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RESUME

Le couplage des procédés membranaires basse préssaofiltration et ultrafiltration) et du
charbon actif en poudre (CAP), appelé procédé tgbest actuellement en plein développement
dans le domaine du traitement de l'eau potable.rsAlgue les membranes permettent la
séparation du charbon et la pollution particulaies I'eau traitée, le CAP est utilisé pour
l'élimination de la matiére organique dissoute, ssola forme de carbone organique

biodégradable et aussi pour I'enlevement des trdee®mposes toxiques (pesticides).

Pour mieux connaitre les processus de biodégraddtiosubstrat dans le réacteur hybride, une
estimation de la croissance et I'abondance baotégieest nécessaire. A ce jour, il existe
plusieurs méthodes pour caractériser la biomasseesicharbon actif en grains (CAG), mais

aucune méthode pour le cas de CAP. Cependanspaaométrie, une méthode trés couramment
utilisée dans le domaine des eaux usées, poumaitalternative intéressante : simple et peu

codteuse.

Le présent projet porte sur I'application de la moée de respirométrie dans le cas de charbon
actif en poudre (CAP) utilisé en mode biologiqueslbuts principaux étaient de caractériser
I'activité bactérienne et quantifier la biomassééhd@trophe aérobie g) colonisant la surface

du charbon actif en poudre.

Du charbon de trois sources différentes a été tektdde de respirométre Challenge AER-200,
soit du CAP de 25 et 200 um (CAP-laboratoire) et@AB (CAG-Ste Rose) colonisés au
laboratoire a I'extrait de levure, soit du CAP de@n (CAP-Opaline) provenant du pilote
biomembrane Opaline-B de l'usine Ste Rose colodéséacon naturelle avec de I'eau décantée

ozonée.

Les observations microscopiques au Bacl'fybe CAP-laboratoire ont montré que le charbon
de 25 um possédait plus de biomasse par champ soapigue que celui de 200 um ce qui
n'était pas démontré par les résultats expéerimantgurespirométrie. De plus, la comparaison
entre les valeurs degd pour 3 et 6 g du méme diamétre de CAP a montrdajueasse de 3 g
possédait des concentrations de biomasse supéri@uwelles de 6 g ce qui n’était pas en accord
avec les attentes. Cependant, le CAP-laboratoiseddex diameétres était plus colonisé que le

CAP-Opaline. Quant au CAG-Ste Rose colonisé aur#bive pendant une semaine avec
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d’extrait de levure, il était plus colonisé quedAP-Opaline mais moins que le CAP colonisé au

laboratoire.

Suite aux résultats expérimentaux, il a été co@giae 'augmentation de la masse du CAP par
bouteille augmentait le taux d’adsorption d’oxygguer le charbon et diminuait le taux de
respiration bactérienne. On a constaté également’@utoclavage dégazait la solution saline et
décrochait une partie de la biomasse de la surfaceharbon ce qui augmentait le taux
d’adsorption d’oxygene. Suite au développementadenéthode, l'autoclavage et la solution
saline furent successivement remplacés par dedéade sodium (1g/L) et de I'eau de robinet
déchlorée respectivement. L'extrait de levure arétignu comme la meilleure source de carbone
puisqu’elle possédait, au sein d’'un seul prodeitcarbone, I'azote, le phosphore ainsi que les

autres micronutriments nécessaires a la croissggEeicroorganismes.

Concernant la méthode de régression linéaire égilgour quantifier la biomasse colonisant le
charbon, on a constaté qu’elle dépendait du teradatdnce, le type du substrat et la masse de
CA.

Finalement, il a été constaté que le respirometnalléhge AER-200 ne mesurait que la
consommation bactérienne a long terme d’'un essaesf@rométrie, c’est-a-dire qu'’il ne tenait
pas compte de l'activité bactérienne a court tefpeadant les premiers quelques heures). Alors,
I'utilisation d’'une sonde mesurant la concentratid®©D en continu (en court terme) a

finalement été privilégiée pour un essai de respétoie.
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ABSTRACT

Integration of low pressure membrane processes r@filication and ultrafiltration) and

powdered activated carbon (PAC), termed as theidyocess, is currently under development
in the field of drinking water treatment. While mleranes allow the separation of PAC and
particulate matter from treated water, the PAC sedufor the removal of dissolved organic
matter in the form of biodegradable organic carlaod also to remove traces of organic

compounds (pesticides).

To learn more about the process of biodegradatiGulostrate in hybrid membrane reactors, an
estimate of bacterial activity and abundance isledeUp to now, there are several methods to
characterize the biomass on activated carbon (GB@)no method applies to the case of PAC.
However, respirometry, a method commonly used im field of wastewater could be an

interesting alternative due to its simplicity anavicost.

This project involves the application of respirorgeb the case of biological powdered activated
carbon (PAC). The main aims were to characterize Iiological activity and quantify

heterotrophic aerobic biomasss( colonizing the surface of activated carbon powder

Activated carbons from three different sources wested using respirometer Challenge AER-
200, PAC 25 and 200m (PAC-laboratory) and BAC (GAC-Ste Rose WTP) c@ded in the

laboratory using yeast extract, or PAC g (PAC-Opaline) from the biomembrane pilot
OpalineB (located at the Ste Rose treatment plant) cexhinaturally with settled-ozonated

water.

The microscopic observations of BacLiJhPAC-laboratory showed that coal 2B had more
biomass per microscopic field than 206 which was also demonstrated by the experimental
results of respirometry. In addition, the comparnigetween the values ok using 3 or 6 g of
the same diameter of PAC have shown that the nfa@ggdhad biomass concentrations higher
than 3 g, which was consistent with expectatiorsvéler, PAC-laboratory of the two diameters
were more colonized than the PAC-Opaline. As foe tBAC-Ste Rose colonized in the
laboratory for one week with yeast extract, it wasre colonized than the PAC-Opaline but less

than the PAC colonized in the laboratory.
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Following the experimental results, it was foundttincreasing the mass of PAC per bottle
increased the rate of adsorption of oxygen by PA€decreased the rate of bacterial respiration.
We also found that autoclaving degas the salinetisol and detached a portion of the biomass
of the surface of PAC which further increased thte of adsorption of oxygen. Following the
development of the method, autoclaving and salimletisn were successively replaced by
sodium azide (1g/L) and dechlorinated tap watepeesvely. The yeast was chosen as the best
carbon substrate since it had, within a single pegdcarbon, nitrogen, phosphorus and other

micronutrients required for microorganisms growth.

The linear regression method used to quantify bgsmlonizing the coal was found to depend

on the lag phase, the type of substrate and the afd3AC.

Finally, it was found that the Challenge AER-20Gpieometer only measured bacterial
consumption in the long term (above 6 hr), thatoissay, it did not consider the short term
bacterial activity (during the first few hours). drhefore, using a probe measuring the
concentration of dissolved oxygen (DO) in continsion the short term (less than 6 hr) has
finally been privileged to the use of the ChalleddeR-200.
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CHAPITRE 1. INTRODUCTION
1.1 Problématique

L'utilisation du charbon actif en poudre (CAP) eonde biologique a réecemment émergé comme
une solution de traitement potentiel pour le tragaet des eaux potables. Il s’agit d'un procédé
en développement qui consiste a coupler des membranbasse pression et du CAP. Les
membranes d’ultra ou microfiltration servent alarséparer le CAP de I'eau traitée en plus
d’assurer la réduction des autres matieres en ssigpe Le couplage du CAP et des membranes

est typiquement appelé procédé membranaire hybride.

Pour mieux contréler la biodégradation dans un gaéchybride, une estimation de I'activité
bactérienne est nécessaire. A ce jour, il existenoi@breuses méthodes pour quantifier la
biomasse hétérotrophe aérobie sur la surface du CaBiptes microscopiques directs totaux en
épifluorescence (CDT), bactéries hétérotrophes bigsoet anaérobies (BHAA), adénosine
triphosphate (ATP), extraction des phospholipidgscose radioactif, réduction de I'INT, etc.
Par contre, aucune méthode n’a encore été progmséele cas de CAP en mode biologique
utilisé dans un procédé hybride. Or, la respiromgtme méthode couramment utilisée dans le
domaine des eaux usées, nous apparait comme @mpatite intéressante — simple et peu
colteuse. En effet, les méthodes citées pour ledoa€AG ne sont, pour la plupart, pas
applicables pour le cas de CAP pour les raisonsastes : (i) les méthodes de CDT et BHAA
exigent un détachement de la biomasse de la sutfackarbon, ce qui représente un processus
difficile a mettre en ceuvre; (ii) la méthode d’AEBt limitée par une forte adsorption de 'ATP
sur la surface du CAP; (iii) la méthode des pho#piues mesure les phospholipides de tous les
organismes dans I'échantillon — bactéries aérobteanaérobies, des organismes supérieurs
(protozoaires); (iv) la méthode de glucose radibagige des manipulations avec des composés
radioactifs ce qui cause plusieurs problémes telse d’élimination des déchets,
I'approvisionnement en matériel radioactif, le cdétcelui-ci et les mesures de sécurité reliées a
son utilisation; (v) la méthode de I'INT dépend laat physiologique de la biomasse ce qui
donne des résultats hétérogénes quand la biomadsene croissance exponentielle. La
respirométrie ne nécessite pas de décrochagehientasse, est peu influencée par la respiration

des organismes supérieures, ne nécessite pas daemeddioactif. Le présent projet est donc



plutbt orienté vers le développement d’'une méthielenesure de I'activité hétérotrophe sur du

CAP biologique.
1.2 Mise en contexte du projet

Pour déterminer si le CAP du procédé membranaitwidey fonctionne bel et bien en mode
biologique, la méthode de respirométrie utiliséasdee domaine des eaux usées a été adaptée
pour le cas de CAP. De plus, la respirométrie aébéparée pour estimer la concentration de la
biomasse hétérotrophe aérobie colonisant la sudac8AP provenant soit d’'un pilote situé au
laboratoire du CREDEAU (Polytechnique), soit dwif@l biomembrane Opaline situé a l'usine
Ste Rose (Laval, QC).

1.3 Structure du rapport

La premiére partie de ce rapport présente une bnénagluction. La deuxieme partie présente la
revue de littérature qui consiste en trois sectibaspremiére section explique la formation et la
nature du biofilm formé sur la surface du CA. Laixieme section introduit le principe de la
méthode de respirométrie, la méthodologie d’estonatie la biomasse par la méthode de
Wentzel et al. (1995) ainsi qu’'une revue historiciie développement de la méthode de
respirométrie dans le domaine des eaux usées. &de section de la revue de la littérature
décrit I'application de la méthode de respiromédia@s le cas de CAG et fait une synthése et une
critigue des autres méthodes applicables pourdedeaCAG. Le troisieme chapitre du rapport
présente les objectifs et les hypothéses de reohetca méthodologie, les appareils et les
produits chimiques utilisés au cours du projet dafrbduits dans le quatrieme chapitre. Les
résultats sont présentés dans le cinquieme chagireapport. Les parties discussion et
conclusions sont finalement présentées dans ldénwx et septieme sections du rapport,

respectivement.



CHAPITRE 2. REVUE DE LITTERATURE

Cette revue de littérature a pour but d’évaluepdssibilité d’application de la méthode de
respirométrie utilisée pour quantifiée la biomagsante surtout dans le domaine des eaux usees
pour le cas de CAP Lutilisé en mode biologique denslomaine de purification des eaux
potables. Dans un premier temps, la formation diiltn sur la surface de charbon actif (CA) est
explicitée. Ensuite, le principe de la méthodeatpirométrie et son évolution historique dans le
domaine des eaux usées sont présentés. Finaldiapptication de la méthode pour le cas du
CA est présentée et discutée par rapport aux auidsodes existantes pour quantifier I'activité

biologique sur du CA.
2.1 Colonisation du charbon actif par le biofilm

Si on ajoute du charbon actif en grains (CAG) ouPCdans une eau naturelle bien aérée en
présence de substrat, aprés une certaine périoans on verra au microscope a l'aide d’'une
méthode appropriée que la surface des particutesceserte avec un biofilm (figure 2-1)
puisque le CA est un excellent support pour lassance bactérienne. La biodégradation de
composés présents dans la phase liquide est
possible grace a la formation de ce biofilm.

Biofilm Dans la pratique du traitement des eaux, on tire

avantage du développement de ces biofilms sur
la surface du CA qui se développent dans les
nombreuses microfissures a la surface des
particules de charbon et se nourrissent de la
matiere organique dissoute, de minéraux et
d’autres micro-organismes présents dans la
phase liquide. De plus, il a été abondamment
démontré que [I'activité biologique régénere
biologiqguement la capacité des particules du

charbon d’adsorber la matiere organique naturelle

Figure 2-1. Surface d'une particule de CA

(de Jonge et al. 1996a; Orshansky et Narkis,

http://www.dynavive.eu/TrtClassiques/Pu

rification/Anim/AnimPURLhtml 1997; Ivancev-Tumbas et al. 1998; Silva et al.



2004; Syamsiah et Hadi, 2004; Lee et Lim, 200528kt Cecen, 2007).

A ce jour, le CA en mode biologique s’utilise swittalans les filtres de charbon actif en grains
opérés en mode biologique. Le charbon actif en poad mode biologique a été tres peu étudié
(Dallaire, 2009). La biocolonisation du charbonifagans un filtre biologique est un processus
relativement long et qui peut se prolonger jusgb’@anois dépendamment des conditions du
milieu (Seredynska-Sobecka et al. 2006). Le roleltarbon actif dans les filtres biologiques est
d’éliminer par adsorption (si une activité résideed’adsorption est présente) la fraction du
polluant non biodégradable et par biodégradatiandtiére organique et I'azote ammoniacal qui
n'ont pas pu étre éliminés par les premieres étapesaitement (Servais et al. 1991, 1992,
Zhang & Huck, 1996, Stephenson et al. 2002). Laldgoadation de matiere organique et la
nitrification s’accompagnent toutes deux de consafion d’oxygéne, ce qui supporte le
concept qu’on puisse utiliser la respirométrie péaluer les activités bactériennes hétérotrophe
(carbone) et autotrophe (azote ammoniacal) préseatedu CA.

2.2 Méthode de respirométrie
2.2.1 Principe de la méthode de respirométrie

Le principe de la respirométrie s’appuie sur |'étpra(2-1) décrivant la réaction biochimique
lite a l'activité respiratoire aérobie de la bios®sll est important de noter qu’on pose alors
I'hypothese que la biomasse anaérobie présenteldarisfilm participe peu a la performance
globale de biodégradation. Cependant, l'influeneelad biomasse nitrifiante doit étre éliminée

par I'ajout d’inhibiteur de nitrification.
C+nutrimentss O+ biomasse C® croissamice éne (2-1)

Si dans un milieu aqueux on ajoute un substratocerten présence de bactéries aérobies, ces
dernieres vont consommer le substrat en utilisarydene présent nécessaire pour le processus
de biodégradation du substrat, tel que décrit gubéion (2-1). Donc, la quantité d’oxygéene
consommé sera fonction, entre autres choses, @ereentration de biomasse hétérotrophe
active présente dans I'échantillon. Alors, a patéis données de la consommation d’oxygene en

fonctions du temps, la concentration de la biomagsérotrophe aérobie peut étre déterminée.



Pour un essai de respirométrie (en absence derieaatérifiantes), le taux de croissance de la
biomasse hétérotrophe aérobie dépendra des costoemér de deux fractions de la DCO, soit
DCOrb (demande chimique en oxygéne rapidement bradéble) et DCOIb (demande

chimique en oxygéne lentement biodégradable) (Vétetzal. 1995) :

—dii” = croissancé DCOrp+ croissante DCQH  mort badtémne

Ou bien :
0Ze, = Hy xlxZBH + Kyp X D/ B X Zgy — by % Zy, (2-2)
dt KSH + Srb KSP+ Ssb/ ZBH

Ou : Zzy — concentration de la biomasse hétérotrophe agr@thg DCO/L);
Croissance (DCOrb) — croissance de la biomasse grécprésence de DCOrb;
Croissance (DCOIb) — croissance de la biomasse gréa présence de DCOIb;
S — concentration de DCOrb, (mg DCOI/L);

Ksy — constante de demi-saturation de DCOrb, soit DAQ/L;

S¢p- concentration de DCOIb, (mg DCOI/L);

Ksp— constant de demi-saturation de DCOIb, soit 0/6g"DCO/mg DCO;

Kup — taux de croissance hétérotrophe spécifique mebdmDCOIb, ().

On peut supposer que pendant les premieres quehguess de I'essai, ou la concentration de
DCOrb n’est pas encore épuisée et le TUO montagenfexponentielle, S>> Ksy et S/Zgy
>> Ksp. Alors, on aura, selon Wentzel et al. (1995) :

dZg,,
dt

= (M + Ky —by ) x Zg, (2-3)

Ou (4, +k,, -b,) représente le taux spécifique de croissance riét, (d



Apres l'intégration de I'équation précédente, otiefi:
— b +Kyp —by )xt/24
ZBH(t) - ZBH(O) X éﬂ (2'4)

Alors, pour le TUO(t) qui est fonction de la contration de la biomasse hétérotrophe aérobie au

tems t (&n@) et, le taux spécifique de croissance net, onlabgee : (Wentzel et al. 1995) :

LYl + Ko X Zogy /24 (2-5)

OUR, ==

Ou Y est le rendement hétérotrophe exprimé en m@/g DCO.

En remplacent le g de I'équation (2-4) dans I'équation (2-5), on ehti:

1-Y

INOUR,, =In Y X(thy + Kup) X Zgy [ 24|+ (uyy + Kyp)x 1/ 24 (2-6)
- N ~ e ’
A B

L’équation (2-6) représente une équation de dfigere 2-2b) avec une ordonnée a l'origine A
et pente B. Cette droite est observée apres laftnanation des valeurs du TUO (figure 2-2a) en

In TUO en fonction du temps (figure 2-2b).
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Figure 2-2. Taux d'utilisation d’oxygéne en fonction du term{p¥, Régression linéaire du TUO

en fonction du temps (b), (Wentzel et al. 1995).



La pente et I'ordonnée a l'origine du graphique lauigure 2-2b sont par la suite utilisées dans
'équation (2-7) (de I'équation (2-6) en isolangyX pour calculer la quantité de la biomasse

hétérotrophe initialement présente dans I'échantill

m DCO éordonnéea I origing x 24
ZBH [ J } = (2'7)

L 1;(Y><(pente><24+ h)

La valeur utilisée du taux de mortalité de la biss® hétérotrophe (b est celle citée par
Wentzel et al. (1995), soit 0,62'dLa valeur du rendement de la biomasse hététuer¢ys,)
habituellement utilisé en eaux usées est de 0,6B@©Q/mg DCO (Wentzel et al. 1995) mais ne
s’appliquerait pas aux bactéries provenant desltiogsf en eau potable (Dallaire, 2009). Alors,
les valeurs de 0,6 mg DCO/mg DCO pour I'extraiti@laure (Hurst, 1992) et 0,56 mg DCO/mg
DCO pour le glucose et I'acétate (Metcalf and EQ)3) seraient plus appropriées et ont donc

éte utilisées dans le cadre de ce projet.

2.2.2 Historique de l'application de la méthode despirométrie dans le domaine des
eaux usées

2.2.2.1 La respirométrie au début

La manométrieest une des premiéres technigues de respiromdiiiEées pendant les années
1900, laquelle était utilisée pour mesurer la megjgn des cultures bactériennes (Mahendraker et
Viraraghavan, 1995). En effet, il s’agit d’'une meswalu changement de la pression d’'un gaz
dans un volume fermé. Néanmoins, a cette époquégiltle sensibilité de la méthode de
manométrie ne favorise pas son application dardoleaine des eaux usées (Arthur, 1985).
Cependant, la sensibilité des appareils augment®ans des années et la méthode commence a
étre utilisée surtout dans le domaine des eauxsumgepour la premiére fois, elle est appliquée
par Warburg en 1921 (respirometre de Warburg) eétpSien 1928 (Jenkins, 1960). En effet, la
meéthode est préférée a la DBPuisque, contrairement a cette derniere, elle eguiasieurs
valeurs de la consommation d’oxygene en fonctiortesieps (Mahendraker et Viraraghavan,
1995).

Un peu plus tard, Wooldridge et Standfast (1936)statent a I'aide du modele amélioré de

manometre différentiel de Barcraft que le O@sultant de la respiration bactérienne est lé seu



gaz qui est produit en conditions aérobies. De, phssauteurs observent que la durée d’'un essai
de respirométrie est beaucoup plus courte que della DBQ. Selon eux, cela se doit a la
méthodologie de I'essai. En réalité, I'apport d'gepe en continu dans le cas de la respirométrie
diminue la duré d’'un essai par rapport a des edgai3BG, ou la concentration de I'OD diminue

avec le temps, ce qui prolonge la durée (Mahendetkéiraraghavan, 1995).
2.2.2.2 Développement des respirometres et la nu#lte respirométrie

Plusieurs problemes fondamentaux dans le domaitee réspirométrie sont cités pour la période
avant 1960. Ainsi, les petits volumes des réactdimiuent le volume de I'échantillon qui peut
étre testé, les problemes d’apport en oxygene défiede détecter des petits changements de
volume et pression lors des essais sont significaties travaux qui suivent cette période
(Arthur, 1964, 1968, 1979a, b; Abson et al., 1963ting et al., 1965; Mytelka et Brenner, 1970)

ont pour but de résoudre ces problémes.

Avec le temps, les respirometres deviennent seautematiques, avec un apport d’oxygene en
continu et des volumes de réacteurs beaucoup phuslg (quelques litres). A cette époque, les
respirometres les plus souvent utilisés sont lgiyespirométre « on-line » d’Arthur, (ii) le
respirometre de Simcar et (iii) le respirometreci&gtmique (Mahendraker et Viraraghavan,
1995).

Arthur (1964) est le premier qui développe la respetrie pour des analyses de routine des
eaux usées et la mesure de la RBIDutilise un respirométre automatique afin desaorer la
DBO des eaux usées contenant une culture puRseledomoasfluorescensLors de ses essais,
une pause bien définie dans la courbe aprés atteintale taux d'absorption maximale est
observée, ce qui indique la fin d'étape exogendmurbe de croissance décrite par Monod
(1949). Abson et al. (1967) construisent le respétie automatique de Simcar. A l'aide de cet
appareil, il est comparé pour la premiere fois pant d’'un mélange de différents substrats
comme l'acétate, le glucose et le phénol. Les asiteanstatent que la courbe du TUO est
séparée en plusieurs courbes correspondant auxraggbstilisés. De plus, chaque courbe
posséde un pic correspondant au moment ou le aulestr épuisé. Il est a noter que le méme
phénomene était observé lors de I'essai avec typiss de substrat — acétate, extrait de levure,

glucose (section 5.2.4).



Bridie (1969) construit le respirometre électromquour tester la biodégradabilité des eaux usées
contenants du phénol et aussi pour des analysesmesule la DB@ Avec le respirométre
électronique, il démontre (pour un essai de 2 jot2s% de dégradation du phénol présent dans
les eaux usées testées avec une concentratiomldniie phénol de 25mg/L a 3.
(Mahendraker et Viraraghavan, 1995).

Le respirométre électronique développé par YourBaetmann (1976a,b) permet de déterminer
la quantité d’oxygéne consommé dans I'échantilloana le début de I'essai en incluant un
processus de ré-oxygénation par électrolyse pradtiia méme quantité d’'oxygene que celle qui
est consommeée par la culture bactérienne dansabdidion. Le principe de I'appareil est simple:

les bactéries consomment de I'oxygene ce qui dienilau pression au-dessus du liquide et
provogue un signal qui déclenche le processusaliélgse produisant une quantité d’oxygene
égale a celle qui est consommée. Cependant, lesrautonstatent que I'agitation influence le
TUO. lls suggerent une augmentation de la vitesagitdtion afin d’augmenter le taux de

transfert d’oxygéne dans I'échantillon.

Le respirométre de Tebbutt et Berkun (1976) egiréamier capable d’accepter plus d’'un seul
échantillon (dans ce cas six). De plus, I'appapeitmet une visualisation des résultats de la
consommation d’oxygéne en temps réel ce qui mangeenouvelle étape dans le domaine de la
respirométrie. De plus, Tebbutt et Berkun sonplesniers qui commencent a tenir compte de la
concentration de COdans [I'échantillon comme un facteur majeur infigemt le taux
d’utilisation d’oxygéne TUO (Mahendraker et Virahayan, 1995).

La méthode de respirométrie d’Arthur et al. (197®st utilisée pour la premiére fois en 1979
afin de déterminer en échelle réelle les parameleesonception nécessaires pour le traitement
d’eaux usées domestiques et celles provenant domserverie (Eden, Wisconsin). La durée des
essais varie de 6 heures a presque deux joursndeapenent de la source des eaux usées. Les
résultats du TUO sont ensuite utilisés lors deolaception du réacteur aérobie et les ventilateurs

de la station d’épuration.

Aprés l'application avec succes des résultats demi® respirométriques d’Arthur et al.

(1979a,b), la méthode commence a étre utilisésh&llécréelle. De plus, elle devient une

technique simple et rapide pour caractériser laddgoadabilité des différents composeés
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organiques contenues dans les eaux usées de nliEgrsources (Madden et Tittlebaum, 1984,

Therien et al., 1984). Cependant, il est importenhoter que la respirométrie est principalement
utilisée pour caractériser la biodégradabilité dabstrats et non pour mesurer la biomasse
initiale présente dans les échantillons, bien quoisse le faire, tel que décrit a la section

précédente (2.2.1).

Huang et al. (1985) détermine que l'activité bdetére peut étre présentée par le taux de
consommation d’oxygéne pour le cas des solutionsusps et de composés purs. De plus, selon
eux, l'activité bactérienne déterminée par la mé¢hoespirométriqgue est supérieure a celle
trouvée avec d’'autres méthodes comme le comptetdotl,car une certaine partie de l'activité

respiratoire est apportée par les cellules nonlesalencore actives. De plus, les auteurs
constatent que le taux de respiration des bactéoesviables encore actives augmente avec
'augmentation du temps de rétention. Cependastndtent que la perte de la capacité de
multiplication n'est pas nécessairement associémeaperte de l'activité biochimique, voici

pourquoi la viabilité déterminée par l'activité peatoire représenterait de facon plus réaliste

I'activité des microorganismes (Mahendraker et Mighavan, 1995).

Ros et al. (1988b) qui déterminent la DBO des smigtaqueuses et des eaux usées a I'aide d'un
respirometre ouvert constatent que les résultata dethode respirométrique sont semblables a
ceux de la méthode standard de DBO. Par contrejeltent en évidence l'inapplicabilité de la
méthode de respirométrie dans les cas ou la caatientde DBO est inférieure de 30 mg/L. Les
auteurs constatent que le TUO de l'affluent d'usdia completement meélangé est dix fois
supérieur que celui de l'effluent. En effet, le TW@ l'affluent est d a la respiration exogene,
tandis que le TUO de l'effluent est di a la consatiom du substrat stocké dans les cellules,
c’est-a-dire la respiration endogéne. Edwards etrr@hd (1982) observent la variation de la
respiration endogene des boues a la sortie dunbdsgration avec les changements de la charge
organique de l'affluent. lls constatent qu’avectéenps, le taux de la respiration endogene
diminue et devient constant dans l'effluent du bas¥aération. Selon eux, le taux de
consommation d’oxygene spécifique (mg/dOMVES*h) est un parameétre qui ne peut pas étre
utilisé pour la caractérisation de I'activité mibrenne dans le cas des stations a boues activées a
cause de ses fluctuations (Mahendraker et Viraragha 995).
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Patoczka et al. (1989) constatent qu’il existe gartles difficultés lors de l'interprétation des
résultats de respirométrie ce qui se doit a lagme&s des composeés biodégradables dans I'eau
(phénol par exemple) qui présents dans une comtimr non toxique stimulent la
consommation d’oxygéne sans I'enlevement du sub@®fi@hendraker et Viraraghavan, 1995).

2.2.2.3 La respirométrie et les constantes cinééigu

Au cours du temps, avec le développement de lagdéte respirométrie et 'augmentation de
son degré de précision, les chercheurs commencedéteaminer des parametres cinétiques (U,
Mmax Ks, Ki) décrivant le processus de biodégradation a I'dielda méthode respiromeétrique.
Certaines méthodologies sont développées pourhbjettd — celles de Gaudy et al. (1988a);
Brown et al. (1990); Ros et al. (1988a); Cech e{®85). Brown et al. (1990) développe un
protocole afin de déterminer les constantes bitigués de la biodégradation de certains
composeés organiques — phénol, m — crésol, 4-CPDRIR, etc. Dans ce but, ils utilisent un
inoculum a partir des eaux usées, et un flux camteane variété de composeés synthétiques afin
de maintenir une diversité des microorganismes.dwgsurs considerent que l'influence de la
respiration endogéene et la mortalité bactériennenes significatif et que la concentration de
biomasse dans le réacteur peut étre considérée e@ugmentant a un taux de premier ordre.
Lors des essais, I'effet dans l'utilisation du duditspar les microorganismes est suivi par le TUO
jusqu'au moment ou il réalise un pic qui représéépmiisement du substrat tel que décrit par la
cinétique de Monod. Pour des mesures plus précisemtio entre le substrat initial et la
biomasse présente dans I'échantillon doit étrezagsand afin de permettre aux cellules de
changer son état physiologique jusqu’a ce qu’itesmonde a leur taux de croissance maximal.
Les auteurs constatent qu’on peut tirer le mémétmho graphique du TUO en fonction du TUO
cumulatif que de celui de la concentration de @rasse en fonction du temps, ce qui permet
aux auteurs la détermination des constantes cuegif, K et K, (Mahendraker et Viraraghavan,
1995).

Ros et al. (1988a) propose une méthodologie podesggn du bassin d’aération basée sur les
mesures de TUO. lIs soulignent I'importance de kthude respirométrique et formulent les

regles suivantes qui doivent étre respectés lous @ssai de respirométrie (Mahendraker et
Viraraghavan, 1995): (i) les bactéries dans I'’étHan doivent étre capables de consommer le

substrat, si non la biomasse doit étre enrichiental&a début de I'essai; (ii) I'élimination de
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substrat doit commencer immédiatement apres |'étidgresemencement; (iii) un échantillon de
respirométrie doit étre libre de protozoaires attér@es nitrifiantes, c’est-a-dire qu’il devrait y

avoir juste la biomasse hétérotrophe et le subgtriatontribuent a la consommation d’oxygene;
(iv) les valeurs initiales de C pour le substrat l&t biomasse doivent étre déterminées

précisément.

Cech et al. (1985) réalisent des essais de resgir@navec un respirométre qui nécessite une ré-
oxygenation de réacteur quand la concentration di®inue de 6-8 mg/L a 2 mg/L. Malgré les
inconvénients, ils déterminent avec succes les tanconsommation endogene et exogene
utilisés pour le calcul des parametres biocinésquie la biomasse (Mahendraker et
Viraraghavan, 1995).

Spanjers et Vanrolleghem (1995) développent a d’alé la méthode de respirométrie une
procédure pour déterminer les paramétres biocimgsiqdes processus autotrophes et
hétérotrophes pour un faible ratio S/X. Selon lésultats, pour un mélange donné d’eau
usée/boue activée, le ratio S/X joue un réle ingrartors de la détermination des parametres
biocinétiques. Alors qu’un faible ratio ne permaspa détermination de certains parametres, un
fort ratio inhibe la nitrification. Selon les autsula méthode de respirométrie représente un outil
commode pour la caractérisation des eaux uséenieslactivées de différentes origines. Dans le
méme axe, Spanjers et al. (1996) approfondiresujet en classifiant différentes stratégies de

contrble respirométrique des systéemes des bouegesxt
2.2.2.4 Influence des bactéries nitrifiantes et j@®tozoaires

Il est normal que lors d’'un essai de respiromdaieonsommation d’oxygene soit du a deux
types de micro-organismes soit les hétérotrophéssedutotrophes. Ainsi, la consommation est
la somme de la respiration carbonée (hétérotrophets)la nitrification (autotrophes).

Dépendamment du cas, on peut bloquer I'activité migsfiantes afin de mesurer juste les
hétérotrophes. Pour ce besoin, différents inhibstepeuvent étre utilisés. Par contre, un
inhibiteur peut bloquer (en terme de consommatimxydiene) pas juste les nitrifiante, mais
aussi une certaine partie des hétérotrophes cestjapporté de King et Duka (1986) qui utilisent
I'allyle-thio-urée a une concentration de 1000 mgfbung et Baumann (1976 b) utilisent plutét

le 2-chloro-6-trichlorométhyle pyridine pour dessais respirométriques de DBO. Selon ces
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résultats, ce type d’inhibiteur ne bloque que laggfiantes. Cependant, il est a noter que le

méme inhibiteur de nitrification était utilisé ddescadre de ce projet.

Les protozoaires représentent un autre grand prebldans le domaine de la respirométrie
surtout pour des eaux usées provenant des stali@msration. lls consomment de I'oxygene et
en méme temps se nourrissent avec la biomasse nfgése qui biaise les résultats
expérimentaux (Mahendraker et Viraraghavan, 199%iggins et al. (1987) constatent une
diminution de la période d’acclimatation de la basse en utilisant de cycloheximide et
nystatine comme inhibiteur de protozoaires. Seles césultats, les échantillons avec de
protozoaires consomment de 5 % plus d’oxygenejsandee ceux avec inhibiteur 30 % de moins

par rapport a un essai standard de BO
2.2.2.5 Développement de la respirométrie pendastdernieres vingtaines d’années

En 1991, Young et al. construisent le premier respétre anaérobie qui peut étre connecté a un
ordinateur. Le principe de I'appareil est simpié mesure la production de gaz résultant des
processus anaérobies dans un volume fermé. Legdsmies essais peuvent étre ensuite utilisées
dans le but de comprendre les mécanismes des amctnaérobies (Mahendraker et
Viraraghavan, 1995).

Ros (1993) résume l'application de la méthode damkmaine de traitement des eaux usées et
les différentes méthodologies respirométriquesseésls lors de la conception des stations a boues
activées. Il utilise la méthode des seuils et agddlda respirométrie afin de compare les TUO de
deux types d’eaux usées provenant de deux difergmes d’industrie, soit I'industrie de
synthése organique et lindustrie chimique. Finaem il recommande [I'utilisation de la
meéthode de respirométrie puisqu’elle est simpldagine des résultats fiables (Mahendraker et
Viraraghavan, 1995).

Arthur et Arthur (1994) travaillent au développerda la méthode de respirométrie de 1964 a
1994. Leurs travaux sont concentrés sur I'applicatie la méthode pour des analyses de PBO
et la relation toxicité-traitabilité des eaux uséeasuite les auteurs comparent en détails des
résultats de I'application de la méthode pour déifiés sites d’échantillonnage. A la fin, ils font

des prévisions pour le développement futur de lthoake en termes de I'évolution des appareils
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et leur plus large application pour le contréle gwecessus de traitement des eaux usées
(Mahendraker et Viraraghavan, 1995).

Orhon et al. (1996) utilisent la méthode de regpétie, afin d’examiner I'effet du rendement
hétérotrophe sur I'évaluation du facteur de cawagtour la croissance anoxique pour un certain
nombre d'eaux usées domestiques et industrielles. aluteurs se servent de la cinétique de
croissance hétérotrophe aérobie avec un facteoomection pour des conditions anoxiques lors
de la modélisation des réacteurs anoxiques utiieés la dénitrification des boues. lls calculent
le facteur de correction a partir des mesures dpir@amétrie en posant I'hypothése que le
rendement reste le méme dans des conditions agretéaoxiques.

Cokgor et al. (1998) utilisent la méthode de respitrie, afin d’évaluer le carbone organique
dissous facilement biodégradable (DCOb) dans des eaces de différentes industries, ainsi
gue des eaux useées domestiques. lls déterminené qaex de DCOb de DCO total dépende de
la source des eaux usées. Les résultats montrentagoortion de DCOb dans les eaux usées
domestiques oscille autour de 13 % de la teneld@®, alors que dans les eaux usées d’origine
industrielle (transformation de viande), elle pallér jusqu’'a 44 %. Les résultats expérimentaux
indiquent que la fraction facilement biodégradaldefraction lentement biodégradables et la
fraction des inertes de la DCO par rapport a la D&@@le sont utiles pour la caractérisation de

déchets solides industriels.

Guwy et al. (1998) mesurent I'évolution de I'oxygérésultant du processus de catalase de
peroxyde d'hydrogéne par la biomasse de cing différtypes de boues activées. lls déterminent
gu'’il existe une bonne corrélation entre I'activité la biomasse déterminée par la méthode de
catalase et celle déterminée a l'aide de la métmedgirométrique pour les mémes types de

boues. Selon les auteurs, cette méthode devrait aoffe alternative simple et robuste a des

mesures de TUO dans les usines de boues activées.

Vanrolleghem et al. (1999), Benes et al. (2002)setit la respirométrie pour I'étalonnage du
modeéle mathématique ASM1. Vanrolleghem et al. (198Sument la popularité de la méthode
respirométrique en présentant son impact historejuga sensibilité. lls donnent des exemples
provenant d’applications pour illustrer les diffétes meéthodes existantes utilisées pour

'évaluation de la quasi-totalité ASM1. Les autealarifient la différence entre les méthodes
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directes (Spanjers et al., 1999) qui utilisent ckdsuls explicites et des méthodes d'optimisation
qui nécessite des algorithmes d'optimisation nuwguéri Selon les auteurs, la derniere approche
est particulierement utile pour extraire des middp paramétres d'un simple essai de

respirométrie. Enfin, il est souligné I'importande la méthode de respirométrie lors de la mise

en application des résultats expérimentaux du &bwe vers I'échelle réelle.

Strotmann et al. (1999) utilisent la méthode deiremétrie pour la détermination du coefficient
de rendement hétérotrophe des bactéries de botieSeac Selon les auteurs, le coefficient de
rendement hétérotrophe est un parametre impomastde la caractérisation de la cinétique de
dégradation des eaux usées et des différents psachimiques. lls réalisent plusieurs essais de
respirométrie avec des composeés facilement biodéagtas comme le glucose et l'acétate et par
la suite transforment les résultats afin d’étudkedégradation et la cinétique de respiration des
micro-organismes pour des eaux usées municipales de différents ratios S/X. Selon les
résultats, le coefficient de rendement hétérotropbs bactéries de boues activées peut étre
déterminé a l'aide de la méthode de respiroméDe plus, ils prouvent que le coefficient de

rendement hétérotrophe est indépendant du ratiosbfMine plus large gamme.

Mathieu et Etienne (2000) proposent une nouvellethoue de respirométrie pour la
détermination de la fraction facilement biodégradakDCODb) et la fraction lentement
biodégradable (DCOIb) de DCO totale, ainsi queitaniasse active hétérotrophe présente dans
des eaux usées et nécessaires a la modélisatitamélioration des procédés de traitement
biologiques. La méthode présentée se base sumtdicaison des deux types d’essais soit a
hauts et bas ratios So/Xo. Alors que les faiblésgaont réalisés par I'aération des eaux usées
sans ajout des boues activées, les hauts ratibes@sultat du méme processus en présence des
boues activées comprises. Selon les résultats owwmtedes stations d’épuration étudiées en
France, la concentration de la biomasse hétératropbsurée représente environ 23 % de la
DCO totale ce qui est élevé par rapport aux donokssiques. Alors que la DCODb varie entre 6
et 14 % de la DCO totale, la fraction hydrolysabdée dans la gamme de 41 + 66 %. Selon les
auteurs, les résultats de la méthode proposéecebgtents avec ceux de la méthode classique.
Sur le méme axe, Sperandio et al. (2001) déveldppesm nouvelle méthode de respirométrie,
afin de fractionner la DCO pour le cas des eauxesisgollectées sur différentes stations

d'épuration francaises. De la méme facon, il esenk® une grande variation surtout pour la
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fraction DCOb (soit de 1 a 16 % de la DCO totala) selon les auteurs se doit a des processus
de biodégradation dans les égouts, ce qui changeniposition des eaux usées avant leur entrée
dans les stations d’épuration. Des résultats exygdriaux d’'une des villes étudiées soutiennent
'hypothése - les caractéristiqgues en terme de REOeaux usées collectées directement dans
I'égout sont tres différentes de celui des eauesisgli atteint la station d'épuration. Les analyses

montrent que la fraction DCOb diminue de 75 mgA5ang/L.

Ziglio et al. (2001) développent une nouvelle tagha de respirométrie pour la caractérisation
de la fraction rapidement biodégradable DCOrb. Bdks auteurs, la méthode est rapide
(environ 30 min) et facile a appliquer par rappes techniques conventionnelles qui nécessitent
guelques heures. Avant I'application de la méthodéut qu'une courbe de calibration soit
tracée. Pour y arriver, une biomasse bien aérémésingée avec une quantité connue d’'acétate
de sodium et ensuite le TUO est mesuré. La méthodsiste les étapes suivantes : (i) — mesure
de la consommation d’oxygen&DO; (ii) — multiplication deADO par le volume de liqueur
mixte cellulaire utilisé dans le test; (iii) — caler la fraction de DCOrb en fraction équivalente
en acétate a l'aide de la courbe d'étalonnage: @stimation de la concentration de CODrb en

multipliant le volume de I'échantillon testé desxasées dans le réacteur.

Le travail d’Andreottola et al. (2002) est basé Bapplication d'une méthode directe pour
mesurer la biomasse viable a l'aide des technigaasytométrie en flux et la comparaison avec
la fraction active obtenue a partir d'essais dgim@sétrie. Leurs courbes de TUO obtenues dans
les tests aérobies sont proposées par certaingraytéappeler et Gujer, 1992, Wentzel et al.,

1998) comme une méthode indirecte pour estimeakiibn active.

Le méme modele de respirometre utilisé lors deasssis, soiChallenge AER-200gst utilisé
par Moon et Young (2005) afin de déterminer legeiacs qui influencent le taux de transfert
d'oxygéne sur la frontiere gaz/liquide. lls détement que les résultats d'un essai de
respiromeétrie sont satisfaisants si le taux desteahd’oxygene (TTO) sur la limite gaz/liquide
est supérieur au taux de respiration bactériennéa d@omasse dans I'échantillon. Plusieurs
conditions sont testées dans le cadre de cette éfudd’atteindre le TUO maximal. Les auteurs
expliguent que pour un essai de respirométrie, U .« est égal au TTO s'il y a des facteurs
qui nuisent au transfert. Les résultats montrengxgstent certains facteurs qui influencent le

TTO sur la limite gaz/liquide. Ce sont l'intensittee brassage, la longueur des barreaux
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magneétiques, le volume de I'échantillon et la comicgion d’oxygene dans la partie gazeuse
(headspace) au-dessus du liquide. Les résultatstrembnque le TUQax augmente avec
'augmentation de la vitesse d’agitation et la loagr des barreaux magnétiques, et diminue avec
laugmentation du volume de I'échantillon. Selos kuteurs, leur modeéle devrait étre valable
pour estimer les taux maximums de transfert d'omgg@our pratiquement tous les respiromeétres
du type « headspace-gas ». Cependant, il est & quteles mémes conclusions étaient faites

dans le cadre de notre projet (voir section 5).

Daebel et al. (2007) réalisent une série des essgErometriques avec des boues activées
ordinaires et des boues provenant d’'un réacteuerbranes submergées. Le but des analyses
est de déterminer la variabilité temporelle de dmstante de demi-saturation des bactéries
autotrophes (K aut) qui représente un parametre du modele ASM. Lésuksa sont estimées
pour deux types de micro-organismes soit ammonixyyaant et nitrites oxydants. Les auteurs
constatent que &aut représente un parametre variable dans le temgsi eloit étre considéré

en conséquence. Munz et al. (2008) utilisent lahou de respirométrie et le modéle ASM afin
de caractériser des eaux usées de tanneries biaimasse a I'age de boues élevé provenant d’'un
bioréacteur a membranes submergées. Pour cet ifbjacDCOb est fractionnée en quatre
composantes soit, une fraction facilement biodégykd (DCOfb), soit une autre rapidement
hydrolysable (DCOrb), soit lentement hydrolysaldCQlb) ou inorganique (DCOi). Selon les
auteurs, la respirométrie est un outil flexible pda caractérisation des eaux usées et la
modélisation des boues activées. Par contre, lerdga eaux usées industrielles sont concernées,
il est important d'adopter des procédures appreprigour les essais de respirométrie et le
traitement des données. Les résultats respirornégigau niveau de DCO organique
biodégradable montrent que dans le cas des eaws wettanneries au moins trois fractions,
présentant une cinétigue de biodégradation spéeifief les caractéristiques dimensionnelles,

doivent étre prises en compte.

Marsili-Libelli et al. (2008) développent le « slagstage respirometer » qui peut étre utilisé pour
des analyses de laboratoire des eaux usées ouedimtt sur site. Son fonctionnement est
contr6lé par un logiciel en temps réel qui diriges Idifférentes procédures de mesure et

I'estimation des caractéristiques des eaux us@emige en ceuvre de laboratoire de l'instrument
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est testée avec de substrat facilement biodégmdedlqui donne des reprogrammes cohérentes

et précises.

Avec le temps, la respirométrie est devenue un mangs utile et peu couteux pour évaluer la
biodégradabilité des eaux usées de différentermridies données du TUO acquis lors des essais
peuvent étre ensuite utilisées pour la déterminades parametres cinétiques nécessaires lors de
la conception des stations d’épuration des eauvssug@ijourd’hui, il existe plusieurs possibilités
d’application de la respirométrie dans le domaieg elaux usées : analyses respirométriques des
cultures aqueuses; analyses cinétiqgues des orgasiamaérobies; prévision de la qualité de
I'effluent; évaluation de I'impact de nouvelles gawsées dans une station d’épuration existante;
mesure de la DBO; simulation des différents prosgdétermination de la biodégradabilité des
eaux usées contaminées avec divers contaminantBneortontrole des bassins de boues
activées; détermination de la concentration créiglu substrat ainsi que l'effet inhibitif de
différents composés chimiques présents dans les &araiter, etc. Cependant, la méthode de
respiromeétrie peut étre utilisée dans beaucoupg#udomaines. Un de ces domaines est celui de

la purification des eaux ce qui sera un défi pehtiEnannées suivantes.
2.3 Mesures de la biomasse sur du CA
2.3.1 Application de la méthode de respirométriaipte cas de CA

La méthode respirométrique est également utilimee [a surveillance de la biorégénération de
charbon actif en grains biologique (CAGB) (Orshansk Narkis, 1997; lvancev-Tumbas et al.,
1998). Ivancev-Tumbas et al. (1998) utilisent lgpieomeétre de Warburg pour évaluer I'activité
microbienne sur des échantillons de charbon adtiepés périodiquement des colonnes
expérimentales au cours d’'une expérience de binékgton de CAGB alimenté avec du phénol.
Lors de leur étude, les auteurs utilisent un modél&aitement des eaux usées en accordant une
attention particuliere a I'exploitation a la biogégration aérobie et la réutilisation du carbone
biorégénéré dans une nouvelle phase de I'expérieasaésultats montrent que le processus de
biorégénération est beaucoup plus rapide pour uGE fais que pour celui utilisé plusieurs

fois.

Urfer et Huck (2001) développent la méthode appedspiration potentielle de la biomasse

(RPB) dans le but de créer une procédure simplapetle pour évaluer I'activité bactérienne
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dans un filtre & charbon actif en grains. La mé¢heel base sur la mesure de la consommation de
I'oxygéne dissous nécessaire lors du procédé deepradation de la matiére organique dans un
échantillon contenant du charbon actif en graimdogique (CAGB). La méthode de RPB est
semblable a celle de la demande biochimique enéme/dDBO) couramment utilisée dans le
domaine des eaux usées pour la détermination divité bactérienne de la biomasse donnée
dans un volume fermé. Néanmoins, les auteurs de étide sont les premiers a utiliser une
approche de la méthode de respirométrie dans leaidende la purification des eaux. La
méthode est appliquée avec succés par Liang €R@D3) dans le but de développer une
approche systématique pour quantifier 'adsorpébia capacité de biodégradation sur charbon
actif biologique (CAB). La procédure de la méthal#eRPB consiste dans les étapes suivantes :
(1) — prélever des échantillons de différentes gardéurs du filtre; (2) — peser les échantillons
humides; (3) — déposer les échantillons dans latebles de 300 ml; (4) — ajouter de I'eau; (5) —
mesurer la concentration de I'oxygene dissous:@&jputer de N (NaNg), P (KkHPQO,), matiere
biodégradable (temps 0); (7) — remplir les bowsilavec de I'eau; (8) — fermer les bouteilles
avec des bouchons; (9) — placer les bouteilleslasunble agitatrice pendant 5 heures a la
température de la piece; (10) — mesure la condenmtrde I'oxygéne dissous; (11) — calcule a
I'activité de la biomasse en mg/D par cn? du filtre. Comme une source de carbone, les asiteur
utilisent un mélange de l'acétate (¢OOH), du formate (HCOOH), du formaldéhyde (HCHO)
et du glyoxale (gH20). Le ratio C : N : P utilisé est de 15:5:1 (w/w/pdur mieux représenter
les conditions dans un filtre a charbon actif eaingg. La période d’incubation est de 5 heures,
puisque ce temps permet a la biomasse dans lesitdloms (1-8 g, masse humide) de
consommer une quantité significative d’oxygene (0£2mg Q/L) pour réaliser les mesures. Les
résultats sont calculés en consommation d’oxygément 5 heures par unité volume du filtre en
mg Oy/L*cm? du filtre soit de 1,94 mg £L*cm® sur la surface du filtre & 0,05 mg/Ocm® au

fond du filtre (60 cm). Selon les auteurs, les itésside la méthode peuvent étre utilisés pour la
caractérisation de différents types de biofiltregerme du potentiel de la biomasse de dégrader

la matiere organique biodégradable présente darealex a traitées.

Lee et Lim (2005) quantifient aussi le processubideégénération du CA par des mesures de
TUO avec un respirométre manométrique placé daaschambre a température constante. Les
auteurs comparent la consommation d'oxygéne unigoepour la biodégradation avec celle de

l'adsorption simultanée et la biodégradation denpls et d'alkyle-phénol substitué. La quantité
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de substrats éliminée par la biodégradation esrm@iée par la consommation d'oxygene et
soustraite de la concentration du substrat inialr calculer la quantité de substrat adsorbée par
le charbon activé. La différence entre le chargdnmetial et final du carbone est posée comme
la quantité biorégénérée.

Ng et al. (2009) appliguent la méthode de respitdméfin de comparer et quantifier I'efficacité
de biorégénération de CAP et des balles de rizlyggachargées avec de p-nitrophénol (PNP)
respectivement, par des mesures de la consomnaitioygene en utilisant le TUO selon deux
approches: (i) adsorption simultanée et la biod#gjran et (ii) I'adsorption et la biodégradation
séquentielle. Les auteurs constatent que la pren@pproche est entravée par l'exigence de
déterminer correctement le chargement initial dedborbant. Cependant, la deuxieme approche
fournit une bonne estimation de la limite supéreule I'efficacité de biorégénération de
adsorbant chargé. Le respirométre utilisé lors catte étude est celui de la compagnie
« Labsource » du model WTW System Oxitop Control muesure en continu la DBO de

I'échantillon c’est-a-dire en absence d’'un apptrkggene externe.
2.3.2 Autres méthodes d’évaluation de la biomasé&hotrophe sur du CA

Evaluer la biomasse active sur du CA est un offjetintérét puisqu’'on suppose que les
conditions maximisant I'activité biologique du CAlewdtaient aussi permettre les meilleures
performances des procédés biologiques, bien que oelation de cause a effet ne soit pas
toujours observée (Seredynska-Sobecka et al., 20@#pire (2009) a synthétisé les méthodes
ayant été utilisées jusqu’a maintenant pour évdiudegré de colonisation du CA (tableau 2-1).
Le tableau 2-1 résume les avantages et les désgesntle chacune des méthodes utilisées pour
évaluer la biomasse sur du CA. En effet, les mébgtuvent étre divisées a deux groupes. Le
premier groupe touche les méthodes qui mesurehiolmasse en quantifiant directement les
bactéries, telles les méthodes de compte diredl t(EDT), de compte des bactéries
hétérotrophes aérobies et anaérobies (BHAA) etdthade d’extraction des phospholipides. Le
deuxieme groupe regroupe les méthodes qui mediaetivité de la biomasse, soit les méthodes
du glucose radioactif, de la réduction de I'INT. tagthode ATP est plutdt dans la catégorie des
méthodes actives puisqu’elle mesure un composéungir dans les cellules, mais la

concentration de ce composé dans la cellule dégetidtat physiologique celle-ci.
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Cependant, les méthodes citées ci-dessus pousldwc&AG ne sont pas applicables pour les
cas de CAP. Par exemple, lorsque la méthode de&3Dutilisée pour quantifier la biomasse sur
le CAG on rencontre des difficultés insurmontatdasniveau du comptage des bactéries sur la
surface des graines qui est en trois dimensiongei@ant, le développement d’'un processus de
détachement de la biomasse est complexe, car il tlenir compte du pourcentage de
détachement de la biomasse et de l'effet du traitersur les cellules (lyse) pour obtenir une
quantification précise de la biomasse présentdesdnarbon (Magic-Knezev et Van der Kooij,
2004). De la méme facon, il est impossible de séalia méthode de BHAA directement sur le
charbon actif en grains puisqu’il faut préalablemeéétacher la biomasse de celui-ci avec les
inconveénients que cela comporte. Quant a I'appboade la méthode des phospholipides dans le
cas du CAG, il est possible qu’'une partie des pholgpides mesurés provienne d’organismes
supérieurs (protozoaires) présents dans le bmfilbe qui surestimera (ou: faussera en les
surestimant) les résultats expérimentaux. De sté @ méthode du glucose radioactif est liee a
I'utilisation des matériaux radioactifs, ce qui saplusieurs problemes tels que I'élimination des
déchets, I'approvisionnement en matériel radioaleti€olt de celui-ci et I'adaptation de mesures
de sécurité liées a leur utilisation, d’autant ptuge certains laboratoires ne possedent pas
'équipement, les possibilités de mesures de scarile personnel nécessaire a l'utilisation de

matériel radioactif et ne peut donc pas utilisétecséthode.

La méthode du INT est une méthode simple et eiicps fonctionne tres bien pour quantifier la
biomasse sur un support (Dallaire, 2009). Cependmméthode dépend de I'état physiologique
de la biomasse, de telle fagon que dans une plasgotsance exponentielle, des résultats

hétérogenes peuvent étre observés et cela peatalarreproductibilité des résultats.

Quant a la méthode ATP, il était constaté récemmerallaire (2009) que la méthode n’est pas
applicable pour le cas de CA a cause d'une forsertion de '’ATP par la surface du charbon,
ce qui fausse les résultats expérimentaux. Cepgndaméthode de respirométrie ne nécessite
pas de décrochage de la biomasse, elle est pawencte par la respiration des organismes
supérieurs, ne nécessite pas de matériel radipaetifiui fait d’elle une excellente alternative
dans le cas du CAP.
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Tableau 2-1.Comparaison de difféerentes méthodes de quaniditde la biomasse sur le charbon actif, (Dall&G€)9).

Nom de la méthode

Avantages

Désavantages

Références

Compte Direct total

Permets de visualiser la

colonisation sur le charbon

(i) impossible de dénombrer les bactéries sur
grain de charbon; (ii) nécessite le détachemen

la biomasse

e (Magic-Knezev et van der
t de Kooij, 2004)
(Hobbie, 1977)

Bactéries
Hétérotrophes
Aérobies et

Anaérobies

(i) méthode relativement
simple; (ii) requiert du matérie

de laboratoire de base

(i) tient compte seulement des bactéries capa
de se reproduire; (ii) nécessite le détachemen

la biomasse

(Magic-Knezev et van der
Kooij, 2004)
(Stewart, 1990)

Adénosine
Triphosphate

(i) bonne limite de détection;
(ii) résultats corrélés avec
BHAA et CDT

(i) sensibilité de la procédure d’extraction; (ii)

dépend de I'état physiologique de la biomasse

(Magic-Knezev et van der
Kooij, 2004)
(Velten, 2007)

(Deininger et Lee, 2001)

Extraction des

phospholipides

(i) analyse directement sur le
CAG,; (ii) requiert du matériel

de laboratoire de base

(i) méthode fastidieuse; (ii) ne mesure pas

I'activité de la biomasse

(Seredynska-Sobecka et al.
2006)
(Wang et al. 1995)

Glucose radioactif

(i) permet de mesurer la
biomasse directement sur le
CAG,; (ii) mesure I'activité de

la biomasse

(i) manipulation et élimination du matériel

radioactif; (ii) utilisation du glucose libre

(Servais et Billen, 1991)
(Servais et al. 1994)

Réduction du INT

(i) ne perturbe pas la biomass

(ii) résultats corrélés avec ATH

N
>

» Dépends de I'état physiologique de la biomag

(Fonseca et al. 2001)
se (Kim et Koopman, 1994)

et consommation d’oxygene

(Blenkinsopp et Lock, 1989
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CHAPITRE 3. OBJECTIFS ET HYPOTHESES DE RECHERCHE

L'objectif général de cette recherche est de dép une méthode visant a quantifier la
biomasse hétérotrophe active colonisant du chaddif en poudre (CAP) a l'aide d'une
méthode respirométrique, c.-a-d. basée sur la medarla consommation d’oxygene. Plus

spécifiguement, il est proposeé de :

1. Optimiser les conditions d’application d’'une méthorespirométrique, c.-a-d. le type et la

concentration de substrat, la masse de CAP etdasa d’agitation.

Hypothése de recherche: La respirométrie est ifmmctles conditions d’application de la
méthode. Les conditions optimales sont celles quofisent la répetabilité de la méthode et
offrent des conditions d’incubation qui sont repréatives des conditions environnementales.

Cet objectif sera atteint en testant systématigmétienpact de conditions d’incubation sur la
biomasse hétérotrophe évaluée a I'aide de la tquknile Wentzel et al. (1995) sur du CAP. I
s’agit d’'une méthode couramment utilisée dans fealoe des eaux usées a I'aide de laquelle on
peut déterminer la concentration de la biomassérdigbphe aérobie g£) dans un échantillon
donné. La méthode transforme les données d’'un desaspirométrie exprimées sous forme de
TUO en In TUO en fonction du temps. Ensuite, latpest I'ordonnée a l'origine de la partie
linéaire sont remplacées dans I'équation montréegalemment (chapitre 2.2.1) afin de calculer

la concentration de la biomasse hétérotrophe a&m{grimée en mg DCO/L.
2. Comparer a l'aide de la respirométrie I'activitgtérotrophe pour des CAP de 25 et 200 um.

Hypothése de recherche : La surface de colonisasomplus importante pour du CAP de 25 um

gue celui de 200 um ce qui devrait favoriser lgpsupd’'une plus grande biomasse hétérotrophe.

Cet objectif sera atteint en colonisant au labamatdeux CAP (25 et 200 um) et en comparant

par la suite les biomasses évaluées selon la tpehdie Wentzel et al. (1995).

3. Documenter l'activité de CAP colonisé au labonaoen pilote et d'un CAG provenant d’un

filtre industriel de I'usine de Ste-Rose.

Hypothése de recherche: L'activité de la biomassaevgmant du laboratoire devrait étre

supérieure a celle du pilote Opaline-B et cell&CdG de Ste Rose.
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Aprés une premiére série d'essais avec du CAP isdloau laboratoire, la méthode de
respirométrie sera appliquée pour le cas de CA8ha# au sein du pilote Opaline-B et du CAG

d’une installation a pleine échelle.



25

CHAPITRE 4. MATERIEL ET METHODES

Pour appliquer la méthode de respirométrie darsasedu charbon actif en poudre (CAP), sa
surface devait étre préalablement colonisée avec bdetéries hétérotrophes aérobies. Afin
d’atteindre cet objectif, deux pilotes étaient mmsmarche, soit le pilote au laboratoire avec deux
différents diameétres du CAP, soit 25 et 200 umgPgdro LP22, a base de bois) (section 4.1.1)
ou bien le pilote biomembrane de la chaire GRSNGean potable, situé dans l'usine de
purification des eaux Sainte-Rose (section 4.1E)suite, la méthode respirométrique était
utilisée afin de comparer l'activité bactérienns deux différents diametres du CAP colonisé au
laboratoire (section 4.2). Par la suite, la méthét&it appliquée pour déterminer I'activité
bactérienne dans le cas du CAP de 25 um provenamilote membranaire de la chaire. Le
respirometre utilisé lors des essais était du neodehallenge AER-200 de la compagnie

Challenge Environmental Systems Ifsection 4.2.2).

4.1 Colonisation du CAP
4.1.1. CAP colonisé au laboratoire

4.1.1.1 Procédure de colonisation du CAP

La colonisation du CAP était réalisée dans deuxtegms brassés et aérés en continu. Les
réacteurs utilisés (figure 4-1) étaient constitdésdeux cylindres en plastique, chacun avec un
volume de 10 L dédié au CAP de 25 ou 200 um. Lesigp&taient couvertes avec du papier

d’aluminium, afin d'éviter la pénétration de la ligre. Dans chaque des deux réacteurs, le
volume occupé par le mélange CAP — eau était dgp&ulc une concentration de CAP de 60 g/L

en masse seche ou 182 et 162 g/L exprimée en hassde, respectivement pour le CAP de 25

Le pH dans les deux réacteurs était maintenu apg7des ajustements quotidiens a l'aide d’'une
solution basique (10N NaOH), afin de soutenir lesilleures conditions pour les bactéries

nitrifiantes. La température des deux réacteurs l@tdempérature des laboratoires, soit environ
22-23C.

L’extrait de levure (du type BD BacdfbYeast Extract) a été utilisé comme source de carbo
organique dissous biodégradable (CODb), azote,pbloos et des microéléments traces comme
le Zn, Mn, Fe, Cu, Al, nécessaires pour la croissae la biomasse bactérienne. Une solution

mere utilisée pour 'ensemencement des réacteesawe concentration de 20 g/L était préparée
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avec de I'eau Mili-Q et par la suite, autoclave2i 9C pendant 15 min dans des bouteilles de
polypropyléne d’un litre. Les bouteilles stérilaga la solution d’extrait de levure étaient ensuite
entreposées a%. Chaque semaine, 400 ml d’une la solution méestriit de levure autoclavé

(~57 mg C/g CAP sec/semaine) était ajoutée danmsdeseurs.
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Figure 4-1.Réacteurs d’ensemencement de 25 um (gauche) eira@@roite).

Pour conserver un volume stable de 8 L, un voluemé@ ml de chacun des deux réacteurs était
filtré et le filtrat était éliminé avant chaque ajal’extrait de levure. Les deux réacteurs étaient

agités en permanence a une vitesse de 60 rpm.ali@@rdes réacteurs était fournie par un
diffuseur poreux.

Lors des essais de respirométrie, une certaineentiess€AP devait étre prélevée des réacteurs.
Afin de garder constante la concentration de CARsdks deux réacteurs aprés chaque
prélevement, la masse seche de CAP requise poasszss etait compensée par I'ajout d’'une

masse équivalente. Les ratios sec/humide nécesgaite calculer la masse de CAP sec a ajouter
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pour les deux diameétres ont été déterminés au afgsuessais, soit 0,3 ([SDEV=0,01], p=3) et
0,34 ([SDEV=0], p=3) respectivement pour le CAP28ect 200 pum.

4.1.1.2 Observation du CAP par microscopie en éifescence

Afin de déterminer gqualitativement le degré de nidation des CAP de 25 et 200 um, une
observation microscopique a été réalisée deux amiss le début de 'ensemencement. A cette
fin, 1 ml d’échantillon de chacun des CAP ont étkiés et puis mélangés avec 3 ul de
BacLight™, un marqueur qui permet de distinguer les bacté@ant I'intégrité de la membrane
cellulaire est intacte (vertes fluorescentes) acummmise (rouges fluorescents). Les échantillons
furent incubés au noir pendant 15 minutes. Panita,de mélange était filtré sur un filtre noir de
porosité de 0,22 um du modele GTBP a la compadiligore. Le filtre était ensuite déposé sur
une lame et observé a l'aide d’'un microscope dugpdscence a I'aide d’'un grossissement de
1000X. La procédure détaillée de la mise en ceuerka dméthode de marquage est présentée a
I’Annexe I. Les photos du CAP colonisé sont préSesiau chapitre 5.1.1.

4.1.2 CAP colonisé sur le pilote Opaline-B

Alors que le CAP des deux diametres (25 et 200 étai) colonisé au laboratoire avec des fortes
doses d’extrait de levure, celui du pilote de laidhsitué a l'usine Sainte-Rose était colonisé de
facon naturelle. Le pilote (figure 4-2) était corspale deux bioréacteurs membranaires (procedé
commercialisé sous le nom de OpalifigBlimentés en paralléle & partir d’eau décantéaée.

Les modules de fibres creuses Puron en polyétipdrsné étaient installés en configuration
immergée et aérés de maniere a maintenir le CABuspension et minimiser le colmatage des

membranes.
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Figure 4-2.Les deux réacteurs du pilote Opaline-B situé sifie Sainte-Rose

Les deux bioréacteurs ont été opérés sur une péramhtinue de 100 jours avec une
concentration de 20 g/L de CAP PicahydroLP39 (29 ptrdes flux de filtration de 15, 30 et
45 L/m2*h. Pendant la période de suivi des esdaistempérature de I'eau alimentant les
bioréacteurs a varié de 10 a°25 Chaque réacteur posséde un volume de 172 L qk3uL

avec les membranes).

4.2 Description des méthodes respirométriques
4.2.1 Procédures générales
4.2.1.1 Récupération du CAP par filtration

Avant le début de chaque essai, le CAP était fitl@aide de filtres du typ&/hatman 4Qavec

une porosité de 8 um. Un volume de 35 ml CAP dimitevé avec une pipette stérile a des
portions et filtré sous vide. A trois reprisesJAP était rincé avec une solution stérile de NaCl
(0,085 % m/v) afin d’enlever les traces de nutriteest les bactéries libres présentes dans I'eau
interstitielle. Une fois le CAP filtré et rincé, lmasse désirée du CAP était pesée dans des
coupelles d’aluminium et ensuite transférée dasstulees stériles jetables de 50 ml remplis avec
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15 ml de la solution saline stérile. Le contenucds tubes stériles était transféré dans les
réacteurs tout juste avant le démarrage d’un egesegspirométrie.

Comme les CAP humides de 25 et 200 um ont destdsrsimides différentes parce qu’ils ne
retiennent pas les mémes quantités d’eau lors tigrédion, une détermination des ratios CAP
sec/CAP humide était réalisée en triplicata avartdbut de chaque filtration afin de déterminer
les masses réelles pesées des deux types de charo@ coupelles d’aluminium avec des
masses humides d’environ 1 g pour les deux diasétaient placées dans un four & 205
pendant au moins 12 heures. Les masses du CAP avaypres le séchage ont été ensuite

utilisées pour le calcul des ratios sec/humide.
4.2.1.2 Préparation de I'eau d’ensemencement pasg éssais respirométriques

Lors des essais de respirométrie, la solution del e 0,085 % (w/v) utilisée pour le lavage du
CAP a aussi été initialement utilisée comme eadildéion pour la mise en suspension du CAP

dans les réacteurs de respirométrie.

Pour chaque essai de respirométrie, la solutioNalel était préparée avec de I'eau Milli-Q et
son pH était ajusté a 7,5-8,0. Apres la correatierpH, la solution de I'eau saline était stérilisée
par autoclavage & 12C pendant 15 min. Par la suite, les bouteilleseétaéntreposées dans la
chambre froide & 4C avant le début de l'essai. L'eau saline stériit &@échauffée a la

température ambiante avant son utilisation powrasai de respirométrie.

Dans un deuxieme temps, l'utilisation d’eau auteela été abandonnée au profit de l'utilisation
de l'eau du robinet déchlorée (ERD). Cette solutgdest avérée plus performante, car la
procédure d’autoclavage dégaze en partie I'oxygéissous et décroche une partie de la
biomasse de la surface du CAP, ce qui induit almes consommation abiotique d’oxygene au

début des essais de respirométrie afin de permataenise en équilibre des échantillons.

Pour la préparation de I'eau de robinet, un réoipén plastique propre était rempli avec de I'eau
de robinet et ensuite mis en aération pendant ansn2d heures avant le début de I'essai. Le but
de I'aération était d’enlever le chlore résiduell’dau qui pourrait inactiver la biomasse dans les
échantillons. Pendant tout le temps, la chauditié éuverte avec un papier d’aluminium afin

d’éviter une re-contamination I'eau.
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4.2.1.3 Préparation des témoins

Dans le cas des témoins, deux stratégies d’inbibitie I'activité biologique furent testées. Dans
un premier temps, le CAP a été inactivé par awagea. Tel que discuté précédemment,
l'autoclavage s’est avéré problématique en raisoréjazage de I'eau et du décrochage de la
biomasse de la surface du charbon qu’il induit daestchantillons. Une portion des essais ont
donc plutt été réalisés en utilisant I'azide delism (1 g NaN/L) pour inhiber l'activité

hétérotrophe.

Le tableau suivant résume les conditions d’essaoquété testées pour optimiser le choix des
conditions témoins. Tous ces essais ont été réais@joutant 1 g de CAP dans 600 ml, 500 ppm

C d’extrait de levure et I'inhibiteur de nitrifigan.

Tableau 4-1.Différentes conditions testées lors de lI'essai

- , Inhibition de l'activité
Série Solutions d’ensemencement o
hétérotrophe

| Aucun CAP
1 Eau du robinet CAP colonisé

déchlorée par aération 24 h
I CAP autoclavé

AV CAP + NaN
\4 Eau saline stérile CAP colonisé
VI CAP autoclavé

4.2.1.4 Choix de la concentration et du type déstat

Trois différents types de substrat ont été testdante source de carbone — soit I'extrait de
levure, I'acétate de sodium et le glucose. Le rais® entre les éléments C, N, et P dans les
échantillons était respectivement de 100 : 10 ulbien 500 mg C/L: 50 mg N/L: 5 mg P/L.
L’ajout d’azote et de phosphore était obtenu adéaile NHCI et de KHPO,, respectivement.

Dans le cas de I'extrait de levure, il a été paselg ratio C : N : P était déja optimal.
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Aprés l'ajout des différents volumes des solutidiasis les échantillons, les bouteilles étaient

remplies jusqu’a un volume de 500 ml avec de I'dauobinet déchlorée et aérée. Par la suite,
les masses du CAP préalablement pesées étaieribubists dans chaque bouteille. Apres la

dilution des solutions ajoutées dans les bouteillepH était ajusté dans la plage de 7,5a 8.0 a
I'aide d’'une solution de NaOH (1N).

4.2.2 Utilisation du respirometre Challenge AER-200
4.2.2.1 Principe de fonctionnement

Le respirométre Challenge AER-200 (figure 4-3) decbmpagnie &hallenge Environmental
Systems inc» a été utilisé lors de la majorité des essaigsigirométrie.

Figure 4-3.Respirometre Challenge AER-200

L’'appareil est branché a un ordinateur qui enregyiet illustre les consommations @d’'@ans les
réacteurs. Cette partie de I'appareil possede qlusicellules mesurant le volume de I'oxygéne
consommeé par les échantillons. Les cellules (figade qui sont remplies d’huile possédent deux

parties liées au fond avec un canal qui est tréveas un faisceau lumineux. L’'oxygene qui entre
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dans la partie droite de la cellule passe a traeecsinal en formant des bulles qui traversent le
faisceau lumineux et I'ordinateur enregistre unesconmation d’oxygene en comptant le nombre
de bulles calibrées pénétrant le réacteur. Etamnélde fait que chaque cellule produit des bulles
de taille Iégérement difféerente, I'ordinateur déite préalablement calibré, afin de calculer le
volume exact de I'oxygéne qui passe a traversisedau lumineux. De son c6té, la partie gauche
de la cellule est branchée a l'aide d’'une aiguiies le septum de la bouteille placée dans le bain
d’eau. L'oxygéne nécessaire pour la respirationtdvenne dans les échantillons était
approvisionné par une bonbonne d’oxygeéne pur saessin, branché au compartiment
mesureur de flux. Les échantillons étaient plaggsdleux bains d’eau thermostatés &20ll

est a noter que le thermostat doit étre allumé ams2 heures avant le début de I'essai, afin de
pouvoir refroidir 'eau dans les bassins & %0 Chaque bain d’eau est placé sur une plaque

d’agitation a vitesse variable.
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Figure 4-4.Cellule mesurant le flux Figure 4-5.Trappe de KOH

Etant donné la présence de substrat dans les édrantia biomasse hétérotrophe consomme de

I'oxygéne et expire de Cyui est absorbé par des trappes de KOH (figurg 4€&s trappes de
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KOH représentent des tubes en verre d’un volum&0dal remplis avec 5 ml d'une solution de
KOH a 35 % (m/v). Le role de ces trappes est da@\tiaccumulation de COdans les bouteilles,

ce qui force son remplacement par de.,I'O

L’oxygene qui passe a travers I'appareil doit &xa@ours en surplus, afin d’assurer une faible

pressurisation des cellules. L’'oxygéne qui n'es pansommeé sort par le régulateur de pression
avec une vitesse de 2 — 3 bulles par seconde. féf)y &f pression dans I'appareil peut étre

contrdlée en augmentant ou diminuant le niveauwaadessus de la sortie de I'oxygene dans le
régulateur de pression. Il est a noter que lessbdimau doivent étre remplis avec suffisamment
d’eau pour que les bouteilles soient couvertesyasx bouchons. Si une bouteille n’est pas bien

couverte avec de I'eau de refroidissement, la diffée entre la température ambiante et celle du
liquide diminuera le vide dans la bouteille ce fauissera les résultats.

4.2.2.2 Mode opératoire

Avant chague essai de respirométrie, les réacfdassbouteille§Vheaton, Fisher Scientific Qo.
étaient bien lavés avec de savon et rincées w@@salvec de I'eau Mili-Q. Ensuite, on y ajoutait
600 ml de la solution de mise en suspension (I&zdine stérile ou I'eau du robinet déchlorée), la
masse de CAP (variable selon les essais), lesmarits (variable selon les essais), I'inhibiteur de
nitrification et le barreau magnétique (requis ptaubrassage). Un inhibiteur en poudre de la
compagnie HACH (2-chloro-6-(Trihlorometyle) pyrigin visant a éliminer [l'activité des
bactéries nitrifiantes a été ajouté (0,16 g pourednantillon de 600 ml) dans chaque bouteille

(ainsi que dans les témoins). Il est a noter qus les essais furent réalisés en duplicata.

Les tubes de KOH étaient rincés avec de l'eau Mllipuis enveloppés dans une feuille
d’aluminium et déposés dans l'autoclave. Les anneawplastique non autoclavable utilisés pour
les trappes de KOH étaient désinfectés en les fatrgans une solution d’eau de Javel a 0,2 %
(v/v) pendant au moins 12 heures et ensuite, lavés de I'eau saline stérile. Les aiguilles et les
septums ont été changés avant le début de chaqaeadi®m de préserver la stérilité de milieu.
Lors des essais, la bonbonne d’oxygene pur étadrteiet le débit dans le régulateur de pression
ajusté a 8-10 bulles par seconde. On vérifiait afdlda calibration des cellules : a I'aide d’'une

seringue stérile, les cellules étaient purgéesel’aprés l'autre en validant I'information sur le
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moniteur. Aprés la purge des cellules, I'essait églémarré en ajustant le débit d'oxygene a 2 —
3 bulles par seconde.

4.2.3 Respirometre avec mesure de I'oxygéene dissousontinu

Suite a la difficulté de maintenir des conditiorisadbies avec le respirométre Challenge AER-
200, il a été proposé vers la fin du projet de marsia consommation de I'oxygéne dissous de la

biomasse hétérotrophe dans I'’échantillon en abs#noceapport d’'oxygene externe.
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Figure 4-6. Sonde d’oxygene dissous Figure 4-7.Montage de la sonde d’'OD

L'eau d’ensemencement des échantillons était @i lte robinet et déchlorée par aération selon
la procédure décrite précédemment. La consommatéotioxygéene dissous en continu était
mesurée a l'aide d'une sonde (figure 4.6) du mod#de 40d multide la compagni¢HACH.
Apres le montage de la sonde (figure 4.7), le god la bouteille était couvert avec de la
paraffine, afin d’éviter 'apport d’'oxygene de |®xieur. Pour la réalisation des essais, I'extrait
de levure (500 ppm C) et la masse désirée de CAB,(da 11 g humides selon les essais) étaient
déposés dans une bouteM¢heatonde 500 ml a laquelle on ajoutait 30 ml de solutienNaN
(section 4.2.1.3) dans le cas des témoins et 0d@yibiteur de nitrification pour tous les

échantillons. Par la suite, la bouteille était reenpvec de I'eau du robinet déchlorée jusqu’au
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rebord et la sonde d’OD vy était finalement inséfée.durée des essais dépendait du temps
nécessaire de la biomasse pour consommer I'OD @pled, typiquement moins de 11 heures.
Dans le cas de ces essais, les bouteilles n’étpeéenthermostatées. La température ambiante du
laboratoire est de 21-2&. Le CAP était maintenu en agitation par un barmagnétique dont

la vitesse de rotation était ajustée a 400 rpm.
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CHAPITRE 5. PRESENTATION DES RESULTATS

Ce chapitre présente les résultats des essaisé®atians le cadre de ce projet de facon
chronologique. En effet, la mise au point initidke la méthode respirométrique a principalement
éte effectuée a I'aide de CAP colonisé au labamatei de mesures respirométriques a l'aide du
respirometre Challenge AER-200. Ces résultats sguasentés a la section 5.1. Par la suite,
pour diverses raisons dont nous traiterons plug Iba été décidé d'utiliser du CAP colonisé en
pilote, soit des conditions de colonisation du CglBs représentatives. Enfin, I'utilisation du
respirometre Challenge AER-200 a progressivemedtadtandonnée au profit d'une simple
mesure du taux de décroissance de I'oxygene ereileudermée (de type DB£D Ces résultats
seront présentés a la section 5.2. Finalemengdsais de comparaison de CAP et de CAG sont
présentés a la derniére section, soit la secti®n 5.

5.1 Essais de respirométrie avec du CAP colonisdadnoratoire

Un certain nombre d’essais ont été réalisés aveAR-laboratoire dans le but de déterminer les
conditions optimales pour un essai de respirométrgs variables d’incubation a optimiser

étaient :

* la concentration et le type de substrat (exprinmemg C/L),
* lamasse de CAP et

* la vitesse d’agitation.

Pour les besoins de ces essais, il a été décitiesg'udans un premier temps I'extrait de levure
en guise de source de substrat. Ce substrat @ffr@ntage de réunir, au sein d’'un seul produit, le
carbone, l'azote, le phosphore ainsi que les antieonutriments nécessaires a la croissance des

microorganismes.

Au démarrage du projet, aucun CAP colonisé biologigent dans des conditions représentatives
n'était disponible. Il a donc été décidé de colen@rtificiellement du CAP au laboratoire selon
la technique décrite au chapitre 4.1.1.1. Rappebpes des CAP de 25 et 200 um ont été

colonisés a cette occasion.
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5.1.1 Observation qualitative du degré de colonigat par microscopie en
épifluorescence (BacLigfit)

Environ deux mois aprés le début de 'ensemencethe@AP en laboratoire, un échantillon des
deux CAP ont été colorés &ncLight et ensuite observés au microscope (chapitre 2.%t1.
Annexe |) afin de déterminer qualitativement le rdede colonisation bactérienne de la surface.
Les photographies sont effectuées a un grossisseaenl000X sur un microscope a
épifluorescence (Olympus BX51) avec illuminatiomure lampe a mercure équipée d'un filtre
GFP.
Les petites particules noires qu’on voit sur lestph (figure 5-1 et 5-2) représentent les grains de
charbon de 25 um. On observera que la surfaceldepegtites particules est colonisée beaucoup
plus que celle des particules de plus grande tdltevoit aussi qu’il y a un certain nombre de
bactéries libres dans I'eau autour des particlilest a noter que les bactéries en vert sont @an bo

état tandis que celles en jaune ou en rouge onhdesranes cellulaires endommagées.

Figure 5-1. CAP-laboratoire de 25 um coloré au BacLight



Figure 5-2. CAP-laboratoire de 25 pm coloré au BacLight

Figure 5-3. CAP-laboratoire de 200 pm coloré au BacL{§ht
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Figure 5-4. CAP-laboratoire de 200 um coloré au BacLi§ht

Ce sont surtout des bactéries avec des membramaggiglisées (marquées en rouge/orange) qui

sont détachées de la surface des particules.

Les photos (figure 5-3 et 5-4) montrent la surfdes grains du CAP de 200 pum qui semble
moins colonisée par champ microscopique que celieparticules de CAP de 25 um. Alors que
le CAP de 25 um était colonisé de facon unifornedyiode 200 pm montre des petites colonies

de bactéries distribuées non uniformément surfface des particules.
5.1.2 Choix de la concentration optimale de substra

Deux séries d’essais meneés simultanément poureles diametres de CAP (soit 25 et 200 pum)
ont été réalisés le 23 juillet 2009 afin de chdigiconcentration optimale de substrat (exprimée
en termes de carbone) par bouteille. Le but deessti est de déterminer quelle est la
concentration de C au dessous de laquelle le carblewenait le composé limitant pour la

croissance de la biomasse hétérotrophe aérobie.



40

Les essais ont été effectués selon la méthodotiggiete dans le chapitre 4.2.1. Brievement, trois
concentrations d’extrait de levure ont été testées,5, 50 et 500 mg C/L. Une solution stérile
d’extrait de levure était utilisée comme sourcesdbstrat. Quelques jours avant le début des
essais, une analyse de la solution d’extrait deré\autoclave a été réalisée dans le but de
déterminer la concentration du C. Les résultats montré une concentration moyenne de
8600190 mg CI/L.

Un ajout de 0,16 g d’'inhibiteur de nitrification h@pitre 4.2.2.2) était inséré dans chaque
bouteille afin d’éliminer I'influence des bactéripgrifiantes. La vitesse d’agitation était fixée a
400 rpm et la température dans les bains d’eatitantenue a 26C. La durée des essais était
de 20 heures. Les essais ont été répétés a geptises (c.-a-d. quatre journées différentes).
Etant donné la bonne reproductibilité des résuttatsquatre séries d’essais, seulement ceux de la
derniere série sont présentés aux figures 5-5@&tGhaque courbe représente la moyenne de
deux réplicatas d’incubation. Les résultats posrmleemiéres trois series d’essais sont présentés a

I’Annexe Il (figures 9-1 — 9-3 en TUO et figuresd9- 9-7 en consommation d’oxygene).

8
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Figure 5-5. Taux d'utilisation de I'oxygene (TUQO) pour le CARR 25 um avec des différentes
concentrations (en mg C/L) d’extrait de levure enction du temps. Masse humide de CAP : 3 g

dans 600 ml, température -20.
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La figure 5-5 présente la variation du TUO en fanctdu temps pour trois différentes
concentration de carbone et la méme masse du GAdPal@ire de 25 pm soit 3 g masse humide.
On voit que la courbe de la dose de 5 mg C/L p@ssad pic au début suivi d'une rapide

diminution qui peut étre expliquée par I'épuisemgunicarbone dans la bouteille.
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:E 500 mg C/L
=
o)
o4
E
S
2

Or
15 20

10
Temps, (h)

Figure 5-6. Taux d'utilisation de I'oxygene (TUO) pour le CARe 200 um avec des différentes
concentrations (en mg C/L) d’extrait de levure enction du temps. Masse humide de CAP : 3 g

dans 600 ml, température - 40.

Cependant, la courbe de la dose de 50 mg C/L pedséuiéme pic au debut, mais la tendance
suit s’approche a une courbe de respiration endndkeast a noter que le méme type de courbes
nous étaie montré de Marc-André Labelle (eaux ysdleatilisait le méme respirometre afin
d’examiner la respiration endogene des boues adtiyirovenant des différentes stations
d’épuration des eaux usées. Toutefois, la courbéaddose de 500 mg C/L a une tendance
exponentielle au début et plafonne par la suiteuepeut étre expliqué par I'épuisement de
I'oxygene dissous dans la bouteille. Cependamstila noter que la concentration d’OD dans les
bouteilles n’était pas mesurée lors des essaia geemiere série. En effet, I'absence d’'OD dans
les bouteilles de respirométrie a été constatée ave mesure juste a la fin de chaque essai.

Quant au méme essai avec de charbon de 200 pme(bghl), on voit que pour la dose de 5 mg

C/L le pic est plus bas et arrive plus tard cegignifie la plus faible activité bactérienne de la
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biomasse sur la surface de 200 um par rapportlteed=e25 um. Cependant, on observe que les
courbes des deux autres concentrations testée$Gat 500 mg C/L sont semblables. Alors,
étant donné que les concentrations appliquées diffdirentes, ce phénomene s’explique
probablement par I'OD dans la bouteille qui deviémtcomposé limitant a cette vitesse

d’agitation, soit 400 rpm.

Finalement, la concentration de 500 mg C/L a étdsad comme optimale (c.-a-d. non limitante)
étant donné les valeurs du TUO supérieures a adfidset 50 mg C/L, ainsi que la linéarité des
graphiques qui lui corresponde (figures 9-4 — 998.la méme facon, les concentrations de 5 et
50 mg C/L ne pouvaient pas étre choisies commenaggs a cause des pentes qui plafonnaient
aprés une certaine période de temps. Cependast, probable qu’une concentration d’extrait de
levure inférieure puisse en fait étre utilisée pdes essais puisque (i) les problémes
d’anaérobiose ont rendus plus difficile l'inter@iébn des résultats et (ii) étant donné le plus
faible degré de colonisation du CAP du pilote Qmalipar rapport a celui provenant du
laboratoire, il faut s’attendre que la concentratibextrait de levure soit encore plus en exces
avec le CAP environnemental que le CAP de labamat®uoi qu’il en soit, pour la suite des
essais, la concentration d’extrait de levure de ra@OC/L a été utilisée pour tous les essais.
Notons par ailleurs que cette concentration comségalement la concentration de glucose
utilisée dans la méthode de mesure de la biomaaseglpcose radioactif (Servais et al.,
1991,1992).

5.1.3 Variation du pH lors d’un essai de respiromiét

Un essai (n=2) a été réalisé dans le but d’étudieariation de pH lors de la préparation et la
réalisation de la méthode de respirométrie. En génka plage de pH visée est de 7,5 a 8,0.
Alors, le but était de vérifier si le pH sortira dette plage apres I'ajout des différentes doses

d’extrait de levure et masses de CAP (figure 5-7).

Il est a noter que lors de cet essai le pH étaguament mesuré sans aucun ajustement au début
ou en cours d'essai. L'essai était préparé selométhodologie décrite dans le chapitre 4.2.1.
Une dose de 0,16 g d'inhibiteur de nitrificationXEH) était ajoutée dans chaque bouteille afin
d’éliminer l'influence des bactéries nitrifiantésessai a été réalisé pour le CAP de 25 et 200 um
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en ajoutant 200 ou 5000 mg C/L d’extrait de levilues conditions testées sont présentées dans
I’Annexe lll, tableau 9-1.

8 I I 8 I I
} ——3g+200 mg C/L —4—3g+200 mg C/L
6 —8-3g+5000 mg C/L| 6 - —8—-3g+5000 mg C/IL.
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Figure 5-7. Consommation d’oxygene en fonction du temps poesshi avec une forte dose
d’extrait de levure : a) CAP-laboratoire de 25 jpnCAP-laboratoire de 200 pm.

5 Ten:hgs, (h) 15 20

Selon la figure 5-7, on voit tout d’abord qu’indégdamment de la dose d’extrait de levure, la
variation du TUO en fonction du temps pour les m&émesses de CAP reste négligeable.
Cependant, lors des essais, on observe une farlaution du pH (de 0,4 a 0,7) (tableau 9-1 a
I'’Annexe Ill) dans la plage de 6,9 a 7,7. Etantmbque les bactéries nitrifiantes étaient inhibées
avec une forte dose d’inhibiteur, cette diminutechnpH peut étre probablement expliqguée avec
par 'accumulation de C{dans la phase liquide a cause de la faible vitd'sggtation soit 400

rpm. Cependant, cette diminution du pH ne causast gies problemes au niveau de l'activité

bactérienne ce qui ne justifiait donc pas I'ajogittampon.
5.1.4 Choix de la masse optimale du CAP

Pendant la période du 23 juillet au 29 juillet 2088ux séries d’essais (n=2) ont été realisées
dans le but de choisir la masse optimale de CARgSs&ire pour la méthode de respirométrie. |l
était anticipé qu’'une masse trop faible limitaipl&cision de la méthode en raison de trop faible
consommation d’oxygéne et qu’'une masse trop imptetguisse nuire a la diffusion de

I'oxygene au sein du respiromeétre.
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Plusieurs masses ont donc été testées, soit degsrtasmides par bouteille (de 600 ml) : 1g, 3 g,
609, 99, 129 et 15g. La concentration d'extadst levure était de 500 mg/L et la vitesse
d’agitation était ajustée a 400 rpm. Une dose dé §,d’inhibiteur de nitrification était ajoutée

dans chaque bouteille.
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Figure 5-8. TUO en en fonction du temps pour le : a) CAP-labmre de 25 um; b) CAP-

laboratoire de 200 pum.

Les courbes du taux d'utilisation d’'oxygene en tant du temps (TUO) sont présentées a la
figure 5-8. On remarquera tout de suite qu’aveggiaentation de la masse du CAP par bouteille
les courbes perdent leurs allures exponentiellegjut suggére qu’une carence d’'oxygéne s’est
produite durant les essais. De plus, I'effet esisdbrtement ressenti dans le cas du CAP de
200 um. Cependant, il est a noter que lors dessati etoutes les bouteilles étaient brassées a 400
rpom. En effet, comme il a été constaté plus tadjdrtex créeé a cette vitesse d’agitation était si
faible, qu’il ne pouvait pas assurer un bon tramsiéooxygéne de la phase gazeuse a la phase
liquide. Autrement dit, a cette vitesse d’agitatiée potentiel respirométrique de la biomasse
dans les bouteilles n’était pas assuré par le feend’'oxygene de la phase gazeuse a la phase
liquide.

Suite a ces observations, il a été décidé de péitdtier I'impact de la vitesse d’agitation sur le
TUO en faisant I'hypothése gqu'une hausse de l'tigitapermettrait d’accroitre le transfert
d’oxygéne et ainsi résoudre ce probleme. Des essd#ité redémarrés afin de vérifier la

concentration d’'oxygene dans les bouteilles dufardubation avec le respirometre Challenge
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AER-200. Les résultats de cette investigation goésentés au tableau 5-1 un peu plus loin. On
notera que la concentration d’oxygene est tredefaipres 20 heures d’incubation. En théorie, le
respirometre devrait combler en continu la demamaeoxygene; d’autant plus que les TUO
observées sont a lintérieur des gammes presqraede manufacturier de I'appareil (de 0 a
500 mg Q/L*h).

5.1.5 Choix de la vitesse d’agitation optimale

Ces essais ont eu pour but de déterminer quelkel@tatesse d’agitation optimale pour assurer
un bon transfert d’'oxygéne de la phase gazeuselalse liquide et ainsi prévenir les conditions
anaérobies dans le respiromeétre. Il est a notertgue les essais étaient préparés selon la

méthodologie décrite dans le chapitre 4.2.1.

Premiere série d’essais
Dans un premier temps, deux masses différentesAde dhit été testées soit 3 et 15 g (masse
humide de CAP-laboratoire de 25 um) par bouteite4]. Les échantillons étaient dopés avec
500 mg C/L d’extrait de levure et 0,16 g d'inhibitede nitrification. Au début de I'essai, la
vitesse d’agitation dans les deux réacteurs étastée a 400 rpm. L’'oxygene dissous (OD) a été
mesuré 3 fois : au début de I'essg), (apres la 23™ heure et au bout de 30 heures. Il est & noter

gu’une bouteille était sacrifiée pour chaque nolevelesure d’OD.

Lors de cet essai, il était observé que la conatiotr d’'OD était insuffisante aprés la'®$
heure. Devant ce constat, les deux bouteilles tesvgrour la mesure d’'OD ont été aérées de <
1mg QJ/L jusqua 9mg QL en quelques minutes et ensuite branchées a aouael
respirometre dans un deuxieme bassin d’incubatiassé a 400 rpm. Simultanément, la vitesse
d’agitation dans le premier bassin a été augmeiee400 a 1000 rpm jusqu’a la fin de I'essai
pour étudier I'impact sur le TUO pour les deux téacs restants dans ce bassin. La figure 5-9
présente I'impact de ce changement d’agitatiorestitJO.

Il apparait clairement que le TUO n'augmente pasfapn exponentielle pendant toute
I'incubation a 400 rpm. Lorsque l'agitation est bafe a 1000 rpm, le TUO se met alors a
progresser. Il est intéressant de noter que lesetrations d’'OD a la fin de I'essai (30 heures)
dans les deux bouteilles re-saturées et brassé@@ rpm furent de 3,5 mg.@ pour la
bouteille avec de 3 g CAP et 3,2 mglOpour la bouteille avec 15 g de CAP.
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Figure 5-9. TUO en fonction du temps pour le CAP de 25 um ades différentes vitesses
d’'agitation.

Tableau 5-1. Mesures de I'oxygene dissous et de la consommatiorygene pour quatre
différentes vitesses d’agitation

Apres 18 heures d’incubation Apres 25 heures dhation
Masse 400 rpm 800 rpm 900 rpm 1000 rpm
humide de Oxygéne Oxygéne Oxygene Oxygene
CAP (g) op conngmeOD’ conngmé op conzzmme b conzzmmt

mg/l mg/I mg/I mg/I

(mg) (mg) (mg) (mg)
0.4 0.1 31 0.1 46 0.1 160 <p 231
0.6 0.1 35 0.1 65 0.1 175 <p 237
0.8 0.1 39 0.1 52 0.1 143 <R 219
1.0 0.1 38 0.1 87 0.1 127 3.4 240
Témoin 0.4 10 111 9.7 6.4 9.6 111 9.2 6.4
Témoin 0.6| 9.5 10.9 9.7 9.0 9.1 10.9 9.2 8.9
Témoin 0.8| 9.5 11.2 9.5 9.5 9.0 11.1 8.9 9.5
Témoin 1.0 94 11.5 9.9 8.1 9.0 11.5 9.2 8.1
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Considérant les résultats précédents, le but dsdiesuivant était d’examiner la variation de la
consommation d’'@ pour des vitesses d’agitation croissantes etrdifites masses humides de
CAP. De méme facon que pour I'essai précédentirééxde levure était utilisé comme une
source de carbone (500 mg C/L). Les bactériesfiaiites étaient inhibées avec un ajout
d’inhibiteur de nitrification de 0,16 g. Les résui#t de I'essai sont présentés dans le tableau 5-1.

Du tableau ci-dessus, on voit que les échantilitagent toujours en absence d’OD sauf ceux a
1000 rpm ou la concentration augmentait jusqu’a eceréaine valeur apres l'augmentation de la
vitesse d’agitation de 800 a 1000 rpm, mais matgi@, la concentration d’OD reste toujours
négligeable. On voit donc que l'augmentation de vitesse d’agitation provoque une
augmentation de la concentration d’OD résiduel d#&s bouteilles lors d'un essai de
respirométrie. Donc, il semble que la vitesse daigin de 1000 rpm soit le meilleur choix pour
un essai de respirométrie. Cependant, ces réselaient insatisfaisants puisque nous aurions
préféré obtenir un résultat indépendant de la s&tekagitation. De plus, il a été observé (tableau
5-1) que, méme pour I'agitation de 1000 rpm, lasconmation totale d’oxygéne aprés 25 heures
d’incubation était inversée corrélée avec la mémseide de CAP ajoutée dans la bouteille. Ce
résultat apparait surprenant puisqu’on devraitexarea priori que la consommation d’oxygéne
soit proportionnelle a la biomasse présente et,dotecconcentration de CAP dans la bouteille.
Suite a ces constats, la décision fOt prise derengét c6té I'utilisation du respirometre Challenge
AER-200 pour revenir vers des essais en boutdidlesées et agitées sans ajout d'oxygene. La
présentation de ces résultats fait I'objet de letige 5.2. Cependant, avant de poursuivre la
présentation des travaux d’optimisation de la md¢héa comparaison des CAP de 25 et 200 um
au laboratoire sera effectuée a la prochaine secidaide des respirométres obtenus sur le
Challenge AER-200.

5.1.6 Détermination de la concentration de la biogs& hétérotrophe aérobie g4) pour

les deux diametres de CAP

La méthode de régression linéaire (chapitre 2.grbposée par Wentzel et al. (1995) a été
utilisée afin de déterminer la concentration déi@masse hétérotrophe colonisant la surface du
CAP des deux diametres testés: soit 25 et 200as. différentes concentrations deyZ

déterminées a l'aide de cette technique ainsi gsigiaphiques du TUO en fonction du temps des
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séries d’essai du 16 juin 2009 au 23 juillet 2008t présentées a ’Annexe |V (tableaux 9-2 et 9-
3).

Bien que la méthode ne soit pas optimisée, une amgon a tout de méme été entreprise

puisqu’on s’intéressait alors plutét a une diff@emelative entre les deux CAP qu’a une valeur

absolue. Il a donc été posé que I'imperfectionadeé&thode allait se répercuter autant sur le CAP
de 25 et 200 um, tous autres parametres étantadenis. Pour les besoins de cette comparaison,
les résultats des deux premiéres séries d'essamiomeées précédemment ont été utilisés

(section 5.1.2 et 5.1.4). Au total, cinq companassont été réalisées entre le 16 juin et le 23

juillet 2009.
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Figure 5-10.Variation de la concentration de la biomasse bét@phe aérobie &) en fonction
des dates des essais de : a) 3 g de CAP-labord®iz et 200 um; b) 6 g de CAP-laboratoire de
25et 200 um.

Alors que la figure 5-10a présente les concentnatialculées pour une masse de CAP de 3 g; la
figure 5-10b présente les résultats obtenus ersarnt 6 g de CAP. Pour le CAP 200 pum, on
observe une diminution de la biomasse hétérotr@gnés la semaine du 22 juin 2009. Cette
diminution peut étre expliquée avec une panne dtésye d’aération du réacteur de colonisation
du CAP pendant le week-end. La forte concentradlmubstrat présent dans I'eau6Q mg C/g
CAP sec) ainsi que I'absence d’aération a provatpgeconditions anaérobies confirmées par la
présence d'une forte odeur désagréable qui dégszéatsurface du réacteur. En effet, pendant la

suivante, on voit une lente augmentation due abliésement du systéme d’aération du réacteur.
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Concernant la différence entre les CAP de 25 eti2@0les résultats indiquent que le CAP de
200 um est plus colonisé que celui de 25 um (p0%8), La différence est tout prés du seuil
habituel de signification statistique (p = 0,05% @sultat est donc cohérent avec les conclusions
de Dallaire (2009) que le CAP de 200 um est plusnige que celui de 25 um. Cependant, les

résultats sont en contrevairs avec les observatmo®scopiques et notre hypothése de départ.
5.2 Essais de respirométrie avec de CAP du pilopai®de-B

Apres les premieres séries d’essais réalisés guirl@u 23 juillet 2009 avec de CAP-laboratoire,

il a été constaté que ce charbon démontrait umétéatespiratoire trés importante, probablement
non représentative d'un CAP colonisé dans des tiondide traitement de I'eau potable. Ainsi,
lors des essais de respirométrie, la consommatiogutistrat commencait peu apres I'ajout du
charbon dans la bouteille méme pour des échardibwec des masses de CAP assez faibles, soit
1 g. Comme la biomasse était entretenue avec geditde levure, elle était aussi acclimatée a
ce substrat. Donc, le CAP-laboratoire était lois denditions réelles ou I'on s’attend a ce que les

concentrations de substrat et de biomasse sowteistdeux beaucoup plus faibles.

Pour cette raison, le projet du pilote CAP-labdrat@ été abandonné afin de poursuivre les
essais de respirométrie avec du CAP-Opaline caamésfacon naturelle avec de I'eau décantée
ozonée. Donc, les essais suivants réalisés damsde de ce projet avaient pour but de
développer la méthode de respirométrie dans les sxigants — (i) choix d’'un témoin; (ii) choix
du type de substrat; (iii) choix de la masse opntee CAP; (iv) application de la méthode de
régression linéaire afin de déterminer la concéintrade la biomasse hétérotrophe aérobie

colonisant la surface de CAP-Opaline.
5.2.1 Définition des conditions d’incubation poue$ échantillons témoins

Lors des essais avec du CAP-laboratoire, il a @staté une forte consommation d’oxygene par
les témoins autoclavés qui augmentait de 0,3 ang, 1D, par heur en augmentant la masse de
CAP autoclavée de 1 a 15 g masse humide. Cett@mwnation était causée par deux facteurs
liés I'un avec l'autre, soit 'autoclavage et skaitprocessus d’adsorption d’oxygene a la surface
du CAP. En effet, le processus d’autoclavage progogn dégazage de l'eau jusqu’a des
concentrations d’OD assez faibles soit 2,5 — 3,00pt. Comme les bouteilles sont fermées

hermétiquement aprés I'autoclavage, I'eau conseenwjeurs des faibles concentrations d'OD. La
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bouteille est cependant ouverte lors des manipustprécédentes I'essai afin d’ajouter le CAP,
I'extrait de levure, etc. Il a été observé que mesipulations haussaient la concentration d’OD,
parfois jusqu’a 6 mg €@L. Les valeurs d’OD dans les bouteilles au délas elssais étaient donc
loin d’étre en conditions de saturation soit 8,8,5 mg Q/L. Ce déséquilibre entrainait une
consommation rapide d’oxygéne de quelgues mg/Lalégbut de I'essai dans le respiromeétre
Challenge AER-200. Pour le CAP-laboratoire fortemenlonisé, cette consommation des
témoins n’était pas génante puisque la consommdtob était trés élevée. Cependant, lorsque
les essais ont débuté avec les échantillons CARPoemementaux, il est devenu apparent que la
consommation d'OD induite par l'autoclavage dewdite solutionnée. De plus, il semblait
également que lors de l'autoclavage une certainiepde la biomasse se détachait de la surface
en libérant potentiellement les pores du charboguigavoriserait I'adsorption de I'OD sur la
surface de CAP. En effet, cette hypothese étaip@ige par les observations de la biomasse
colonisant la surface du CAP grace & la technigadight™. Lors de ces observations, il a été
constaté que la lamelle commencait a chaufferestul’a se vaporiser apres une plus longue
exposition a la lumiére de la lampe du microscdebiomasse devenait alors rouge (c.-a-d.
morte) et se détachait de la surface des particlleharbon ce qui se voit assez bien sur la photo
de la figure 5.2. Alors, comme le processus dedeavage chauffe 'eau on peut supposer que
I'effet de décrochage se soit plus fortement ex@rim

Afin d’éviter les inconvénients dus a I'autoclavagee alternative simple a été testée dans le but
d’inhiber I'activité biologique soit I'ajout d’'unesolution de 1 g/L d’azide de sodium (NN

(Lesage, 2009). De plus, I'eau du robinet déchlaréeé utilisée plutdt qu’'une eau saline stérile.

La figure 5-11 présente les résultats de cetteagperen la comparant a l'utilisation de solution
saline stérilisée par autoclavage et a des éclwnstienvironnementaux utilisant 1 g de CAP du
procédé Opaline. L'utilisation d’eau du robinet lkiécée (ERD) avec du CAP autoclave
provoque une consommation qui augmente lentemeais atteint une consommation finale
supérieure a celle de la solution saline stérilecastle CAP autoclavé. Enfin, l'utilisation de
'ERD combinée avec l'azide de sodium produit ldgspfaibles consommations. Comme cette
approche (ERD+Naj) est également la plus simple a mettre en ceulleeaeété par la suite

utilisée pour préparer les échantillons témoins.
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Figure 5-12.Consommation normalisée en fonction du temps pouAF-Opaline

D’'un autre c6té, on voulait savoir si les conditi testéespermettaient d’obtenir de

consommations d’'OD qui étaient significativemenpénieures a celles des témoins afin
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s’assurer de la sensibilité de la méthode. La éiditl2 présente les courbes de la consommation
d’OD normalisée des conditions testées en fonatiortemps. Ces courbes sont obtenues en
divisant la consommation des échantillons de CABnigés par celle de I'échantillon témoin.
On note sur cette figure que I'utilisation d’azide sodium a permis de maximiser la différence
de consommation d’OD par rapport aux témoins. Oi ot de méme attendre prés de 15
heures avant que celle-ci soit 1.5X plus importapte celle des témoins. Comme I'azide donne
de meilleures performances que l'autoclavage, alai été totalement remplacé par l'usage
d’eau de robinet déchlorée avec ajout de Npdur la préparation des témoins. Cette approche
permet ainsi d’augmenter la sensibilité de la md¢hen réduisant la consommation d’oxygene

du témoin.
5.2.2 Choix de la masse optimale de CAP-Opaline

Du 29 janvier au 10 février 2009, deux essais dpiremétrie (900 rpm, 500 mg C/L d’extrait de
levure, 0,16 g inhibiteur) ont été réalisés darslumiteilles fermées dans le but de déterminer la
masse optimale a utiliser. Le CAP-Opaline a étiisétpour ces deux essais. Rappelons qu’une
augmentation de la masse de CAP augmente la coratonng’oxygene par la biomasse, mais
également par adsorption de I'OD sur le CAP. Less®ea testées étaient: 39,49,59,609, 8¢,
10 g, 12 g et 15 g (masse humide) dans 600 mét heoter que les essais ont été préparés selon

la nouvelle méthodologie (ERD; Ng\décrite dans le chapitre 4.2.1.

On remarque a la figure 5-13 que les temps dedatsant influencés par la masse ajoutée : une
plus grande masse diminue le temps de latence &vaiase exponentielle. Ce phénomene est
particulierement apparent sur la figure 5-13b. Plegr deux essais cependant, la croissance
exponentielle progresse similairement pour les dahantillonnages, et ce, indépendamment de
la masse de CAP ajoutée. En effet, cette alluremxptielle des courbes signifiait une croissance
de la biomasse non limitée par la concentratiorDdd@ans la bouteille. Cependant, il est a noter
que les mesures d’OD faites a la fin des essaisnomtré des concentrations finales d’environ

2 mg QJ/L pour les faibles masses de 0,1, 0,5 et 1,0 ggmaumide) et une absence d’OD dans

les bouteilles avec des masses plus élevées (supEside 1 g).
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Figure 5-13.Courbes de TUO en fonction de temps : a) essaBdar®ier 2009; b) essai de 10
février 2009. Vitesse d’agitation = 900rpm, T220500 ppm C/L (extrait de levure).

Alors, on suppose que grace a la nouvelle méthgawlatilisée pour la préparation des essais
(chapitre 4.2.1.2), le probléme d’absence d’OLX @a@rtiellement résolu, c.-a-d. résolu pour les
plus faibles masses testées. Par contre, pourliesgpandes masses de CAP (a partir de 3 g
masse humide) le probléme avec la faible concémtratOD (inférieure de 0,3 mg ) était
toujours présent. Alors, la plage de 0,5 a 1,0 gsga humide) a été choisie comme optimale
pour un essai de respirométrie dans le cas de Qgdhr@ avec le respiroméetre AER-200.
Cependant, la masse humide de 0,1 g n’était pasidim@e dans la plage optimale a cause de
I'absence d’'une phase exponentielle.

5.2.3 Impacts de la masse sur la détermination @e doncentration de biomasse

hétérotrophe active

Les résultats des deux essais discutés précédenfoiapitre 5.2.2) ont été utilisés afin de
deéfinir 'impact du choix de la masse de CAP ajeusur le calcul de la concentration de
biomasse active &4).

Les valeurs de g pour les deux essais réalisés avec le respirorseétne présentées sur les
figures 5-14. La méthode de Wentzel a été utilefée d’évaluer la biomasse hétérotrophe. Les
pentes et ordonnées a l'origine ont été calculées la phase linéaire de la relationTUO vs t.
Ces parametres ont alors été injectés dans I'aquati7 afin d’obtenir g4. La concentration de

biomasse a finalement été normalisée en divisantapmasse seche de CAP présente dans la
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bouteille. Les mesures de biomasse, exprimées ddGQ@yL, ont été ramenées sur la base plus
commune de pg C/L en posant 0.52 g C/g MVES etd BZ0O/g MVES.
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Figure 5-14.Zgy normalisée en fonction de la masse seche de CésPnaiéée par la méthode de
régression linéaire lors de choix de la masse @iirde CAP-Opaline pour : a) I'essai de 29
janvier 2010; b) I'essai de 10 février 2010.

Contrairement aux attentes, la valeur @g dépend de la masse de CAP utilisée. Une hausse de
la masse de CAP augmente I'estimation gg. Ze calcul de gy est dominé par I'estimateur de
I'ordonnée a l'origine, c’est-a-dire la phase detae. Or, on a vu a la figure 5-14b que la masse
influence grandement le temps de latence. Cetteeinfe n’est pas contrebalancée par la
normalisation qui consiste a diviser la valeur dg gar la masse de CAP. Les valeurs gg des

deux essais sont présentées a I’Annexe V, tabl@augt 9-5.

Enfin, on remarquera a la figure 5-14 qu'’il y a urés importante différence de biomasse entre
les deux essais. Cependant, la raison pour lags&leserve cette diminution n’a jamais été

expliquée.

En conclusion, la valeur degg normalisée (ug C/g CAP sec) est fortement infléenpar le
choix de la masse de CAP utilisée. Suite a ce agriba été décidé de procéder a des essais avec
un respirometre en cuvée sans apport d’oxygenedafimieux comprendre ce phénoméne. Ces

résultats seront présentés a la section 5.2.5.
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5.2.4 Impact de la source de carbone

Le 27 avril 2010, trois différents types de sulistrat été testés dans le but de déterminer
'impact du choix de la source de carbone soitttax de levure, I'acétate ou le glucose. La
concentration de carbone ajoutée était de 500 rhga@¥c un ratio C: N: P de 100:10: 1. La
masse de charbon utilisée pour tous ces essdigiétdig masse humide. Le CAP provenait du
pilote Opaline et avait donc été colonisé en caonlt environnementales. L'essai (n=2) était
préparé selon la méthodologie décrite dans le tiea$i2.1.4. Etant donné que I'extrait de levure
représente un composé chimique complexe formé desdéellulaires, il a été supposé qu’elle

possédait le ratio C : N : P désiré.

80
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_ 60 11 @Glucose
£ 50 o+ 0
= IS
O 40 4 ¢
S S
£ 30 .
@)
S :
10 4
O T 1
0 20 60 80
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Figure 5-15.TUO en fonction du temps pour les trois types dessat : extrait de levure, acétate
et glucose. Agitation - 900 rpm, T =20 ratio C : N : P — 100 : 10 : 1. Masse humideg-CAP-

Opaline. Les courbes représentent un moyen de régligatas.

Il est a noter qu’afin d’assurer les meilleuresdibans pour un essai de respirométrie, le pH du
milieu ambiant était mesuré aprés la préparation @hantillons. La plage dans laquelle pH

oscillé avant le début des essais était de 7,9.a 7,

La figure 5-15 présente les valeurs du TUO poutrlgis types de substrat utilisé en fonction du
temps. Il se voit que la bouteille avec de I'exttd® levure comme source de carbone commence

a consommer d’oxygéne externe environ 20 heuressdprdébut de I'essai ce qui est deux fois
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plus rapide que pour I'échantillon avec I'acétatéreis fois plus rapide que pour les bouteilles
avec le glucose.
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Source de carbone
Figure 5-16. Zgy normalisée en fonction du temps pour les troigsyde substrat : extrait de
levure, acétate et glucose. Agitation - 900 rpnx2ZD°C, ratio C: N: P — 100 : 10 : 1. Masse
humide — 1 g CAP-Opaline.

Quant a la biomasse, les résultats de I'essaiténitdisés afin de calculer la concentration de la
biomasse hétérotrophe aérobigZxprimée en pg C/g CAP sec) pour les trois tymesutbstrat

(figure 5-16). On constate que la plus grande cunaton de biomasse est déterminée avec
I'extrait de levure comme source de carbone. Easoi trouve la valeur du glucose et a la fin
celle de l'acétate. Alors, I'extrait de levure & éetenu comme le meilleur choix entre les trois
types de substrat testés. Ce choix était appuyéassimplicité et la rapidité de préparation des
essais avec d’extrait de levure ainsi le fait da'gdosséde de C, N, P et les micronutriments
nécessaires pour la croissance bactérienne. Lemrgatle la concentration de la biomasse

hétérotrophe de cet essai sont présentées daiddau 9-6 a I'’Annexe VI.
5.2.5 Essais de respirométrie en bouteille fermée

Pendant la période du 23 au 27 avril 2010, uneigierrsérie d’essais de respirométrie a été
effectuée avec du CAP-Opaline en utilisant cetie tme sonde mesurant la décroissance de
'OD dans une bouteille de respirométrie en présete substrat. Le but était de mesurer la

consommation d’oxygene en continu a court termelgpaiomasse présente dans la bouteille de
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respirométrie sans un apport d’'oxygéene externeeetahfirmer 'impact de la masse de CAP
utilisée sur I'estimation de la biomassegyx

Sept différentes masses de CAP-Opaline ont alérteétées en duplicatas soit: 0,1 g, 0,59, 1 g,
59, 79, 99 et 11 g (masse humide) par bouteiie600 ml sous les conditions typiques
d’incubation (500 ppm C d'extrait de levure, inhénir, T=23-24°C). Les bouteilles étaient
remplies au complet, soit 700 ml. La vitesse da@h était environ de 400 rpm, soit juste assez
pour éviter la décantation du CAP. Dans le cas alessis en bouteille, I'agitation n’est pas
utilisée pour transférer 'oxygene ce qui expligues nous ayons utilisé une valeur plus faible.
Les courbes de la consommation d’oxygéne normak$de TUO en fonction de temps sont

présentées a la figure 5-17.

De la méme facon que dans le cas de CAP-laborateisevaleurs du TUO et celles de la
consommation d’'oxygene diminuent avec 'augmentatie la masse de CAP. Cependant, la
raison pour laquelle ces valeurs restent faiblashe I'épuisement de I'OD dans la bouteille qui
devient alors le facteur limitant. Toujours a cadsd’épuisement de I'oxygene on n’observe pas

une allure exponentielle pour le TUO des plus geandasses testées (>1 g) (figure 5-17b).
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Figure 5-17.Consommation d’oxygéne (a) et TUO (b) en fonctlartemps pour tous les essais

avec la sonde d’OD.

De la figure 5-18, il se voit que le charbon dewdins se sature pendant les premieres quelques

heures et que 'augmentation de la masse de CABqaeille diminue le temps de saturation du
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bY

témoin. Il y a donc un désavantage a utiliser @ fgrande masse de CAP puisque la
consommation abiotique augmente alors.

En réalité, les consommations d’oxygéne des témtirs des essais avec la sonde d’OD
atteignent des valeurs dans la plage de 0,5 a @,8J ne qui était déja observé dans le cas des
essais avec du CAP-Opaline et le respirometre éigdl AER-200. Toutefois, la consommation
des témoins lors des essais du CAP-Opaline avezsfgrometre augmente jusqu’a des valeurs
de 2,9 mg @au bout de 30 heures. En effet, la consommatienté®oins des essais avec la
sonde d’OD reste toujours inférieure (surtout dearplus grandes masses testées) a celle avec le
respirometre a cause de I'épuisement de I'OD dankolteille. Les plus grandes masses de
charbon adsorbent plus vite 'oxygene dans la biteige telle fagcon que le charbon est alors en

compétition a court terme avec la biomasse poootgommation d’oxygéene.

2.5

, (Mg)

<0.1g
J0.5¢9
Alg
O5¢g
ATg
®9g
119

~

oxygeéne

Consommation d'

0 3 6 9 12 15
Temps, (h)

Figure 5-18.Consommation d’'oxygéne des témoins en fonctiotethps pour tous les essais
avec la sonde d’'OD.

Quant a la méthode de régression linéaire, elté atdisée afin de calculer la concentration de la
biomasse hétérotrophe aérobig{¥ colonisant la surface du CAP-Opaline (figure 9:-1%s
concentrations calculées pour toutes les masse=sesont présentées dans le tableau 9-7 a

I’Annexe VII.
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Figure 5-19.Zgy normalisée en fonction de la masse seche de CABopéeille pour les essais

avec la sonde d’OD.

Tel que constaté précédemment dans le cas des assaile respirométre Challenge AER-200 et
du CAP-Opaline, on observe une augmentation de=ussalde gy avec 'augmentation de la
masse de CAP par bouteille. Cependant, nous sordiae@s que seuls les résultats des masses
de 0,19, 0,59 et 1 g de CAP (masse humide) pe@enacceptés comme pertinents. En effet,
les courbes des plus grandes masses de CAP nentprds@as la montée exponentielle
caractéristique d’'un essai de respirométrie. Cattmtion est due au fait que les bouteilles avec
5-11 g de CAP consomment trop d’oxygéne par adsorgtoir figure 5-19). Il apparait donc
souhaitable de limiter la masse de CAP ajoutée mgnde 1 g afin de limiter I'impact de

I'adsorption sur le résultat de respirométrie.
5.3 Essais avec du CAG colonisé au laboratoire

Le 23 mars 2010, un essai de respirométrie (n=2¢ &/ respirometre Challenge AER-200 a étée
réalisé avec de CAG provenant d'un filtre biologigde l'usine Sainte-Rose qui avait été
alimenté pendant une semaine avec d’extrait derdevil’essai était préparé selon la

méthodologie décrite dans le chapitre 4.2.1.
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Figure 5-20.TUO en fonction du temps du CAG provenant de liastainte-Rose et colonisé au
laboratoire a I'extrait de levure. Masse humidecdarbon — 1 g; extrait de levure — 500 mg C/L;
0,16 g d’'inhibiteur de nitrification, vitesse d’safion — 900 rpm.

De la figure 5-20, on voit que le TUO en fonctiam témps augmente de fagon exponentielle ce
qui signifie, comme il était discuté précédemmemt groissance bactérienne non limitée par la
concentration d’OD dans la bouteille. En effet,acele doit a deux raisons: (i) la vitesse
d’agitation utilisée lors des essais était de 300 ce qui assurait un bon transfert d’oxygene; (ii)

I'absence d’autoclavage du charbon et le milieuiantb

Quant a la méthode de régression linéaire, elté atdisée afin de calculer la concentration de la
biomasse hétérotrophe aérobie colonisant la sudfaseggraines du CAG. La valeur calculée est
de 135 ug C/g CAG sec (0,060 mg DCO/L) avec unéepaa 0,4146 et une ordonnée a l'origine
de -2,7844. La masse de CAG testée était de 1 gemasmide. Le ratio sec/humide était

déterminé en triplicata, soit 0,34 [SDEV=0,01].
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CHAPITRE 6. DISCUSSION

L'objectif de ce chapitre est de discuter et cuéig les résultats expérimentaux présentés
précédemment de facon séquentielle. Afin de valeerésultats expérimentaux obtenus dans le
cadre de ce projet, ils seront comparés avec ceua tittérature scientifique. Finalement, des

recommandations de conditions d'utilisation polguie des essais seront apportées.
6.1 Choix de témoin

Apres les premieres seéries d'essais avec du CAdtdadire, il a été constaté une forte
consommation d’oxygene des témoins autoclavésffef) B consommation augmentait de 0,3 a
1,1 mg Q par heure en augmentant la masse de CAP par bouwei 1,0 g a 15 g (masse
humide).

En théorie, le but d’'un témoin de respirométrig’étiminer I'influence a la consommation non
contribuée par la respiration bactérienne. De plaspréparation du témoin ne devrait pas
influencer sa capacité de consommation d’oxygerpe@dant, comme il a déja été mentionné,

l'autoclavage dégazait I'eau et décrochait uneigpoae la biomasse de la surface du charbon.

Suite a I'essai du choix de témoin (section 5.2'47jde de sodium proposé par Lesage (2009) a
une concentration de 1g/L (dose de 600 mg) a &éuecomme inhibiteur d’activité biologique.
L’'azide est déja connu comme un excellent inhibitbactérien dans le domaine de la
respirométrie : 1,56 mg — Chandran et Smets gt18P9), Guisasola et al. (2005); 0,13 mg —
Sanchez et al. (2004).

Etant donné que le témoin préparé avec de I'ER&eda solution d’azide de sodium (figure 5-
11) avait la plus faible consommation d’oxygene gagoport les autres témoins, il a été choisi
comme le « vrai témoin » pour un essai de respitéend-inalement, aprés le changement de la
méthodologie, la consommation des témoins varaisda plage de 0,03 a 0,15 mg@ar heure

pour les masses humides de CAP de 1 a 15g.
6.2 Impact de I'agitation pour les essais avec éspiroméetre AER-200

La vitesse d’agitation est le parametre le plusartgnt contrdlant le transfert d’oxygene d’'une

phase gazeuse a une phase liquide (Freitas etifBgi2001). Cependant, le transfert d’'oxygene
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augmente de facon linéaire avec 'augmentationadgitesse d’agitation (Roman et Tudose,
1997, Freitas et Teixeira, 2001; Littlejohns et Balis, 2007). Par contre, le transfert d’oxygéne

diminue avec I'augmentation de la masse de CAP k&etsantillon (Apar, 2010).

Dans leur article, Moon et Young, (2005) examirlestdifférents facteurs influencant le transfert
d’oxygene de la phase gazeuse a la phase liquisellon essai de respirométrie avec des boues
activées. De plus, ils se servent du méme typesfErometre utilisé lors du présent projet soit le
Challenge AER-200 De la méme fagcon, Moon et Young constatent ungmaatation de
coefficient de transfert d’oxygéne (respectivema@ntTUQO) avec l'augmentation de la vitesse

d’agitation.

Nous avons vu qu’'une augmentation de la vitessgitdi#zon de 400 rpm a 1000 rpm, le TUO se
met a progresser de 5 a 35 mgl®h ce qui appuie les résultats précités. Cependes résultats
montrent clairement qu’indépendamment la vitessagitition, la concentration d’'OD dans les
bouteilles reste toujours négligeable a la fin desais, sauf pour celle de 1000 rpm ou les
concentrations d’'OD commencent a augmenter. Almrspeut déduire qu’a partir de 1000 rpm,
le transfert d’oxygéne commence a couvrir partielat le potentiel de respiration de la
biomasse présent dans la bouteille. Donc, on pibyremser a utiliser des vitesses d’agitation
supérieures a 1000 rpm. Malheureusement, a dessegieplus élevées, les barreaux devenaient
instables et commencaient a sauter dans les Hestete qui fausse alors les résultats
expérimentaux. Finalement, étant donné la limitenaeau de la vitesse d’agitation, la seule
solution qui était entreprise était celle de reroptdes barreaux magnétiques de 37x7 mm avec
ceux 45x7 mm. Le choix de cette décision était gpppar le fait que 'augmentation de la

longueur des barreaux magnétiques augmente le T8J@cdn linéaire (Moon et Young, 2005).

A la fin, la pertinence de cette décision a étéfiomeée lors des essais suivants avec une faible
masse de CAP soit 1 g masse humide. Il demeurendaptle fait qu’il est serait préférable
d’utiliser un respirométre pour lequel les réssgltate sont pas étroitement liés au mode
opératoire. Pour cette raison, nous avons abandanitiéation du respirometre AER-200 durant

notre projet pour revenir vers un respiromeétre @mdille fermée sans apport externe d’oxygene.
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6.3 Impact de la concentration du substrat

L'interprétation de I'essai sur 'impact de la centration de carbone est problématique, car il est
probable qu’il y ait eu une carence d'@urant ces essais ce qui rend difficile I'intetpti®n
d’'une carence de carbone. En effet, il devait yiraun autre facteur limitant étant donné
I'absence d’'une allure exponentielle de toutectesbes, méme celles pour une concentration de
5000 mg C/L (figure 5-7). En effet, on doit tenmnepte aussi de la concentration d’OD qui
pourrait étre aussi un facteur limitant. En réalit@bsence d’OD dans les bouteilles était
confirmée par les mesures subséquentes d’OD faisés a la fin d’autres essais. De plus, une
odeur désagréable (marécageuse, plus forte darmldsilles de 500 mg C/L) était constatée
apres I'ouverture de toutes les bouteilles a ladée essais. Cela sans doute signifiait la présence
des conditions anaérobies développées lors dess esmt donné la présence de substrat et
I'absence d’OD. Alors, on peut déduire que I'épmisat du carbone d’un cété et le faible taux de
transfert d’oxygéene de l'autre sont influencés edmma temps les essais avec du CAP-

laboratoire lors du choix de substrat.

Finalement, dans le but d’étre conservatif, la eotration de 500 mg C/L a été retenue comme
raisonnable pour un essai de respirométrie. En, efés concentrations de cet ordre de grandeur
sont déja utilisées dans la pratique afin de détenni’activité bactrienne : Servais et al. (1991,
1992) — 500 mg C/L; Dallaire, (2009), Markariarakt(2010) — 430 mg C/L.

Cependant, cette concentration de carbone ne psuétpe rencontrée en conditions naturelles.
En effet, la concentration de carbone biodégraddées les eaux d’une riviere varie en fonction
des saisons et reste toujours négligeable (quelquiigrammes par litre) par rapport de la
concentration choisie de 500 ppm C. Alors, afinstepprocher au maximum aux conditions
naturelles, il aurait été mieux de déterminer &tion rapidement biodégradable de I'extrait de
levure et par la suite d’'utiliser une dose qui pfaghe au maximum a ces conditions. Comme

cela n’était jamais fait, il est recommandé queesssis soient repris a I'avenir.
6.4 Impact du type de substrat

Le temps de latence des échantillons avec de digxde levure comme source de carbone est
deux fois inférieur a celui des bouteilles avedaetet presque trois fois plus petit que celui des
échantillons avec glucose. Il n'est donc pas suagre que les valeurs dgZvarient selon la
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source de substrat utilisée étant donné que legaelapatence influence grandement le calcul de
Zgn selon la méthode de Wentzel et al. (1995).

En théorie, il serait idéal d'utiliser le substeaiquel la biomasse est déja acclimatée. Or, ce
substrat est constitué d’un assemblage complexsuigosés organiques variés impossibles a
reproduire au laboratoire. La méthode de Urfer etk42001) développée pour le CAG utilise
un assemblage de quatre aldéhydes alors que Setvak (1991, 1992) utilisent plutdt le
glucose. L'acétate de sodium nous apparaissaitoéi pn substrat intéressant puisque c’est un
substrat simple qui peut étre utilisé par toutesblectéries hétérotrophes. Cependant, les résultats
démontrent que l'utilisation d’extrait de levureccaurcit la durée de I'essai par rapport au
glucose ou a l'acétate. En définitive, il a étéenet de choisir I'extrait de levure qui offre
également comme autre avantage une plus granddicgiéngn termes de manipulations au
laboratoire. En effet, les bouteilles avec du gheceet l'acétate toujours nécessitaient une
correction de pH avant I'ajout de la biomasse decqmpliquait et prolongeait la procédure de
préparation des échantillons. D’autre c6té, il ms$sible que la présence de micronutriments
naturellement présents dans I'extrait de levurdigue ce résultat. En effet, des micronutriments
n'étaient jamais ajoutés dans les bouteilles avacéthte et de glucose. Donc, les résultats de
I'essai avec trois types de substrat peuvent &rgeiement expliqués a l'aide de I'hypothése
d’'une carence de micronutriments qui s’est prodidteé au long des essais. Cependant, cette

hypothése n’a pas été validée et faite alors ltatgs futurs essais.
6.5 Respirométre en bouteille fermée vs respiroméihallenge AER-200

Il a été observé que la consommation d’oxygéne cemaa apreés une certaine période de temps
nommeétemps de latenceéen théorie, le temps de latence représente iadependant laquelle
les bactéries adaptent leurs appareils enzymatigfiesd’étre capables d’assimiler le substrat
présent. Cependant, le temps de latence enregigtéle respirometre ne correspond pas tout a
fait a une phase d’adaptation de la biomasse astraifibEn réalité, le temps de latence enregistré
a l'aide du respirometre Challenge AER-200 reprissém temps pendant lequel la biomasse
épuise I'OD dans la bouteille jusqu’a un tel poou,elle commence a consommer de I'oxygéne
externe (provenant de la bonbonne d'oxygéne puw),qui correspond au moment ou le
respirometre enregistre la premiére consommation ladebouteille. Alors, un essai de

respirométrie peut étre séparé en deux partieérdiffes : (i) de I'ajout du CAP dans la bouteille
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en présence de substrat jusqu’au moment ou la ileutemmence a consommer d’oxygéene
externe (consommation a court terme); (i) du moneenle respiromeétre enregistre le début de la
consommation d’oxygene externe jusqu’a la fin éedai (consommation a long terme). En effet,
le respirometre Challenge AER-200 ne mesure geerlaommation bactérienne de la deuxieme
période d'un essai de respirométrie, c'est — are du'il ne tient pas compte de l'activité
bactérienne a court terme. Autrement dit, le respatre Challenge AER-200 ne mesure que
I'activité bactérienne d’'une biomasse déja habitagesubstrat. Cependant, afin de déterminer
quelle était la concentration réelle de la biomasse adaptée au substrat, on devait examiner
I'activité bactérienne a court terme afin de ne gpagrouver a privilégier la mesure de I'activité

respiratoire de la fraction qui utilise et croifgieis efficacement sur I'extrait de levure.

Ainsi, ce nouvel argument explique pourquoi I'&dtion du respirometre Challenge AER-200 a
éte abandonnée dans le but de poursuivre les emgais du CAP-Opaline avec une sonde

mesurant la décroissance de la concentration d’&13 dne bouteille fermée.
6.6 Parametres influencant la méthode de Wentzedle(1995)

Les parametres les plus importants qui influendannéthode de Wentzel et al. (1995) pour
évaluer la valeur d&gy sont le temps de latence et le type du substtatsAil sera logique de
supposer que la diminution du temps de latenceesponde a des concentrations de la biomasse
plus élevées. Cependant, I'essai avec de troisstyfme substrat nous a montré que cette
supposition n’était pas tout a fait juste. En effatbouteille avec du glucose avait un temps de
latence de 60 heures et possédait pourtant plb&desse (7,69x10ug C/g CAP sec) que celle
avec de l'acétate (2,13xPQug C/g CAP sec) avec un temps de latence de 4@hekEn réalité,

la raison c’est que la pente de la croissance dcogk est inférieure (dégradation plus lente) a
celle de l'acétate et intersectera également um®no€e a l'origine supérieure a celui de
I'acétate. Alors, on peut conclure que : (i) la noéte de régression linéaire ne tient pas compte ni
de la vitesse de dégradation du substrat, ni du mMa®imal atteint lors de I'essai; (i) un TUO
plus élevé ne correspond pas toujours a une caatientde la biomasse plus élevée, mais plutdt

a une activité plus élevée.
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6.7 Masse optimale du charbon

Lors de présent projet, la masse optimale pourssaiede respirométrie était déterminée deux
fois, soit pour les deux types de charbon testésCAP-laboratoire et le CAP-Opaline. En
théorie, une masse de CAP sera optimale si sowntadbiologique est maximale pour un taux

d’adsorption minimal.

Nous avons vu que, avec l'augmentation de la mdss€AP-laboratoire, les courbes perdent

leurs allures exponentielles et deviennent plutéddires. On observe également que le temps
pour lequel le TUO atteint ses valeurs maximalesirdie en augmentant la masse de charbon
dans la bouteille. En réalité, la raison pour ldgule TUO atteint ses valeurs maximales si vite

(pendant les premieres 5 heures de I'essai) cleaudcharbon. Le CAP dans la bouteille adsorbe
I'oxygene (encore plus aprés une étape d’autocivagors, il sera logique de supposer que si

on met plus de charbon dans la bouteille, il faaitendre a un taux d’adsorption d’oxygene plus

élevé ce qui était constaté sur les témoins. Almmgpeut déduire que 'augmentation de la masse
de CAP par bouteille provoque une compétition elatieiomasse et I'adsorption sur le charbon

au niveau de I'OD (figure 5-8). En effet, I'alludes courbes se transforme d’exponentielle, ce
qui caractérise une croissance bactérienne (1 GAR), a linéaire ce qui décrit probablement

plutét la somme entre I'adsorption d’oxygéne paEhP et la consommation bactérienne.

Finalement, la masse humide de 1 g a été choismeneooptimale pour un essai de respirométrie
dans le cas de CAP-laboratoire étant donneé : (i)adlore exponentielle, (ii) les valeurs du TUO

maximales et (iii) la faible consommation ¢'@e son témoin.

Quant au charbon du pilote Opaline (figure 5-13),ld méme facon comme pour le CAP-

laboratoire, les plus faibles masses testées éaersies soit 0,5 et 1,0 g masse humide.
6.8 Comparaison des CAP de 25 et 200 pum

Concernant la différence entre les CAP de 25 eti@@i0les résultats (avant la panne du systéme
s’aération) indiquent (tableaux 9-2 et 9-3 a I'AxedV) que le CAP de 200 um est beaucoup
plus colonisé que celui de 25 um (p = 0,076). Geltat est en contrevairs avec les observations

microscopiques et notre hypothese de départ.
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En effet, si on compare les deux diamétres de ohade laboratoire pour le 22 juin 2009 (la date
avant la panne du systéme d’'aération), on verralegie8 g de CAP de 25 um possédent de
5142 ug C/g CAP sec alors que les 3 g de CAP deugdpossedent plutot de 9023 pg C/g CAP
sec. De la méme facon, les 6 g de CAP de 25 pnegessde 727 ug C/g CAP sec alors que
ceux de CAP de 200 um hébergent de 6488 pg C/ggedP

Alors, on voit qu’a cette date, le CAP de 200 pmbesucoup plus colonisé que celui de 25 pum.
Cependant, apres la panne du systeme d’aératisadteur de 200 um, la concentration de la
biomasse diminue au-dessous de celle du CAP der28euqui se voit des résultats des tableaux
9-2 et 9-3 a I'Annexe IV. En effet, pendant les agmas qui suivent, le CAP de 25 um possédait
toujours plus de biomasse que celui de 200 um lgsumémes masses testées. Donc, on a posé
I'hypothese que les conditions anaérobies causéeslappanne du systeme d’aération ont
provoqué des changements physiques de la surfaagghaibon ce qui a diminué la surface
accessible aux bactéries. Toutefois, cette hypeth@ppuie sur I'observation des deux réacteurs
tout au long du projet. En effet, le pH du réact@&i200 um diminuait plus lentement et exigeait
des corrections une fois par 2-3 jours par rapparréacteur de 25 um ou le pH devait étre
corrigé quotidiennement ce qui signifie une aoéiitactérienne plus élevée. Il est a noter que
cette diminution du pH était due aux bactériesifratites qui étaient plus développées dans le
réacteur du charbon de 25 pum.

D’un autre c6té, la différence entre les deux diaeseen question est encor plus évidente en
comparant les valeurs deyZa la base de la surface totale (surface extereg)pdrticules du
charbon pour une masse donnée. Cependant, la esutéscpores ne peut pas étre utilisée étant
donné leur diamétre soit 2-3 nm par rapport au dieend’'une bactérie qui varie de 0,5 a
quelques micrometres. Donc, la surface des poest que de surface non colonisable. Alors, en
utilisant juste la surface externe des particulesithrbon des deux diametres, on verra que les 3
g de CAP de 25 um hébergent 9,6 mg €afors que les 3 g de CAP de 200 um possédentt pluté
de 135 mg C/fh De la méme facon, les 6 g de CAP de 25 um posséeel, 4 mg C/falors

que les 6 g de CAP de 200 pm hébergent plutdt dedT/nf.

Donc, on voit que pour les mémes masses teste€gFede 200 um possede beaucoup plus de
biomasse par unité de surface que celui de 25 pguicest en contrevairs avec les observations

microscopiques au début. Cependant, il est & mpteme autre observation au BacLifhdes
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deux diametres n’était pas faite jusqu’a la finptajet. Donc, une prolifération de la biomasse
sur la surface du CAP de 200 um aprés I'observatipBacLighf" est tout a fait possible.

Par ailleurs, si on compare les valeurs gg @1 méme diametre de CAP mais obtenues avec des
masses de 3 ou 6 g de CAP, on verra que la massg gessede des concentrations de biomasse
supérieures a celles de 6 g ce qui n'est pas ardewec les attentes. En théorie, deux fois plus
de charbon doit avoir au moins deux fois plus darigisse. En réalité, cela ne peut pas étre
observé a cause des facteurs suivant : (i) I'adisorg’oxygene du charbon dans la bouteille de
respirométrie qui diminue la concentration d’ODi) (fabsence d’'OD dans les bouteilles
(quelques heures aprés le début d’'un essai) dutadules vitesses d’agitation et taux de transfert
d'oxygéne (TTO). En effet, plus la masse augmeplas elle adsorbe d’oxygéne. Alors, en
augmentant la masse de CAP par bouteille, la coratem de I'oxygene disponible pour la

respiration bactérienne diminuera ce qui fausssadsultats expérimentaux.

Finalement, la panne du systeme d’aération, ausilgs conditions anaérobies tout au long des
essais avec de CAP-laboratoire ne permettent pasnayse assez précis surtout pour les plus

grandes masses testées (supérieures a 3 g).

6.9 Comparaison entre CAP-laboratoire, CAP-OpaliaeCAG-Sainte Rose

Sur la basse de données acquises lors des essaspdemétrie, on peut également comparer le
CAP-laboratoire avec le CAP-Opaline et le CAG-SaiRbse. Alors, pour une masse humide de
1 g des trois types de charbon on constate qué\R-I&@boratoire est colonisé par 1527 ug C/g
CAP sec par rapport au CAP-Opaline et CAG-Ste Rps@ossedent de 0,059 ug C/g CAP sec
et 135 ug C/g CAG sec respectivement. En effeCAd>-laboratoire était colonisé avec des
fortes doses d’extrait de levure (57 mg C/g CAB sequi explique la concentration bactérienne
plus élevée. De son coté, le CAP-Opaline étaitriséode fagcon naturelle avec de I'eau décantée
ozonée de la chaine de traitement de l'usine. Alétant donné que I'eau naturelle est moins
riche en nutriments que I'extrait de levure, il Bétmal que la concentration de la biomasse qui

lui corresponde soit inférieure a celle de CAP nw@é a I'extrait de levure.

Quant au CAG-Ste Rose, il provenait d’un filtre lbgpque de l'usine Ste Rose. Cependant, il
avait été alimenté au laboratoire pendant une semairec d’extrait de levure (projet d’Amélie
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Reygrobellet) ce qui expligue sa concentration dembsse plus élevée que celle de CAP-
Opaline. Cependant, on remarque que la concentrdgola biomasse colonisant la surface de
CAG atteint une valeur relativement élevée. En tgeffie serait souhaitable d’effectuer des

comparaisons sur du CAP et du CAG colonisés dansm@mes conditions environnementales.

Par ailleurs, il a été constaté une différenceiggive en comparant les résultats du CAP-
Opaline acquis lors des essais avec du respiror@éaienge AER-200 et ceux acquis lors des
essais avec la sonde d'OD (tableau 9-5 a I'Anneket\tableau 9-7 a ’Annexe VII). En effet,
pour les mémes masses testées, les concentratiguises avec la sonde d’OD sont supérieures

gue celles obtenues avec le respirométre (tabl€gu 6

Tableau 6-1.Valeurs de g4 des essais réalisés avec le respirométre AER48Gende d’OD

Masse humide Masse séche, AER-200 Sonde OD
(9) 9) png C/g CAP sec g C/g CAP sec
0.1 0,03 0.00110 0.902
0.5 0,15 0.02910 0.566
1.0 0,3 0.05884 1.149

En théorie, les concentrations acquises avec ladesatiOD doivent correspondre aux
concentrations réelles de la biomasse au débigstal. De plus, la concentration de la biomasse
doit augmenter tout au long d'un essai de respitoenéPar contre, on voit que la biomasse
déterminée a court terme (sonde) est supérieustleéa deéterminée a long terme (respirométre).
Toutefois, on ne doit pas oublier le fait que lesdessais ne sont pas faits en mémes temps.
Alors, il est possible que cette différence soi dua variation de I'activité bactérienne du CAP-
Opaline avec le temps (exemple : résultats de @9iga et 10 février 2010 a '’Annexe 9-5).

Alors, pour des résultats satisfaisants, les desais devraient étre répétés la méme journée.

6.10 Comparaison des résultats de la méthode deesgion linéaire avec ceux de la

littérature

En 2009, Dallaire a utilisé la méthode de régresdinéaire (Wentzel et al.,, 1995) afin
déterminer la concentration de la biomasse hétggbé aérobie colonisant la surface de CAP de

25 et 200 um (les deux charbons sont du méme typecgux utilisés dans le cadre de présent
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projet). La méthodologie utilisée pour la prépanatiles essais est la méme que celle décrite dans
le chapitre 4.2.1. Contrairement au présent pr8jetlaire constate qu’il n’y a pas de différence
significative entre les CAP de 200 um et de 25 pas Hdioréacteurs colonisés a la solution
d’extrait de levure (p = 0,86). Cependant, il atéd méme conclusion que le CAP de 200 pm est
plus colonisé que celui de 25um. En effet, les @mges du CAP de 200 pum
hébergeaient 1072 ug C/g CAP sec de biomasse eB lggammes de CAP de 25pum
avaient 953 ug C/g CAP sec de biomasse. Cepenldantaleurs de g (tableaux 9-2 et 9-3)
calculées dans le cadre de présent projet powatiadl 22 juin 2009 (avant la panne du systeme
d’aération) étaient de 5142 et 1079 ug C/g CAPpser la méme masse testée du CAP de 25 et
200 um respectivement. Cependant, les raisons Ipsguelles on observe une différence entre
les valeurs de gf; des deux études est probablement la dose d’eggdivure ajoutée : tout au
long de présent projet, les deux réacteurs étaimientés avec des fortes doses d’extrait de
levure (57 mg C/g CAP sec) par rapport aux doseBalire de 6 mg C/g CAP sec. Quant aux
résultats pour la reste de période d’observatiosg(’au 23 juillet 2009), il était constaté que la
panne du systeme d’aération avait nui a la biomaégeabie. Sans savoir pourquoi, ce résultat se
voyait mieux avec les plus grandes masses tesbégsi¢ CAP). De plus, le CAP de 200 um
commencait a coller plus facilement sur les murgé@hcteur. De plus, I'eau est devenue plus
visqueuse, ce qui réduisant I'évaporation. En eféetéacteur de 25 pm subissait des ajouts de
I'eau 2 fois par semaine tandis que celui de 200 yme fois & chaque deux semaines. A la fin,
les observations sur le réacteur de 200 um faitgsaiu long du présent projet nous ont permis de
constater les changements physiques que le CAPRsssitbi De plus, il semblait que ces
changements défavorisaient la croissance de ladsisen

Dallaire a aussi réalisé des essais de respiran@eion la méme méthodologie) avec du CAP
provenant de 5 bioréacteurs d’Ara Markarian sitdiéss 'usine de purification des eaux Pont-

Viau. Les résultats sont publiés dans Markariaal.gR010). Chaque bioréacteur avait un volume
d’'un litre et était alimenté en eau ozonée de esiLes concentrations de charbon dans les
bioréacteurs étaient de I'ordre de 5 g/L ou de /25a3 un des bioréacteurs avait un age de
charbon de 30 jours. Alors que les deux premiaastedirs possédaient du CAP de 25 um du type
Pica Hydro LP39, les autres possédaient du CAFOBquen du type Pica Hydro L30-260. Apres

la transformation des résultats de Markarian e{24110) a I'aide de la méthode de régression

linéaire, on constate que pour la méme concentratio charbon dans les réacteurs (5 g/L), le
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CAP de 25 um est beaucoup plus colonisé que cel@0@ um soit 432 et 72 ug C/g CAP sec,
respectivement. Quant les réacteurs de 25 g CAB/ppssédent des concentrations de biomasse
soit 5,9 et 20 ug C/g CAP sec pour les réacteurdsdet 200 um respectivement. De plus, on
observe que 'augmentation de la masse de CAP ldangacteurs nuit a I'activité bactérienne.
En effet, pour le méme diametre de charbon, la extnation de la biomasse diminue avec
'augmentation de la concentration du charbon daméacteur de 5 a 25 g/L soit respectivement
de 432 a 5,9 ug C/g CAP sec pour les réacteurd genet de 72 a 20 ug C/g CAP sec pour les
réacteurs de 200 um. Donc, on peut poser I'hypetlh@g si la concentration du substrat ajouté
dans les deux réacteurs du présent projet étadt figible I'effet de la concentration de CAP
constaté par Markarian et al. (2010) aurait autsiobservé. Cependant, la forte concentration

d’extrait de levure ajoutée a engendré une biomgalssecolonisée.

Alors, étant donné les résultats discutés ci-dessupeut formuler les conclusions suivantes : (i)
le diamétre a un effet significatif sur la colortisa du CA, en effet le CAP de 200 um est plus
favorable a la colonisation que celui de 25 unj; i plus long arrét du systeme d’aération
(quelques jours) peut diminuer de facon signifieata concentration de la biomasse aérobie sur
la surface du charbon.

Quant au CAG de Reygrobellet (2010) mentionné pl&rénent, la concentration de la biomasse
colonisant sa surface de charbon peut étre compaeiecelle de Servais et al. (1991). Servais
détermine la concentration de la biomasse hétgrotr@aérobie dans un filtre biologique a I'aide
d’'une nouvelle (a cette époque-la) méthode nomnéthade au glucose radioactif. La méthode
consiste I'ajout du glucose radioactifG-glucose) dans un volume fermé en présence dbahar
actif en grains biologique (CAGB) et une trappekd®@H qui adsorbe 1&“CO,. La biomasse

consomme Ié*C-glucose et expiré ddCO, proportionnel & la consommation Hc-glucose.

Tout au long de ces essais, Servais et al. (1983&)yrdinent que la concentration de la biomasse
hétérotrophe aérobie dans les filtres biologiquesliés varie de 2,5 a 10,9 ug C parcm
d’échantillon. A l'aide du volume de I'échantillof2 mL) et la masse humide de CAG
(1,28 g/mL) on retrouve une concentration de lanaisse qui varie de 5,7 a 25 pg C/g CAG sec.
Alors, a titre comparatif les deux CAG (d’Améliedd Servais) possedent des concentrations de
biomasse tres semblables. Cependant, il est nogoelle CAG-Ste Rose soit plus riche en

biomasse puisqu’il était colonisé a l'extrait desdee pendant une semaine. Cependant, la



12

présence d'un seul essai avec du CAG-Ste Rosermeppas de déterminer quelle est 'ampleur
de la plage de variation de la concentration de@demasse sur le CAG-Ste Rose. Cela devra faire

I'objet des études suivantes.
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CHAPITRE 7. CONCLUSION

Dans le cadre de ce projet, le développement dadthode de respirométrie pour mesurer
I'activité de la biomasse hétérotrophe sur du CARRéaréalisée. Deux différentes sources de CAP
était alors examinées, soit du CAP de 25 et 200cplonisé au laboratoire et, soit du CAP
provenant du pilote Opaline de la chaire GRSNGanpmotable. De plus, la méthode de Wentzel
et al. (1995) a été utilisée afin d’évaluer la bémse hétérotrophe sur le CAP. Les résultats recus
tout au long de ce projet nous ont permis de d@pelola méthode de respirométrie dans le cas
de CAP. Quant aux objectifs spécifiques, la majgamtie de ceux-ci a été réalisée et plusieurs
conclusions ont été élaborées suite a I'évalualies résultats acquis tout au long de ce projet.

Ainsi, on peut résumer les conclusions suivantes :

1. En ce qui concerne les échantillons témoins :

* la préparation de la solution d’ensemencement ptockvage n’est pas recommandeée,
car elle cause une réduction de I'OD. La simplésation de I'eau du robinet déchlorée
donne des résultats satisfaisants.

* en alternative a I'autoclavage, I'activité biologegdes témoins peut étre inhibé par une
dose de 1 g/L de NaNeprésente une excellente alternative a l'autegjay

2. En ce qui concerne le choix de la technique resptaque :

» le respirométre utilisé lors des essais (ChalleAg&R-200) ne mesure que l'activité
bactérienne a long terme. En effet, le respirométregistre la consommation d’oxygéne
de I'échantillon a partir du moment ou la boutelgnmence a consommer 'oxygéne
externe.

* la mesure de I'OD dans une bouteille fermée saporamxterne d’'@ est préférée a
l'utilisation du respirométre Challenge AER-200, dh simplifie I'interprétation des
résultats en éliminant toute la question de l'effité de transfert de I'Oexterne et en
permettant une mesure a court terme de la consaom@OD dans les echantillons.

3. En ce qui concerne les conditions de réalisatianedsais :

« lutilisation d’une masse trop élevée biaise leultsd de respirométrie en raison de
I'impact de I'adsorption du CAP sur la consommati®,. Il est souhaitable d'utiliser
moins de 0,5 a 1,0 g de CAP (masse humide).

» ['extrait de levure, a une concentration de 500QAg a été retenu comme substrat;
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les barreaux magnétiques de 45x7 Iiisher Scientificlsont préférables pour un essai
de respirométrie.

la vitesse d’agitation de 900 rpm est préférablarpes essais avec le respirometre
Challenge AER-200.

4. En ce qui concerne les comparaisons d’activitédawharbon actif :

le CAP de 200 um est plus colonisé que celui dgrA5De plus, il était constaté que le
charbon de 200 um subit avec le temps des changempkysiques qui défavorisent la
croissance bactérienne (c.-a-d. une floculation);

le CAP colonisé au laboratoire avec de I'extraitleleure est plus colonisé que celui
provenant du pilote Opaline colonisé de facon rediiejr

le CAG-Ste Rose colonisé pendant une semaine &diexle levure possede plus de

biomasse que le CAP-Opaline colonisé de facon elédur
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ANNEXE

ANNEXE | — Coloration au BacLight

1- Mélanger 1 ml d’échantillon avec 3 pl de Bacltiglf’ et incuber au noir pendant 15 minutes
2- Filtrer I'échantillon

Pour filtrer I'échantillon

1- Placer le sous-filtre de porosité 0.8 um swolee en verre fritté

2- L'humecter a l'aide de quelques gouttes deisalstline stérile filtrée

3- Placer le filtre noir de porosité 0.22 um susdeis-filtre

4- Déposer le cone de filtration et placer la piblEie de fagon a obtenir un systeme étanche

5- Mettre tout le contenu de I'éprouvette, a I'adlene pipette Eppendorf, dans le cone

6- Filtrer au moyen d'un vide faible

7- Rincer les parois du céne avec 5 ml de soligalime stérile filtrée en ringant bien les parois

8- Prendre une lame et y déposer une tres petittegde solution saline. Y déposer le filtre et
couvrir a I'aide d'une lamelle enduite d'une godtieile.

9- Identifier la lame et déposer une goutte d'hsllele coté supérieur de la lamelle

10- Compter la lame au microscope sur dix changpsssissement 1000X - Immersion

Le colorant BacLight (TM) permet de faire la dié@ce entre les bactéries totales et les viables
par leurs couleurs trés différentes. Les bacténieges sont rouges ou oranges; les viables sont
vertes.

Calcul : Nombre de bactéries par millilitre d'échantilloiM* Tc) / V

M : nombre moyen de bactéries par champs

V : volume d'échantillon filtré

Tc : Taille d'un champ microscopique au grossissgrh@00Xx
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ANNEXE Il — Choix de la concentration optimale poues deux diamétres de CAP-laboratoire
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Figure 9-1. TUO en fonction de temps pour 3 g (masse humid&}AlP-laboratoire de : a)

25 um; b) 200 pm avec des différentes doses dieggdevure — premiéere série d’essais.
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Figure 9-2. TUO en fonction de temps pour 3 g (masse humide&}AlP-laboratoire de : a)

25 um; b) 200 um avec des différentes doses diergdevure — deuxiéme série d’essais.
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Figure 9-3. TUO en fonction de temps pour 3 g (masse humide&}AlP-laboratoire de : a)

25 um; b) 200 pm avec des différentes doses diegiedevure — troisieme série d’essais.
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Figure 9-4. Consommation d’oxygéne en fonction de temps p@@AP de : a) 25 um; b)

200 um avec des différentes doses d’extrait deéegn mg C/L — premiére série d’essais.
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Figure 9-5. Consommation d’oxygéene en fonction de temps p@@AP de : a) 25 um; b)

200 um avec des différentes doses d’extrait deéegn mg C/L — deuxiéme série d’essais.
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Figure 9-6. Consommation d’oxygéne en fonction de temps po@AP de : a) 25 um; b)

200 um avec des différentes doses d’extrait deéegn mg C/L — troisieme série d’essais.
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Figure 9-7.Consommation d’'oxygéne en fonction de temps po@AP de : a) 25 um; b)

200 pm avec des différentes doses d’extrait deéegn mg C/L — quatriéme série d’essais



ANNEXE Il — Variation du pH lors d’un essai de rgarométrie

Tableau 9-1.Tests de mesure du pH dans chaque bouteille lonsedsai de respirométrie

Diameétre
de CAP, Echantillon Avant Aprés  Aprésla Aprés A lafin
(Lm) l'autoclavagkautoclavage levure le CAP d'essai
3 g CAP+200 mg C/L 7.77 6.83 7.55
3 g CAP+200 mg C/L 8.51 6.86  7.56
3 g CAP+5000 mg C/L 8.68 6.76 6.92
3 g CAP+5000 mg C/L 8.73 6.83  6.96
6 g CAP+200 mg C/L 5384 7.88 685 775 0
25um 6 g CAP+200 mg C/L 7.48 6.79  7.63
6 g CAP+5000 mg C/L 7.54 6.83 7.06
6 g CAP+5000 mg C/L 8.2 6.78 7.06
T3g 7.48 7.48 - -
T6g 7.29 7.29 - - 72-75
T600 8.52 8.52 - -
3 g CAP+200 mg C/L 7.65 6.66 7.12
3 g CAP+200 mg C/L 7.73 6.73 7.15
3 g CAP+5000 mg C/L 6.97 6.78  6.86
3 g CAP+5000 mg C/L 6.23 6.8 6.92
6 g CAP+200 mg C/L 9:3-84 5.62 6.76 7.416'3 ~68
200 um 6 g CAP+200 mg C/L 4.92 6.64  7.37
6 g CAP+5000 mg C/L 6.22 6.81 6.96
6 g CAP+5000 mg C/L 5.48 6.83  6.85
T3g 7.28 7.28 - -
T69 7.2 7.2 - - 70-73
T600 6.35 6.35 - -
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ANNEXE IV — Concentrations des la biomasse héténogthe aérobie des deux diameétres de CAP-laboratdérminées a 'aide

de la méthode de régression linéaire

Tableau 9-2.Zg du CAP-laboratoire de 25 pm pour deux massesrdiftes

Date Diametre '\;I]ifns;:e CASZ(’:r(]i) Conditions SubstraRépIicataPenteOl,:)C:?gr;Eié(“g C/SBSAP sec)
RN T
s mm o o1 g, | 020000
anaws sun 5 05 Ncleagli, 1 0SS osm e
2Ljulet2009 25um 3 09 Naclewodawagf Tl 5 107 00T 0
PR R — N S
16 juin 2009 25 um 6 1.8 NaCI/autocIavagg)ingre ; gigzg igé:g :3;1
o mun & 15 Naclamsegfl®, 1 00 0Im o
26 juin 2009 25 um 6 1.8 NaCI/autocIavagg)igaijtre ; ggigg iégg; 1333
21 juillet 2009 25um 6 1.8 Nac"a“tOC'avagg)iter\?Sre ; 8:322 11.;87018 3232
23juilet2009 25um 6 18 Naclewodawgf Ul 5 TR0 DIE




Tableau 9-3.Zgy du CAP-laboratoire de 200 um pour deux masseérdiifes

Masse de CAP, (g) Ordonné « Zpy

Date Diamétr%umide sSche Conditions SubstraRéplicata Pente lorigine (g C/g CAP sec)
17 juin 2009 200 um 3 1.02 NaCI/autocIavaggz)igjlijtre ; 8:1232 é:gg‘; jgj;
23 juin 2009 200 um 3 1.02 NaCI/autocIavag&Z)igjli:re ; %.111212 i:ggg; 17%18%6
29 juin 2009 200 pm 3 1.02 NaCl/autoclavaggzgjli:re ; 8:2?22 8:2‘222 19 18743
21 juillet 2009 200 pm 3 1.02 NaCI/autocIavaggz)igjlijtre ; 8:2222 8:;332 felc? .
23 juillet 2009 200 um 3 1.02 NaCI/autocIavag&Z)igjli:re ; (;)_ f35125 09'7773216 ﬁzz
17 juin 2009 200 pm 6 2.04 NaCl/autoclavaggzgjli:re ; 8:(1)832 i;i;g ;;32
23 juin 2009 200 ym 6 2.04 NaCI/autocIavaggz)igjlijtre ; 8:1:23 11;28265 32;2
29 juin 2009 200 ym 6 2.04 NaCI/autocIavaggz)igjlijtre ; 8:2232 'g_ '?f:f ggi
21 juillet 2009 200 pm 6 2.04 NaCl/autoclavaggzgjli:re ; %?8(:3;1 '3 'j::: ;gé
23 juillet 2009 200 um 6 2.04 NaCI/autocIavaggz)igjlijtre ; 8:2323 8:2223 géé
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Figure 9-8. TUO en fonction de temps pour les essais dee apljuin 2009 — 25 um; b) le 17
juin 2009 — 200 pm.
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Figure 9-9. TUO en fonction de temps pour les essais dee @pljuin 2009 — 25 um; b) le 23
juin 2009 — 200 pm.
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Figure 9-10.TUO en fonction de temps pour les essais dee apljuin 2009 — 25 um; b) le 29
juin 2009 — 200 pm.
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Figure 9-11.TUO en fonction de temps pour les essais du 2&§@009: a) 25 um; b) 200 pm.
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ANNEXE V — Zsy normalisée des essais avec du CAP-Opaline du 2&igr au 10
février 2010

Tableau 9-4.Valeurs de gy, la pente et I'ordonnée a I'origine pour I'essai 2D janvier 2010

avec du CAP-Opaline

Masse .
Ordonné ¢ ZgH ZBH

seéche, Réplicata Pente o
© l'origine  (mg DCO/L) (ug C/g CAP sec)
g

1 0.4471 -6.1524  0.00672 1.6398

o 2 04522 -6.2409  (0.00608 1.4849
1 0.4494 -6.0345 0.00752 1.3771

L2 2 0.4352 -5.6655 (.01121 2.0530
L5 1 038 -4.9134  0.02702 3.9581
2 0.3913 -5.0305 0.02338 3.4254

L8 1 0.3921 -4.958  0.02509 3.0632
2 0.3815 -4.7649  0.03123 3.8124

1 0.3424 -4.0006 0.07419 6.7923

2 2 0.3387 -3.8757 (.08492 7.7741
3 1 0.4372 -4.7022  0.02925 2.1425
2 0.3258 -3.3194  (0.15355 11.2456

a6 1 0.3091 -2.8845  (0.24903 15.1988
2 0.3086 -3.1593  0.18947 11.5641

e 1 0.2718 -2.4021  0.45397 22.1656
2 0.2808 -2.5509  0.37972 18.5403
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Tableau 9-5.Valeurs de &, la pente et 'ordonnée a l'origine pour I'essai 1D février 2010

avec du CAP-Opaline.

Masse seche, Ordonné Zgn Zgh
(9) Replicata Pente a l'origine(mg DCOJ/L) (ug C/g CAP sec)
003 1 0.707  -16.888 9.43E-08 0.0007

2 0.7077 -16.102 2.07E-07 0.0015

1 0.6515 -13.469 3.12E-06 0.0046

015 2 05743 -11.126 3.66E-05 0.0536
1 0.5664 -10.884 4.73E-05 0.0346

03 2 0.5471 -10.042 1.13E-04 0.0831
L5 1 0.4197 -6.1845 g.90E-03 1.0114
2 0.4148 -5.4708 1.43E-02 2.0878

. 1 0.3581 -4.5971 3.92E-02 2.8702

2 0.3335 -4.066 7.12E-02 5.2159
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ANNEXE VI — Zgy normalisée de I'essai avec trois sources de suistr

Tableau 9-6. Valeurs de &y, la pente et 'ordonnée a I'origine pour les triyises de substrats

testés.

. L'ordonné i ZgH ZgH
SubstratRéplicata Pente o
l'origine  (mg DCOJ/L) (ug C/g CAP sec)

) 1 05172 -20.814  2.15E-09 1.57E-06
Acétate
2 0.5146 -20.279  3.65E-09 2.68E-06
1 0.2644 -13.853  2.84E-05 2.08E-02
Glucose
2 02535 -13.120  2.76E-04 2.02E-01
Extrait 1 0.5072 -9.224 1.01E-05 7.43E-03
de levure 2 0.5411 -11.436  1.09E-05 7.96E-03
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ANNEXE VIl — Zgy normalisée des essais avec du CAP-Opaline avaoiae d’'OD

Tableau 9-7.Valeurs de g, la pente et 'ordonnée a I'origine pour les essénlisés avec la
sonde d'OD

Masse seche dePente Ordonnéa  Zpy Zgn
CAP, (9) l'origine (mg DCO/L) (ug C/g CAP)
0.03 1.0920 -9.2911 (0.00012 0.9020
0.15 1.0960 -8.1440  0.00039 0.5661
0.3 0.9855 -6.8467 0.00157 1.1489
1.5 0.4640 -1.3084 (.82347 120.62
2.1 0.2274 -0.6660  3.02806 316.82
2.7 0.1412 -0.1544 7.65715 623.12

3.3 0.0817 0.4859 22.5635 1502.30




