour différents microorganismes en forme de bâtonnet (Bacillus sp.) et 

de forme elliptique (S. cerevisiae). En analysant le colmatage en fonction du ratio 

 =longueur/diamètre des cellules, ils ont montré que plus les cellules sont allongées et le ratio 

δ important, plus la tortuosité des dépôts intervient sur la résistance spécifique. Par contre, 

pour les particules plus sphériques, l’effet de la tortuosité est négligeable.  

 

Figure VI.2-12 : Fraction de la surface occupée par les levures (symboles pleins) et les 

microsphères de 4,8 µm (symboles vides) le long de l'axe z d’un dépôt sur une membrane 0,8 

µm en fonction de la masse déposée 
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Figure VI.2-13 : Fraction de la surface occupée par les levures (symboles pleins) et les 

microsphères de 4,8 µm (symboles vides) le long de l'axe z d’un dépôt sur une membrane 2 

µm en fonction de la masse déposée. 

La comparaison de    en fonction de la hauteur du dépôt durant la microfiltration des 

microsphères de 1 µm et les bactéries (Figure VI.2-14) indique que la croissance des dépôts 

semblent se faire simultanément dans les deux directions xy et xz. En effet, la hauteur 

augmente rapidement avant que la première couche ne soit entièrement formée. Néanmoins, 

les hauteurs des dépôts monodispersées de microsphères et de bactéries sont assez proches ce 

qui fait des particules inertes un bon modèle pour ces bactéries. 
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Figure VI.2-14 : Fraction de la surface occupée par les bactéries (symboles pleins) et les  

microsphères de 1 µm (symboles vides) pour chaque section le long de l'axe z de dépôts sur 

une membrane 0,8 µm en fonction de la masse déposée 
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Conclusion du chapitre 

Ce chapitre s’est intéressé à la caractérisation à l’échelle globale et à l’échelle 

microscopique des dépôts biologiques par l’étude de l’organisation des microorganismes sur 

les membranes durant une filtration frontale en régime laminaire.  

La première section a étudié la filtration des suspensions pures de microorganismes 

modèles. L’effet de la taille des pores du média filtrant est analysé lors de la filtration de 

suspensions de levures Saccharomyces cerevisiae colorée au Syto 9 sur des microsieves de 

0,8 µm et 2 µm de diamètre de pores. Le rapport entre le diamètre des pores et celui des 

levures semble avoir un effet important sur la formation de la première couche. Pour les 

dépôts plus épais, ces paramètres ne semblent plus avoir d’impact sur leur morphologie. 

L’effet de la taille de la cellule est étudié durant la filtration de la bactérie Escherichia 

coli colorée au Syto 9. L’ensemble des résultats obtenus lors de la filtration de suspensions 

pures montre que trois régions peuvent être identifiées dans le dépôt formé par des particules 

biologiques : la zone de germination, la zone centrale et la zone de capture.  

La filtration d’une suspension contenant à la fois des levures et des bactéries colorées 

avec des marqueurs différents afin de les identifier de façon individuelle a été limitée à la 

formation de la première couche en raison du photoblanchiment des bactéries. Néanmoins, il 

ressort de ces essais que le dépôt s’initie bien de façon homogène et que la diminution initiale 

de perméabilité, à masse déposée identique, est moins importante que pour des bactéries 

seules. 

Enfin, les résultats expérimentaux obtenus lors de l’étude de la morphologie des dépôts 

de particules inertes et biologiques sont confrontés et la simulation validée. En effet, l’ordre 

de grandeur de la performance des essais de filtration sont assez proches pour les deux types 

de particules. De plus, les mêmes phénomènes prenant place durant le dépôt des particules et 

la construction des dépôts sont observés. 
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Les travaux réalisés dans cette thèse, sur l’observation et la caractérisation de la 

formation d’un dépôt de particules modèles sur une microsieve par microscopie confocale, ont 

permis des avancées nouvelles et prometteuses. Un certain nombre de points clés sur les 

mécanismes d’initiation et de construction ont été éclaircis ce qui pourra contribuer 

notamment à enrichir les modèles de colmatage mais également à améliorer les performances 

des procédés de filtration par membrane. Cependant, des verrous techniques et scientifiques 

ont été mis en lumière et il faudra les surmonter pour pouvoir analyser et modéliser le 

colmatage d’une membrane dans une application industrielle réelle avec un fluide complexe. 

L’étude bibliographique a, d’abord, permis de rappeler les principaux paramètres 

régissant la formation des dépôts de particules et de présenter les techniques de caractérisation 

les plus pertinentes. Parmi ces techniques, la microscopie confocale est une méthode optique, 

innovante, non invasive permettant l’étude tridimensionnelle des dépôts in situ et en temps 

réel. 

Puis, la problématique de cette étude a été positionnée en s’appuyant sur des essais de 

filtration tangentielle de suspensions de microorganismes à l’échelle semi industrielle. Deux 

microorganismes modèles avec des différences morphologiques importantes ont été 

sélectionnés : la levure Saccharomyces cerevisiae et la bactérie Escherichia coli. L’influence 

de la concentration des suspensions pures de levure ainsi que l’effet de l’ajout des bactéries 

sur les performances du procédé et sur la réversibilité des dépôts a été étudiée. Ce travail 

préliminaire a surtout montré les limites de l’approche globale.  

Ainsi, une méthode innovante d’étude de la formation d’un dépôt qui repose sur 

l’utilisation de la microscopie confocale a été proposée. Une chambre de filtration munie 

d’une fenêtre d’observation a été conçue et réalisée pour visualiser in situ la dynamique du 

dépôt de microsphères de polystyrène ou de microorganismes fluorescents et caractériser 

l’évolution de la morphologie de l’empilement formé. Les membranes sélectionnées sont des 

microsieves en Nitrure de Silicium. Ce sont des membranes minces constituées d’un 

arrangement régulier de pores cylindriques parfaitement calibrés. Deux tailles de pores ont été 

utilisées : 0,8 µm et 2 µm.  

Une étape de validation du dispositif couplant l’expérience à la simulation numérique a 

permis d’aboutir à un mode opératoire pertinent pour localiser les particules sur le média 

filtrant et analyser les mécanismes de construction de dépôts épais couche par couche. Le 

code de calcul Comsol Multiphysics a été utilisé, pour simuler numériquement l’écoulement 
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du fluide dans le canal et la formation progressive du dépôt sur la microsieve. Ce travail a 

permis de prédire la dynamique de la formation des premières couches et de confirmer 

l’homogénéité du dépôt après la première injection. La méthode innovante ainsi validée 

permet l’étude multiéchelle du dépôt : globalement à l’échelle du filtre, à l’échelle de la bande 

filtrante et à l’échelle du pore et/ou de la particule. 

Afin d’approcher les mécanismes complexes se produisant durant la filtration de 

suspensions réelles, deux systèmes modèles ont été sélectionnés:  

- Des microsphères fluorescentes en polystyrène de 1 µm et 4,8 µm de diamètre, de 

l’ordre de grandeur des microorganismes usuels, avec des caractéristiques spectrales 

distinctes. 

- Des microorganismes largement rencontrés et exploités: la bactérie Escherichia coli 

et la levure Saccharomyces cerevisiae. 

De façon générale, il faut noter que dans les conditions expérimentales de l’étude, les 

deux systèmes modèles, particules inertes et biologiques, conduisent à des dépôts dont la 

morphologie est sensiblement identique. Les propriétés de transport de ces différents dépôts 

varient, cependant, quelque peu compte tenu en particulier de la dispersion en taille des 

microorganismes par rapport aux microsphères. 

Lors de la formation de la première couche de particules sur la microsieve, les particules 

se déposent, préférentiellement, de manière parfaitement centrée sur les pores, les bouchent et 

protègent de cette manière les pores voisins de l’obstruction par d’autres particules. Ce 

mécanisme induit la persistance d’une perméabilité résiduelle des membranes dont 

l’importance dépend du ratio taille des particules / taille des pores.  

L'étude de la construction des dépôts multicouches par le biais de la mesure de 

l’évolution de la densité surfacique en particules le long de l’épaisseur du dépôt montre 

l’existence de trois régions spécifiques en fonction de la profondeur : (i) une région de 

germination en contact avec la microsieve avec une densité moyenne en particules, (ii) une 

région centrale où la porosité est la plus faible et (iii) une région superficielle, appelée aussi 

région de capture, de faible concentration où les particules nouvellement arrivées se déposent.  

L’effet de l’homogénéité en taille de la suspension sur les caractéristiques du dépôt, 

lorsqu’un mélange de particules est filtré, a été étudié dans différentes configurations. Les 

positions finales des particules sur la microsieve restent identiques à celles observées durant la 

filtration de suspensions pures. En outre, les petites particules ont tendance à s’agréger autour 

des grosses particules puisqu’elles sont transportées par le fluide qui se dirige vers les pores 
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maintenus ouverts autour des grosses particules déjà déposées. L'analyse de la morphologie 

interne des dépôts épais constitués par un mélange de particules de taille différente montre 

l’existence des mêmes trois régions déjà mises en évidence. La filtration des petites particules 

sur une précouche de grosses particules déjà déposées conduirait à une amélioration des 

performances de filtration.  

L’étude des propriétés des dépôts mixtes formés par un mélange des deux espèces de 

microorganismes s’est malheureusement limitée à la formation de la première couche en 

raison du problème du photoblanchiment des bactéries lorsqu’elles étaient colorées par du 

Syto 84. Toutefois, on a constaté que le dépôt s’initiait de manière homogène.  

 

L’ensemble des résultats expérimentaux obtenus durant cette thèse s’inscrivent dans une 

démarche originale pour améliorer l’étude locale des caractéristiques des dépôts. Dans ce 

sens, ils contribuent significativement à une meilleure compréhension de l’accumulation de 

particules sur un support filtrant et de ses conséquences sur le colmatage du système filtrant et 

ses performances. En particulier, le développement d’une méthode innovante comportant un 

dispositif expérimental original et un protocole spécifique de caractérisation de la 

morphologie du dépôt de filtration in situ offre de nombreuses perspectives intéressantes.  

En effet, la méthode développée dans ce travail pourra servir à la caractérisation 

d’autres dépôts. Plus précisément, elle pourrait être appliquée à l’étude de cas plus réalistes : 

par exemple pour étudier l’effet de la physico-chimie du milieu de suspension (pH, salinité…) 

sur l’agrégation des particules ou des paramètres environnementaux au sens large sur la 

structuration du dépôt.  

De plus, compte tenu des résultats encourageants obtenus pour les microorganismes 

modèles, une complexification graduelle des paramètres opératoires est envisageable avec en 

particulier l’incorporation d’autres espèces pour tendre vers des fluides réels. Le rôle de l’âge 

des microorganismes sur leur physiologie et leurs propriétés de surface, sur la filtration et la 

construction du dépôt pourrait également être exploré. 

Par ailleurs, dans cette thèse, seuls des dépôts externes ont été analysés. Or, en réalité, le 

colmatage interne des membranes est fréquent et a un effet drastique sur la performance de la 

filtration. La démarche proposée dans ce travail pourrait être appliquée à l’étude de la 

construction de dépôts de particules de taille inférieure à celle des pores et à différentes 

concentrations. La localisation préférentielle des particules dans le cas de suspensions diluées 

et la dynamique de la formation de ponts sur les pores dans le cas de suspensions plus 
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concentrées pourrait également être suivie en temps réel et in situ grâce à la méthode proposée 

dans ce travail 

L’utilisation de deux microsieves de taille de pores différentes a souligné le rôle clé joué 

par la structure du média filtrant sur les caractéristiques des premières couches. Afin de 

confirmer les résultats obtenus, d’autres tailles ou forme de pores ainsi que d’autres 

organisations spatiales des pores pourraient être considérées, de même qu’un autre type de 

membrane.  

D’un point de vue théorique, le développement d’un modèle de formation de dépôt à 

l’échelle de la particule, s’appuyant sur un calcul précis de l’écoulement et des trajectoires de 

particules, en tenant compte des forces d’interaction entre particules et entre particules et 

support filtrant, pourrait être envisagé. Un tel modèle, une fois confronté aux résultats 

expérimentaux et validé, contribuerait à une meilleure compréhension des mécanismes 

suggérés dans cette thèse et permettrait d’explorer des situations plus complexes.  

Enfin, l’approche numérique à l’échelle de l’élément filtrant développée dans cette 

étude pourrait contribuer au développement d’une nouvelle modélisation pour simuler des 

systèmes filtrants à l’échelle industrielle ou semi industrielle (module de fibres creuses…) à 

partir d’une méthode de changement d’échelle. Les paramètres déterminés expérimentalement 

(épaisseur, perméabilité en fonction de la masse déposée, porosité…) pourraient aisément être 

incorporés dans cette approche numérique afin d’affiner les prédictions de la simulation.  
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A. Caractérisation des suspensions modèles 

A.1. Microsphères en latex 

Distribution de taille 

La distribution de taille des particules fluorescentes suspendues dans l’eau ultrapure, 

dans les mêmes conditions opératoires des essais de filtration, avant et après sonication 

correspond à celle annoncée par le constructeur avec une déviation inférieure à 5% (Figure 

1). La sonication, ne modifie que légèrement la distribution moyenne des particules. On note 

la présence de petits agrégats à une faible concentration. 

 

Figure 1 : Distribution de taille des particules en polystyrène de 4,8 µm (,) et 1 µm 

(,) suspendues dans l’eau ultrapure avant et après sonication (symboles pleins et vides, 

respectivement) 
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Potentiel zêta 

Le potentiel zêta des deux types de particules dans l’eau ultrapure diminue lorsque leur 

concentration augmente (Figure 2). Dans toute la gamme de concentration considérée, les 

particules sont chargées négativement.  

 

Figure 2 : Potentiel zêta des particules de 1 µm () et 4,8 µm () en fonction de leur 

concentration  
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B. Préparation et caractérisation des suspensions de microorganismes 

B.1. Croissance des souches utilisées 

Saccharomyces cerevisiae  

La levure de boulangerie Saccharomyces cerevisiae est l’un des microorganismes les 

plus utilisés dans l’industrie et au laboratoire [95]. C’est un organisme eucaryote, 

unicellulaire, de forme ovoïde de 5 à 10 µm de diamètre moyen, qui se multiplie par 

bourgeonnement [96].  

Elle est cultivée dans le fermenteur double enveloppe avec du glucose comme source de 

carbone. Les évolutions temporelles de la croissance et de consommation du substrat sont 

quantifiées par dénombrement, mesure des masses sèches et dosage du glucose (Figure 3). 

Les concentrations des suspensions utilisées dans les expériences de microfiltration sont 

déterminées par mesure de masse sèche volumique. La corrélation entre la masse sèche en 

levure et la densité optique mesurée à 600 nm est donnée par l’équation B-1 

       è                       Equation B-1 

 

Figure 3 : Croissance de la souche Saccharomyces cerevisiae et consommation du glucose 
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Pour une meilleure interprétation des essais de filtration, les suspensions en 

microorganismes utilisées doivent être aussi homogènes que possible. Le taux de 

bourgeonnement des levures au cours de la culture, peut atteindre 40% en phase exponentielle 

(Figure 4). L’hétérogénéité des cellules est confirmée par la distribution de taille des levures 

âgées de 3 heures (phase de latence), 9 heures (phase exponentielle) et 24 heures (phase 

stationnaire), mesurée par granulométrie (Figure 5). La distribution de taille apparait 

importante durant les phases latence et exponentielle. On note de petites cellules, 

correspondant aux bourgeons qui viennent de se détacher des cellules mères et de grosses 

unités correspondant aux levures en bourgeonnement. Ces conclusions sont confirmées par 

observation microscopique et ont déjà été reportées par Beaufort et al. [3]. Afin de travailler 

avec des suspensions le plus homogènes possible, les levures sont récoltées en phase 

stationnaire. 

 

Figure 4 : Taux de bourgeonnement de Saccharomyces cerevisiae au cours de la culture 
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Figure 5 : Répartition du diamètre moyen de levures en fonction de la phase de croissance 

( : phase de latence,  : phase exponentielle,  : phase stationnaire) 

Escherichia coli 

Ce bacille Gram négatif de la famille des Enterobactéries, aéro-anaérobie facultatif, 

mesurant de 1 à 3 μm de longueur est normalement présent parmi la microflore digestive de 

l’Homme et des animaux à sang chaud. Toutefois, certaines souches sont pathogènes car elles 

ont acquis des facteurs de virulence. Cette bactérie est également considérée comme 

indicateur spécifique d’une pollution fécale [97]. 

Escherichia coli est cultivée dans le fermenteur double enveloppe avec du glucose 

comme source de carbone. Les évolutions temporelles de la croissance et de consommation 

du substrat sont quantifiées durant le temps par dénombrement, mesure des masses sèches et 

dosage de la concentration en glucose (Figure 6). Les concentrations des suspensions dans les 

expériences de microfiltration sont déterminées par mesure de la masse sèche volumique. La 

corrélation entre la masse sèche en bactérie et la densité optique mesurée à 600nm est donnée 

par l’équation B-2.  

       è                        Equation B-2 
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Figure 6 : Croissance de la souche Escherichia coli et consommation du glucose 

B.2 Caractérisation du caractère hydrophile/hydrophobe des microorganismes par 

méthode MATS 

Les propriétés de surface de la levure S. cerevisiae et de la bactérie E. coli prélevées en 

début de phase stationnaire de croissance et suspendues dans une solution saline (NaCl 9 g/L
-

1
), sont évaluées par la méthode MATS (microbial adhesion to solvents). Les résultats 

présentés correspondent à la moyenne de trois tests, réalisés avec des cultures indépendantes 

(Figure 7). L’affinité de ces microorganismes pour le chloroforme est supérieure à celle pour 

l’hexadécane, ce qui plaide pour une composante électron-donneur importante. En outre, ils 

présentent un caractère plutôt hydrophile. Les affinités pour l’acétate d’éthyle et pour le 

décane sont très proches dans le cas de la levure (≃ 26%) indiquant un caractère accepteur 

d’électron faible. Avec une affinité faible pour l’hexadécane, de l’ordre de 15 %, les bactéries 

semblent plus hydrophiles que les levures, leur affinité pour les solvants apolaires étant moins 

marquée. Le caractère hydrophile de S cerevisiae a déjà été reporté par Guillemot et al. qui 

ont montré que même si les conditions de culture modifient les propriétés de surface des 

levures, elles restent globalement hydrophiles [89]. Les deux microorganismes sélectionnés 

pour l’étude présentent donc des caractéristiques de surface globalement similaires, en termes 

de polarité. 
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Figure 7 : Caractère hydrophile/hydrophobe des microorganismes par méthode MATS sur la 

levure S. cerevisiae () et la bactérie et E. coli () prélevées en phase stationnaire de 

croissance et suspendues dans une solution saline (NaCl 9 g.L
-1

) 

B.3. Potentiel zêta 

Le potentiel zêta des microorganismes permet d’évaluer les interactions physico-

chimiques cellules / membrane et entre les particules elles même. Les suspensions considérées 

sont très diluées et les forces d’interactions ou de répulsions y sont donc très faibles. 

Toutefois, dans le dépôt, comme la concentration cellulaire est plus importante, la charge de 

surface des microorganismes peut avoir un effet plus marqué. Ainsi, Les caractéristiques des 

dépôts de particules sur des membranes dépendent étroitement des charges de surface des 

particules filtrées et des membranes [30].  

L’effet de la concentration sur le potentiel zêta des microorganismes suspendus dans 

l’eau ultrapure est présenté dans la figure suivante. Pour les deux microorganismes, le 

potentiel zêta diminue lorsque la concentration de la suspension augmente. De plus, les 

levures présentent une charge de surface faiblement moins répulsives que celle des bactéries. 
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Figure 8 : Potentiel zêta des bactéries () et des levures () en fonction de la concentration 

des suspensions 
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C. Sélection des fluorochromes 

En microscopie de fluorescence, il est essentiel d'obtenir un signal spécifique, fort et 

durable au cours du temps sans dégradation ni perturbation des fonctions cellulaires. Afin 

d’obtenir des résultats quantitatifs lors du traitement des images, le marquage des cellules doit 

être identique pour chaque expérience, homogène pour chaque cellule et le taux de marquage 

doit être maximal (idéalement total). Dans une première approche, deux marqueurs ont été 

testés en se basant sur la bibliographie :  

- La Rhodamine 123 : colorant fluorescent, non toxique aux doses usuelles, souvent 

utilisé comme marqueur direct des mitochondries pour évaluer la fonction respiratoire [98]. 

- Le diacétate de fluorescéine: ce colorant, activé après son hydrolyse par des enzymes 

membranaires, est un témoin de l’activité microbienne [87].  

L’emploi des colorants fluorescents doit prendre en compte certaines contraintes, en 

particulier la diminution temporelle de l’intensité de la fluorescence (lavages successifs des 

cellules, photoblanchiment…) ainsi que leurs toxicités pour le manipulateur et les cellules 

[73].  

Une optimisation des protocoles de marquage a été réalisée pour permettre l’acquisition 

d’images de très bonne qualité. Plusieurs paramètres opératoires sont considérés : 

- La maximisation du taux de marquage de la population.  

- L’homogénéité du marquage.  

- La minimisation de la concentration du colorant pour limiter les risques liés à la 

toxicité. 

- La persistance de la fluorescence lors du lavage des cellules lié à l’écoulement lors des 

filtrations. 

- La persistance de la fluorescence plusieurs heures après la coloration afin de pouvoir 

réaliser des mesures pertinentes à partir des visualisations du dépôt de microorganismes. 

C.1. La Rhodamine et la diacétate de fluorescéine 

Effet de la concentration des fluorochromes 

Pour des doses trop faibles, peu de cellules sont colorées et le nombre des 

microorganismes est alors sous-estimé. Si la concentration est trop forte, le colorant peut avoir 

un effet toxique sur les cellules. En se basant sur des données bibliographiques plusieurs 

concentrations du colorant (0,1 µg/mL, 1 µg/mL 5 µg/mL, 10 µg/mL et 50 µg/mL) ont été 



Annexes 

282 

 

testées pour les différents marqueurs. Les suspensions ont été lavées deux fois pour éliminer 

le colorant en excès  

 

Figure 9 : Effet de la concentration en Rhodamine 123 sur l’intensité de fluorescence durant 

la coloration de la levure S. cerevisiae  

En deçà de 0,1 µg/mL, la coloration des cellules est insuffisante (Figure 9), et au-delà 

de 10 µg/mL, le signal de fluorescence est trop saturé (Figure 10). La concentration utilisée 

sera donc comprise entre 1 et 5 µg/mL ce qui est en accord avec les valeurs de la 

bibliographie. Des résultats similaires ont été obtenus pour les bactéries (Figure 11). 

   

Figure 10 : Observations en microscopie à épifluorescence de S. cerevisiae marquée par la 

Rhodamine 123 à 0,1 µg/mL (A), 5 µg/mL (B) et 50 µg/mL (C)  
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Figure 11 : Observations en microscopie à épifluorescence d’E. coli marquée par la 

Rhodamine 123 à 5 µg/mL (A) et 50 µg/mL (B)  

Effet du lavage des microorganismes sur l’intensité de fluorescence 

L’observation des microorganismes en cours de la filtration entre deux injections de la 

suspension est réalisée en maintenant un flux d’eau au travers du dépôt. Ceci est équivaut à 

effectuer un rinçage continu des cellules. Afin d’optimiser le choix du fluorochrome, il est 

donc primordial de s’assurer que la fluorescence persiste après plusieurs lavages malgré un 

éventuel relargage du colorant à l’extérieur des cellules par sa diffusion ou son extinction. Des 

observations ont été effectuées pour différentes concentrations de la Rhodamine 123 après 

plusieurs lavages. Les résultats montrent que, pour les levures comme pour les bactéries, 

l’intensité de la fluorescence diminue de manière drastique même après un seul lavage. Pour 

une concentration de 5 µg/mL, la fluorescence s’estompe au bout du troisième lavage pour les 

levures (Figure 12) et du deuxième pour les bactéries (Figure 13). 

 

A B
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Figure 12 : Effet du lavage sur l’intensité de fluorescence de la levure S. cerevisiae marquée 

par la Rhodamine 123  

   

Figure 13 : Observations en microscopie à épifluorescence d’Escherichia coli marquée par 5 

µg/mL de la Rhodamine 123 après (A) : 0 lavage, (B) : 1 lavage et (C) : 2 lavages  

Atténuation de la fluorescence en fonction du temps 

Etant donné que les cellules sont colorées avant les expériences de filtration, il est 

nécessaire d’évaluer la perte naturelle de fluorescence au cours du temps. L’intensité de la 

fluorescence au cours du temps mesurée après un seul prélavage avec une concentration de 

Rhodamine 123 de 5 µg/mL persiste pour Saccharomyces cerevisiae, au-delà d’une heure 

après la coloration. Toutefois, pour d’Escherichia coli, elle diminue au bout de 20 min 
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(Figure 14). Les observations en microscopie confocale seront donc limitées aux vingt 

premières minutes suivant la coloration. Ceci constitue une limite majeure pour l’étude car 

seuls des dépôts de faible épaisseur peuvent être construits dans des temps aussi cours.  

 

Figure 14 : Décroissance temporelle de l’intensité de fluorescence de S. cerevisiae () et de 

E. coli () après marquage par la Rhodamine 123 (5 µg/mL) 

Effet du photoblanchiment sur l’intensité de fluorescence 

Une des principales limites de l’observation en fluorescence est le photoblanchiment 

des fluorochromes avec le temps d’observation lorsqu’ils sont excités de façon intense. 

L’effet d’une exposition continue à la longueur d’onde d’excitation de la Rhodamine 123 (5 

µg/mL) a été caractérisé. Dans le cas des levures, malgré l’atténuation de la fluorescence, les 

cellules sont encore visibles au bout de 65 minutes (Figure 15). En revanche, les bactéries 

s’avèrent plus sensibles puisqu’après 10 minutes d’exposition, elles ne sont pratiquement plus 

décelables (Figure 16). 
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Figure 15: Photoblanchiment de la levure S. cerevisiae marquée par la Rhodamine 123 : 

après : (A) : 0 min, (B) : 30 min et (C) : 65 min  

  

Figure 16 : Photoblanchiment de la bactérie E. coli marquée par la Rhodamine 123 après : 

(A): 0 min et (B) : 10 min 

Taux de marquage des cellules 

Afin de réaliser une étude pertinente et quantitative, il est impératif d’évaluer la qualité 

et le taux de marquage des cellules. L’observation de bactéries et de levures marquées par la 

Rhodamine 123 (Figure 17) et le diacétate de fluorescéine (Figure 18) montre que le taux de 

marquage reste faible. Par ailleurs, le marquage ne colore pas l’intégralité de la cellule. Il est 

hétérogène et diffère d’un individu à l’autre, probablement en fonction de l’état 

physiologique. En effet, la Rhodamine 123 et la FDA sont utilisées pour évaluer le potentiel 

membranaire des mitochondries actives [99] et l’activité métabolique des cellules [87], 

respectivement. Or, comme dans les expériences prévues les cellules sont collectées en phase 

stationnaire, stade pour lequel les activités métaboliques sont en déclin, on peut supposer que 

c’est en particulier le cas pour l’activité respiratoire des mitochondries [100] ou l’activité 

enzymatique des estérases responsables de l’oxydation de la fluorescéine ce qui pourrait 

expliquer les faibles taux de marquages. Le marquage des levures par les deux colorants 

A B C

A B
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simultanément (Figure 19) montre qu’ils ciblent des organes différents à l’intérieur de la 

cellule et se concentrent dans différents compartiments cellulaires ce qui peut améliorer leur 

détection.  

 

Figure 17 : Image composite de levures marquées par la Rhodamine 123 

(Objectif : x 63, zoom : 3) 

  

Figure 18 : Images composites de levures (A) et de bactéries (B) marquées par la FDA 

(Objectif : x 40, zoom : 2) 

 
 

Figure 19 : Double marquage de Saccharomyces cerevisiae avec la Rhodamine 123 et la 

fluorescéine diacétate, (A) : (objectif x 40), (B) : (objectif x 100) 

A B
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Distinction entre les microorganismes dans dépôt mixte 

Afin d’étudier des dépôts de mélanges de levures et de bactéries, il faut distinguer les 

deux souches sans chevauchement des signaux fluorescents émis. Les deux souches cultivées 

séparément sont récoltées par centrifugation, lavées et colorées par la Rhodamine 123 pour les 

levures et la diacétate de fluorescéine pour les bactéries. Après un lavage pour éliminer 

l’excès de colorant, elles sont observées par microscopie confocale séparément, afin de 

sélectionner les longueurs d’ondes d’excitation et d’émission optimale pour chaque colorant 

(Figures 20 et 21) puis en mélange (Figure 22). 

 

 

Figure 20 : Détermination de la longueur d’onde de la fluorescence émise par des 

levures colorées par la Rhodamine 123 ;  

Observation par microscopie confocale, objectif x 40, zoom : 2 

 

 

 

Figure 21 : Détermination de la longueur d’onde de la fluorescence émise par des bactéries 

colorées par la diacétate de fluorescéine;  
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Observation par microscopie confocale, objectif x 40, zoom : 4 

Comme l’illustre la Figure 22, il existe un chevauchement entre les spectres d’émission 

des deux marqueurs. De ce fait, la distinction sans ambigüité des deux souches avec les deux 

colorants sélectionnées est impossible ainsi que la quantification de chaque espèce cellulaire 

au sein d’un dépôt.  

 

 

Figure 22 : Détermination de la longueur d’onde de la fluorescence émise par des 

levures et les bactéries colorées, respectivement, par la FDA et la Rhodamine 123 ; 

Observation par microscopie confocale, objectif x 40, zoom 4 

Limites de la Rhodamine 123 et du diacétate de fluorescéine  

Deux protocoles expérimentaux ont été optimisés pour le marquage des levures et des 

bactéries par la Rhodamine 123 et le diacétate de fluorescéine. Toutefois, le marquage des 

cellules n’est pas total et la surface cellulaire marquée par le colorant n’est pas 

proportionnelle au nombre de microorganismes. Ainsi, le volume occupé par les 

microorganismes peut être sous-estimé. Par ailleurs, la sensibilité de ces colorants au 

photoblanchiment, leur atténuation lors des lavages et le recouvrement partiel de leurs 

spectres nous ont conduits à les délaisser et à tester d’autres fluorochromes.  

C.2. Les fluorochromes Syto 

En se basant sur la recherche bibliographique, deux fluorochromes Syto ont été 

sélectionnées. Ce sont des marqueurs des acides nucléiques qui colorent les cellules mortes et 

vivantes. Afin d’éviter le chevauchement des signaux d’excitation et d’émission, on a choisi 

le Syto 9 et le Syto 84 qui sont excités, respectivement, à 485 nm et 567 nm et émettent 

respectivement, à 498 nm et 582 nm (« Matériel et Méthodes »). 
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Le taux de marquage des microorganismes modèles, Saccharomyces cerevisiae et 

Escherichia coli atteint 100% et la coloration semble homogène au niveau des cellules 

(Figure 23).  

  

Figure 23 : Marquage de Saccharomyces cerevisiae avec le Syto 9 (A) et d’Escherichia coli 

par le Syto 84 (B)  

Effet de la concentration des fluorochromes 

La concentration des colorants Syto a été optimisée afin d’obtenir un taux de marquage 

satisfaisant et persistant au cours du temps durant les essais de filtrations (lavage répétitifs, 

exposition continue au laser, temps d’incubation). Plusieurs concentrations (0,33 mol/mL, 

3,33 mol/mL et 5 mol/mL) ont été testées aussi bien pour les levures que pour les bactéries. 

Une concentration de 5 mol/mL semble optimale. En effet, le taux de marquage est de 100%, 

la pénétration du colorant est totale et toute la superficie cellulaire est fluorescente (Figure 

24).  

   

Figure 24 : Observations en microscopie à épifluorescence de Saccharomyces cerevisiae 

marquée avec 0,33 mol/mL (A), 3,33 mol/mL (B) et 5 mol/mL (C) par le Syto 9  
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Effet des conditions opératoires sur l’intensité de fluorescence 

La diminution naturelle de la fluorescence durant l’incubation à l’obscurité et en 

fonction de l’exposition continue à la longueur d’onde d’excitation du colorant ont été suivies. 

Pour les deux fluorochromes, la fluorescence persiste après 48 heures pour les levures et les 

bactéries colorées, respectivement, par le Syto 9 et le Syto 84 et incubées à l’obscurité.  

En ce qui concerne le Syto 9, le photoblanchiment est très faible aussi bien pour les 

bactéries que pour les levures (Figure 25). En effet, même après dix heures d’exposition au 

laser, la fluorescence persiste. Par contre, le Syto 84 est sensible au photoblanchiment et perd 

très vite la fluorescence.  

  

Figure 25 : Marquage de Saccharomyces cerevisiae (A) et Escherichia coli avec le Syto 9 

(objectif x 63, zoom : 1 et 6, respectivement) 

Afin de s’assurer que les images acquises d’un dépôt de bactéries sont pertinentes et 

peuvent être utilisées dans la quantification du colmatage formé sur la membrane, on a 

observé par microscopie confocale le dépôt d’une suspension de bactéries colorées par le Syto 

84 sur une membrane de 0,8 µm de taille de pores (Figure 26). Après l’observation et 

l’acquisition des séries d’images du dépôt en utilisant l’objectif x 10 et l’objectif x 63 (zooms 

1 et 6), on a observé l’effet de l’excitation du laser avec l’objectif x 10 au zoom 1 (carré 

jaune) et au zoom 6 (carré vert). La zone observée a perdu une grande partie de sa 

fluorescence. 
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Figure 26 : Observation de l’effet de l’excitation laser sur un dépôt de bactéries colorées 

avec le Syto 84 (Objectif : x10) 

L’observation simultanée d’une zone qui a subi une excitation laser et une zone qui ne 

l’a pas subie est illustrée dans la Figure 27. L’observation des cellules déposées à un zoom 

plus important est impossible car la perte de fluorescence est plus rapide que le temps 

d’acquisition des images. 

 

Figure 27 : Observation d’un dépôt de bactéries colorées au Syto 84 ; 

(A) : zone excitée par le laser, (B) : zone non excitée par le laser (Objectif 63, zoom 1) 
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Les bactéries seront donc marquées au Syto 9 durant l’étude des dépôts purs (Figure 

28) qui donne des observations de très bonne qualité aux différents grossissements. 

   

Figure 28 : Observation d’un dépôt de bactéries colorées au Syto 9 : objectif x 10 (A), 

objectif x 63, zoom 1 (B) et zoom 6 (C) 

Néanmoins, l’observation du mélange levures / bactéries colorées, respectivement, par 

le Syto 9 et le Syto 84 montre qu’il n’y a pas de chevauchement entre les deux colorants ce 

qui permet de séparer sans aucun doute les microorganismes les uns des autres (Figure 29). 

De plus, comme les spectres d’excitation ne se recouvrent pas, l’excitation des dépôts mixtes 

pourra être réalisée simultanément et la fluorescence émise par chaque microorganisme sera 

récupérée dans un canal distinct. L’utilisation simultanée des lasers permettra de limiter le 

photoblanchiment puisque les microorganismes marqués seront exposés une seule fois au 

laser. Enfin, les lavages successifs ne semblent pas avoir un effet sur l‘intensité de la 

fluorescence.  

 

Figure 29: Marquage de S. cerevisiae et E. coli avec le Syto 9 et le Syto 84, respectivement 
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D. Système de filtration 

 

 

 

 

 



 

 

  



 

 

Résumé  

Durant les opérations de filtration membranaire, les industries font face à un problème 

majeur : le colmatage. En particulier, la formation d’un dépôt de particules sur la membrane 

provoque une chute de sa perméabilité et de sa sélectivité. L’étude a pour but de mieux 

caractériser la morphologie des dépôts de particules, en lien avec ses propriétés de transport, 

dans le but d’enrichir les modèles utilisés pour prédire les performances de filtration des 

dispositifs industriels. Des expériences de filtration de suspensions pures et mixtes de 

particules inertes et biologiques, sont réalisées sur des microsieves et observées in situ par 

microscopie confocale. Les propriétés spatiales du dépôt (arrangement des particules, 

épaisseur, porosité, taux de couverture de la membrane) sont déterminées par traitement 

d’images et corrélées aux variations de perméabilité. L’influence des paramètres tels que : la 

taille des particules, la géométrie de la microsieve (taille de pore, distance entre pores) et la 

nature des particules, est soigneusement analysée. Plusieurs mécanismes physiques sont mis 

en évidence : 

- La préfiltration de grosses particules avant la filtration des petites permet le maintient 

d’un débit élevé. 

- Les particules déposées protègent les pores qui leurs sont périphériques en fonction du 

rapport « taille de particules / taille de pores ». 

- Dans les conditions expérimentales étudiées, la morphologie des dépôts de particules 

inertes et biologiques est identique. 

- Le dépôt est structuré en trois régions distinctes : une zone de germination en contact 

avec la membrane, une couche centrale dense, une région de capture superficielle.  

Mots-clefs : Dépôt, Filtration, Particules, Microscopie confocale, microsieve 

Abstract 

During the operations of filtration, the industries are facing a major problem: fouling. 

Indeed, the cake layer build-up on top of the membrane reduces its permeability and 

selectivity. The aim of this study is to characterize the particle deposit morphology at different 

operating conditions in order to enhance the models used to predict the filtration performances 

at the industrial level. Pure and mixed suspensions of inert and biological particles are 

filtrated with microsieves and observed in situ by Confocal Laser Scanning Microscopy 

(CLSM). The spatial properties of the cake (particle arrangement, thickness, porosity, 

microsieve coverage) are determined by image processing and correlated with the 

permeability reduction. The effect of the parameters such as: the particles size, the microsieve 

geometry (pore size, pore pitch) and the particles characteristics, is carefully analyzed. 

Several physical mechanisms are highlighted: 

- The prefiltration of large particles before the filtration of the small ones maintains a 

high flux. 

- Deposited particles protect the surrounding pores when the ratio "particles size/pores 

size" is high. 

- In the studied experimental conditions, the cake morphology of the inert and biological 

particles is similar. 

- The cake is structured in three regions: germination region in contact with the 

membrane, a central high particle concentration region and a superficial region, named 

capture region  

Keywords: Cake, Filtration, Particles, Confocal microscopy, Microsieve 

 


