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Depuis les débuts de la dés i idon ,  c'est surtout le chlore qui a été utilisé. La découverte 

d'un Iien possible entre des sous-produits de désit&ection par le chlore, les trihaiométhanes 

m, et certains types de cancer a fàvorisé l'utilisation de d'autres désinfectants tel que 

le bioxyde de chlore. Une raison autre pour utiliser le bioxyde de chlore en tant que 

désinfectant est que le chlore est peu efkace contre C&ptosporidium. Giardia et 

Crypfosporidium sont responsables de plusieurs épidémies reliées à de l'eau potable, 113 

pour 1993-94, qui respectait les nonnes de qualité, environ la moitié des épidémies dues aux 

protozoaires. Étant donné que ces protozoaires sont difficiles à détecter et à énumérer, un 

indicateur d'efficacité de traitement est nécessaire- Le traitement à l'étude étant la 

désinfection, les bactéries sponilantes aérobies @SA) ont été sélectionnées comme 

indicateur. De plus, ces bactéries sont faciles à cultiver et à énumérer. La résistance à la 

désinfection, dans la présente étude, est traitée en utilisant le concept des Ct. Si les Ct des 

BSA sont supérieurs aux Ct des protozoaires, les BSAseront de bons indicateurs d'efficacité 

de la désinfection par le bioxyde de chlore. 

Les deux souches de BSA utilisées lors des essais sont Baciffus subfilis et une souche 

d'origine environnementale. Les deux souches ont été recultivées sur un milieu pauvre, le 
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R2A L'énumération a été faite par dilution a filtration des échantillons sur des filtres de 

0,4S Pm. Les filtres ont été incubés, après avoir été pasteurisés, sur des tampons imbibés 

d'un milieu de tripticase de soya (tripticase soya broth, TSB), pour une période de 18 à 24 

heures, à 3 5°C. Les comptes ont ensuite été faits et les résultats exprimés en mités formant 

des wIonies WC)- 

Le bioxyde de chlore est volatile. Pour minimiser les pertes à I'atmosphère, un réacteur par 

temps de contact a été utilisé. Il n'y avait pas de col d'air de présent dans ces réacteurs. 

Des flacons ambrés ont été utilisés pour éviter la photodécomposition du bioxyde de chlore. 

De L'eau MiiiiQm tamponnée est utilisée lors des essais et ces derniers ont été effectués à 

température de ia pièce, soit, environ 20°C * 2. 

Les Ct ont été calculés pour 1,2 et 3 log d'inactivation en utilisant le modèle de Chick- 

Watson. Pour B. subtiZïs, les Ct obtenus à pH 6,5 pour 1 mg/l sont de 216,9; 343,9 et 589,3 

mg*min/i. À pH 73, les Ct obtenus pour 1 m a  sont de 213,6; 372,6 et 472,3 mg*mùi/l. 

A pH 8,3, les Ct pour 1 mg/i sont de l33,l; 25 1,s et 326.7 m g * d .  Pour la souche 

environnementale, à pH 6,5, les Ct pour 1 mg/i sont de 39'7; 106'9 et 373 mg*min/l. À pH 

73, les Ct sont de 52'7; 201.3 et 540,8 mg*mid. À pH 8,3, les Ct obtenus sont de 80,5; 

l6SJ et 333,3 mg*min/l. D'après ces résultats, la souche de B. &tiZis utilisée lors des 

essais est plus résistante que la souche environnementale. Les Ct obtenus pour la 
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désinfion des BSA par Ie bioqde de chlore varient de façon importante en fonction du 

pH. Cet effet n'est pas le même d'une souche à L'sut; Les Ct varient aussi selon le 

microorganisme utilisé lors des essais. Ii faut donc tenir compte du pH et de la souche lors 

de l'analyse des Ct. 

La comparaison des Ct et les relations établies ne peuvent êtrevalables que pour les souches 

de BSA utilisées lors des essais. Ces essais sont à refaire à chaque changement de souche, 

de pK de type d'eau, d'oxydant et de température. 

II est observé que la souche de B. subtiIis est plus résistante au CIO, que ne le sont Giardia 

(Sous-Comité Fédéral Provincial sur l'Eau Potable, 1997) et Clyplsporidizmz (Korich et 

ai, 1990, Li et aï-, 1998, Ruffell et al. 1998) La souche environnementale est plus 

résistante que Giardia seulement. 



Since the beginnings of disinfion, c h o ~ e  has been the disinfectant of choice. The 

diswvery of a possiile iïnk between chlorine's disinfiectiection by-products, trihaIometfianes 

('EMS) and certain types of cancer has prompted the use of alternative disinfectants such 

as chlorine dioxide. An other reason for the use ofchlorine dioxide is that Cr)lpopridium 

is resistant to chlorine. Giarcii'u and C i y p f o p r i ~ m  are responsible for many epedemics 

tied to drllikùig water, 1/3 of the epidemics for 1993-94, that was within quality parameters, 

haifthe epidemics caused by protozoans. SUIce those protozoans are difücult to detect and 

enurnerate, a treatment efficiency indicator is necessary. Dis inf ion  being to treatment 

considered in this study, aerobic spodathg bacteria (ASB) were selected as indicators. 

This type of bacterium is easy to produce and count. The Ct concept is used in this study 

to measure the resistance to disinfection. If the bacteria's Ct is greater than that of the 

protomans then, the ASB will be good efficiency indicators for the disinféction by chlorine 

dioxïde. 

The two ASB strains used in the experiments are BaciIIus subtiiis and an enwonmental 

strain. The two strains were grown on R2A which is considerd to be a low nutrients media 

The bacterial count was made by diluting and f i i t e ~ g  sarnples on 0,45 pm filters. The nlters 
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were uicubated, afterbang pastewkeâ, on tnpticase soya broth (TSB) sbaked pads for 18 

to 24 hours, at 3 SOC. The ASB were then couated and results expressed as colonie forming 

units- 

Because chlorine dioxide is volatik, multiple reactors were useci, that is to say that one 

reactor was needed for each contact the. This was done so that the loss of chlorine dioxide 

codd be muiimized. Amber flasks were used to stop photodecomposition of the oxidant. 

BufFered MilliQm water was used for the experiments and these were done at roorn 

temperature (-20°C 2). 

The Cts were caIdated for 1,2 and 3 inactivation logs using Chick-Watson's law. For B. 

subtilis, the Cts obtained for a pH of 6,s and 1 m&l of CIO, are 21 6.9; 343,9 and 589,3 

mg*min/l. At a pH of 7,s and 1 mg/l ofC10, the Cts obtained are 213-6; 372-6 and 472-3 

m g * d .  At a pH of 8,3 and 1 mg/l of CIO, the Cts are 133,l; 251-5 and 326,7 mg*min/l. 

For the environmental strain, the Cts obtained for a pH of 6,s and 1 mg/l of CIO, are 3 9.7; 

106,9 and 373 m g * d .  At a pH of 7-5 and 1 mgA ofClO, the Cts obtained are 52,7; 

201,3 and 540.8 m g * d .  At a pH of 8,3 and 1 mg/l of CIO, the Cts are 80,s; 165,7 and 

333,3 mg*min/l. According to these results, the B. subtih srrain used for these experiments 

is more resistant than the environmental strain. The Cts caiculated for the disinfection of the 

ASB by chlorine dioxide varies greatly with the pH. The variations due to the pH are 
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different &om one strain to the next. The Cts also vary accordhg to the mïcroorganism used 

in the experiments. Therefore, the pH and the microorganism must be taken into account 

in the analysis of Cts. 

The cornparisons and relations estabbshed are ody applicable to the strains used in this 

snidy. The experiments have to be done again for every and any change in saaùis, pH. type 

of water, oxidant and temperature. 

The B. subtilis strain is found to be more resistant than either Gimda (Sous-Comité Fédéral 

Provincial sur l'Eau Potable, 1997) or C~tosponndium (Korich et al, 1990, Li et al-, 1998, 

RufEeii et al. 1998). The environmental strain is more resistant than G M a  but not 

C?-ypto~poridim. 



DÉDICACE ....................................................... iv 

................................................. REMERCIEMENT v 

RÉsUMÉ ......................................................... vi 

ABSTRACT ........................................................ k 

LISTEDESTABLEAUX ...,,,..,.,.,...,.,,..,,..,.,-,.,,..,.,.,,.-xvi 

*.. LISTE DES TABLEAUX EN ANNEXE ............................... xwu 

LISTEDESFIGURES .............................................. xix 

LISTE DES FIGURES EN ANNEXE ................................. xxii 

LISTE DES ABRÉVIATIONS ...................................... ><wv 

LISTEDESANNEXES ............................................ xxv 

CHAPITRE I : REVUE BIBLIOGRAPHIQUE ........................... 5 

1.1 Mise en contexte ............................................ 5 

1.2 Les protozoaires a la santé .................................... 7 

1.3 Les nonnes et les réglementations ............................. 12 

1.4 Lesindbteurs ............................................ 12 



xiii 

......................................... 1.5 Les spores de BSA 15 

........................................ 1 -6 Le bioxyde de chlore 17 

1.6.1 Particui~tésdubioxydedechlore ...................... 17 

1.6.2 Toxicité du bioxyde de chlore et de ses sous-produits ........ 18 

1.6.3 Le pouvoir désirnectant du bioxyde de chlore .............. 20 

1.6.4 Avantages du bioxyde de chlore par rapport au chlore ....... 22 

................................. 1.7 Les Ct et le bioxyde de chlore 23 

CHAPITRE II : MATÉRIEL ET MÉTHODES ......................... 24 

......................................... 2.1 Procédure générale 24 

2.1.1 Préparation des échantillons ........................... 25 

2.1.2 Désinfection ....................................... 25 

2 . 1 -3 Prélèvement des échantillons ........................... 26 

...................................... 2.1.4 Calcul des Ct 26 

2.2 Préparation du matériel ...................................... 30 

.......................................... 2.2.1 Verrerie 30 

2.2.2 Solutions ......................................... 31 

2.2.3 Préparation de I'ACVK ............................... 32 

2.3 Bactéries sporulantes aérobies @SA) ........................... 33 

2.3.1 Préparation du milieu de culture ........................ 33 



rnv 

2.3 -2 Préparation des cultures bacteriemes .................... 34 

2.3.3 MesuredesBSA .................................... 35 

2.4 Bioxyde de chiore .......................................... 35 

2.4.1 Préparation du CIO, ................................. 35 

.................................... 2.4.2 Mesure du CIO, 37  

CHAPITRE m : RÉSULTATS ....................................... 41 

3.1 Effets du bioxyde de chlore sur Bacifius ssubbtilis (ATCC 6633) ........ 41 

............ 3.1.1 Concentrations résiduelles de bioxyde de chlore 41 

3.1.2 Abattement de B . subtilis ............................. 44 

3.2 Effets du bioxyde de chlore sur une souche environnementale ......... 49 

3.2.1 Concentrations résiduelles de bioxyde de chlore ............ 49 

3 -2-2 Abattement de la souche environnementde ................ 52 

3 -3 Évaluation des Ct .......................................... 57 

3.3.1 Calcul des Ct deB- subtiiis ............................ 57 

.................... 3 -3 -2 Les Ct de la souche enviro~ementale 63 

....................................... CHAPITRE IV : DISCUSSION 70 

........................................ 4.1 Le bioxyde de chlore 70 

4-2 LesBSA ................................................. 71 



fCV 

................. 4.2.1 Effet du pH sur l'abattement des souches 72 

................................................. 4-3 LesCt. .  77 

............................. 4.3.1 LesCt en fonctiondu pH 77 

......................... 4.3.2 Les Ct en fonction de la souche 82 

4.3-3 Les Ct des souches a les protozoaires 

................................................ 83 

4.4 Comparaison avec le chlore a I'ozone .......................... 85 



LISTE DES TABLEAUX 

Tableau 1.1 : Ct pour différents microorganismes . . . . . . - . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 2 1 

Tableau 2.1 : Quantité de produits utilisés pour fibriquer les tampons à différents pK 

___-.- . . . ._. ._. .- ._--*- .- . - . , ,_, ._. , . , . . , . . , - . - . . , , . ,  32 

Tableau 3.1 : Écarts-types et concentrations résiduelles moyennes de CIO, en contact avec 

B, subtiiis- , , . - - . - . . - - - - .  . ., . . - .  - - - . - - - - - - . - - - - - - - - - - - 44 

Tableau 3 -2: Écart-types et concentrations résiduelles moyennes de CIO, en contact avec 

la souche environnementale, à différents pH. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 52 

Tableau 3.3 : Formules des Ct par pH pour B. subti2i.s- . . . . . .. . . . . . . . . . . . . . . . . 60 

Tableau 3.4: Valeurs de n par pH, par le nombre de log d'inactivation visé, pour B. 

subtilis. .,....c..-....---------.--.-...-.-..--.-------- 61 

Tableau 3 -5: Valeurs de Ct pour une concentration de CIO, de 1 mgn, pour B. s&ti2isS 

. . -_ . . . -_- - -_- ._-- . - - . - - - . , , ._ . , , . , . , , . , . , , , - . . , . . . . .  62 

Tableau 3.6: Formules des Ct pour la souche environnementale. . . . . . . . . . . . . . . . 67 

Tableau 3 -7: Valaas de n par pH, par le nombre de Log d'inactivation visé, pour la souche 

en*onnementde , . - . - . . c - - c - - . c - - . . . I . . . . - . - - . . - - . - - - . - - -  68 



Tableau 4- 1: Comparaison des Ct des souches de BSA . . . - . . . . . . . - . - . . . . . . . 83 



LISTE DES TABLEAUX EN ANNEXE 

............... TableauN.l~PertesdeC1O,paressaiàpH6.5pourB.mbtiIisS 105 

............... Tableau N.2. Pertes de ClO2 par essai a pH 7. 5 pour B- subtiZis 106 

. ............... Tableau IV.3 : Pertes de CIO, par essai à pH 8. 3 pour B mbtilis 107 

Tableau VI . 1 : Pertes de C l 4  par essai à pH 6. 5 pour la souche environnementale . 1 10 

Tableau M.2: Pertes de CIO, par essai à pH 7. 5 pour la souche environnementale . . 11 1 

Tableau VI.3: Pertes de CIO, par essai à pH 8. 3 pour la souche environnementale . . L 12 

........... Tableau IX I : Résuhats bruts de la souche environnementaie à pH 6. 5 118 

. Tableau IX 1 : Résultats bruts de B . sub~i2i.s à pH 6. 5 ........................ 119 



LISTE DES FIGURES 

Fimire 1.1 : Répartition des épisodes en fonction des mois 

(N=28. sans les empoisonnement par nitrates) 

Ti& de Kramer et al,, 1996, , . , , , , . , , , , . , . - - . - - - . . , , - . - . , . . . 8 

Fimire 1.2: Répartition des causes de maladies transmises par I'eau potable 

en 1993-94- Tirée de Kramer et al,, 1996, , . - , . , , , - - . . . - . . . . . , . , 9 

Fimre 1.3 : Répartition des origines des contaminations 

TiréedeKrameretal,, 1996. , , _ ,  , , , . . , . , , , - ,  , _ .  - - .  . - - - .  - .  . , 10 

Fimire 2.1 : Évolution du CIO, résiduel dans le temps, pour B. subtiiis à pH 6,5 . . 30 

Figure 2.2: Montage pour la production du CIO,. . . . . . . . . . . - . . . . . . . . . . . . . . 3 7 

Fimire 3.1 : Évolution du CIO, résiduel dans le temps à pH 6,s' pour B. su6tiIisS . . 42 

Figure 3 -2: Courbes d'abattement de B. mbtiIis à pH 6,s. . . . . . . . . . . . . . . . . . 46 

Fimire 3 -3 : Courbes d'abattement de B. sarbtilis à pH 73. . . . . . . . . . . . . . . . . . . 47 

Fimire 3 -4: Courbes d'abattement de B. sdtilis à pH 8,3. . . . . . . . . . . . . . . . . . . 48 

Fieure 3.5: Évolution du C1O2 résiduel dans le temps à pH 6'5, pour la souche 

enviromementale. . - . _ .  - ., , , , , , , , , . , , . , . . . , - . - - _ - - , - , . - , . , 50 



XX 

Fimire 3 -6: Courbes d'abattement de la souche environnementale a pH 6.5 ...... 54 

Fimire 3 -7: Courbes d'abattement de la souche environnementaie à pH 7.5 ...... 55 

Figure 3 -8: Courbes d'abattement de la souche enviro~ementale à pH 8.3 ...... 56 

Fimire 3 -9: Courbes de Ct pour B . subtiiis a pH 6.5 ........................ 58 

Fipre  3 -10: Courbes de Ct pour B . subtilis à pH 7.5 ........................ 59 

Fimire 3.13 : Courbes de Ct pour la souche environnementaie à pH 6,s .......... 64 

Figure 3.14. Courbes de Ct pour la souche environnementale à p H  7.5 .......... 65 

Fimire 3.15. Courbes de Ct pour la souche environnementaie a pH 8.3 .......... 66 

Figure 3.16. Valairs de Ct pour la souche envir~nnementale~ ................. 69 

Fieure 4.1 : Abattement de B . subtilis à 5 mg/17 pour différents pH ............. 73 

Fimire 4.2: Abattement de la souche environnementale à 5 mgii. pour différents p H  



Fîtjure 4.3 : Ct de la souche environnementale en fonction du pH. . - . . . . . - . . . . . 79 

Fimire 4.4: Comparaison des Ct des spores de BSA et des kystes de protozoaires 



LISTE DES FIGURES EN ANNEXE 

Fimire II. 1: Courbe de d'bration pour la spectrophotomitrie avec ACVK, à 548 nm. 

, . , . . . , . , ~ . , , - , - , . , . - ~ . - . - - , , , - ~ * * * * . - - - . * ~ * . . ~ ~ *  102 

Fiwre III. 1: Évolution du CIO, résiduel dans le temps à pH 73,  pour B. subtilis. . 103 

Fimire m.2: Évolution du CIO, résiduel dans le temps à pH 8,3, pour B. subtiZis. - 104 

Fimire V. 1: Évolution du CL02 résiduel dans le temps à pH 73, pour la souche 

environnementale- - - - - . - - - - - . - . . , . , . . . . . - . . . , - , - . - . - . . . . - 1 O8 

Fieure V.2: Évolution du Cl02 résiduel dans le temps a pH 8,3, pour la souche 

environnementale . - - . . . . . - - . - . . . - . . - - , , - , , . , . , , , , c . , . , . r .  109 

Fimire VIII. 1 : Intervalies de confiance pourB. subtilis à un pH 6,s. . . . . . . . . . . . . 1 14 

Fimrre VIII.2: Intemalles de confiance pour B. subtilis à un pH 7,s. . . . . . . . . . . . . 115 



XXUi 

Fimire W . 3  : Intervalles de confiance pourB. subtili" à un pH 8,3. . . . . . . . . . . . . 1 15 

w e  W.4: Inte~aiies de confiance pour la souche d'origine environnementale a un pH 

6'5, ................................................. 116 

Figure Vm6: Intervalles de confiance pour la souche d'origine environnementale à un pH 



AOX: 

BHA: 

BSA- 

CDC: 

cm: 
PL: 

SDWA: 

S m :  

m: 
TSA: 

TSB: 

TTC: 

WC: 

USEPA: 

Organohalogénes adsorbables sur charbon actif 

Bactéries Hétérotrophes Aérobies 

Bactéries Sponilantes Aérobies 

Centers for Disease Control and Prevention 

Code ofFederal Regdations 

Public Law 

Safe Drinking Water Act 

Surfàce Water Treatment Rule 

Trihalométhanes 

Tripticase Soya Agar 

Tnpticase Soya Broth 

Tnphenyl Tretrazolium Chloride 

Unité formant une colonie 

United States Environmental Protection Agency 



LISTE DES ANNEXES 

ANNEXE 1: 

ANNEXE II: 

ANNEXE III: 

ANNEXE IV: 

ANNEXE v: 

ANNEXE VI: 

ANNEXE VIT: 

COURBE DE CALIBRATION POUR LA MESURE 

DU BIOXYDE DE CHLORE PAR 

LA MÉTHODE AUX RAYONS W. À 360 nm- 

. - , - - - - - * . , . . . * . . . , . . , . - . . . - . - - - - - . - . - . . . , , , , - . - - - - -  101 

COURBE DE CALIBRATION POUR 

LA MESURE DU BIOXYDE DE CHLORE PAR 

LA MÉTHODE A L' A C V ~  548 nm. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 102 

PERTES INITIALES DE CIO, POURB. S ~ ~ ~ S  . . . . . . . . . . . 105 

GRAPHIQUES DES CONCENTRAONS 

DE CIO, RÉSIDUU POUR 

LA SOUCHE ENVIRONNEMENTALE À pH 7,s ET 8,3 . . . . . . 108 

PERTES IlWïbUES DE CIO, 

POUR LA SOUCHE ENVIRONNEMENTALE . . , , . . , , . , , . . - 1 10 

TESTS D'AGGLUTINATION 

POUR LA SOUCHE ENVIRONNEMENTALE . , . , , . , , . . , . - . 1 13 



XXVl 

ANNEXE VIII: INTERVALLES DE CONFIANCE DES COURBES DE CT - . - 114 

ANNEXE IX: RÉSULTATS BRUTS . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 1 18 



À l'aube du XXièrne siècle, la d é s i i d o n  systématique de l'eau potable a été implantée 

dans plusieurs villes d'Amérique de Nord. Le but de la désinfion est d'éliminer les 

microorganismes pathogènes pour protéger la santé publique. Cela entraha une diminution 

du nombre de maladies transmises par l'eau de consommation Au cours des années 70, la 

découverte des trihalométhanes 0 a mis en évidence certains effets négatifs de la 

désinfection par le chlore. Ceci a provoqué une remike en question de l'utilisation de ce 

désuifectant. Afin de solutionner ce problème, plusieurs études ont été entreprises. 

Certaines avaient pour objectif I'enlèvement des précurseurs des THM et par voie de 

conséquence, la moindre formation de THM Ion de l'ajout du chlore. D'autres chercheurs 

ont plutôt tenté de trouver des produits de remplacement pour le chlore. C'est ce qui a 

conduit à la réalisation de plusieurs études sur le bioxyde de chlore. 

Tous les microorganismes ne peuvent être mesurés. Des indicateurs peuvent être utilisés 

pour s'assurer que la plupart des microorganismes sont enlevés ou inactivés. Un bon 

indicateur est un organisme ou une particule qui se comporte de la même façon que 

l'organisme ou le groupe d'organismes visé en a qui a trait auxtraitements de potabiiisation 

de l'eau et qui est plus fàcile à détecter et à mesurer. Un indicateur d'efficacité ne renseigne 
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pas sur la présence ou l'absence du microorganisme pathogène, mais il témoigne plutôt de 

l'efficacité de la chauie de traitement à enlever ou à inactiver des particules ou des 

microorganismes. Présentement, les wiifiormes fécaux sement à la vérification de la qualité 

de l'eau brute; ils indiquent s'a y a eu une contamination récente par des eaux usées. Les 

coliformes totaux servent d'indicateurs de la qualité de I'eau trait&, Ils sont mesurés à ia 

sortie de l'usine et dans le réseau de distribution. La réglementation en place (Règlement 

sur l'Eau Potable, 1997) exige une absence quasi totale des coliformes totaux dans L'eau de 

consommation L'étude de Payment et al. (1993) a mis en évidence les fàiblesses des 

indicateurs utilisés maintenant. Ainsi, même lorsque la réglementation est respectée, l'eau 

potable peut avoir un effet sur la santé du public, comme en témoignent certains événements 

malheureux tel que l'épidémie de Milwaukee m e r  et al-, 1996). De nouveaux 

indicateurs sont envisagés. Les p~cipaux sont la turbidité, les comptes de particules et les 

spores de bactéries sporulantes aérobies @SA). La turbidité est facilement mesurée à l'aide 

d'un tuhidimètre alors que les particules sont mesurées par un compteur de particules qui 

est beaucoup plus coûteux et difficile à utiliser. Il n'y a pas de norme qui existe pour le 

nombre de particules. Lorsque ces variables sont mesurées le long d'une chaîne de 

traitement, l'efficacité d'enlèvement physique des différentes unités de traitement peut être 

déterminée, 

Les BSA sont principalement du genre BaciIZus et eues sont entraînées dans l'eau par le 
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ruissellement et le lessivage du sol bordant le cours d'eau. Enes peuvent aussi être présentes 

dans l'eau usée, mais elles ne sont pas représentatives d'une intrusion d'eau usée dans l'eau 

potable (Sneath et al. 1984). Selon plusieurs auteurs, Ie genre Bucillus est généralement 

non pathogène (Rice et aL, 1994, 1996, Sneath et al-, 1984). Ces bactéries forment des 

endospores qui, saufexception, sont itifén'eures à I pm de diamètre (Sneath et al-, 1984)- 

Eues peuvent être plus résistantes que les kystes et les oocystes des protozoaires, du moins 

dans le cas du chlore (Barbeau, 1996). Les endospores sont formées en présence de 

conditions défavorables. La mesure de leur concentration dans l'eau est aisée et peu 

coûteuse (Barbeau, 1996, Lytle et UL, 1996). Il est donc facile de suivre leur concentration 

dans une usine de traitement et d'ainsi évaluer l'efficacité de chacune des unités de 

traitement. En général, les BSA ne sont pas dangereuses pour la santé humaine (Sneath et 

al-, 1984, Lytle et al., 1996). Elles peuvent être utilisées comme indicateurs de l'inactivation 

des protozoaires a cause de leur résistance face à la chloration égale ou supérieure à celle 

des Giardia (Barbeau, 1996). Les BSA n'indiquent pas la présence ou l'absence des 

protozoaires mais, leurs variations de densité indiquent plutôt l'efficacité du traitement pour 

les enlever ou les inactiver. A partir de mesure de concentrations de BSA dans une chaîne 

de traitement, une évaluation de l'efficacité des dinérents procédés pour éIuniner ces 

microorganismes peut être f ~ t e  (Barbeau, 1996, Ndiongue, 1999). IL est ensuite possible 

de supposer que les unités de traitement qui ont pour but l'éiimination des particules seront 

au moins aussi efficace pour enlever les kystes a les oocystes de protozoaires qui sont de 



pIus grande taille que les B S k  

Le Ct est un concept selon lequel un même pourcentage d'enlèvement des microorganismes 

est obtenu lorsque le produit de la concentration du désinfectant par le temps de contact est 

maintenu constant. En d'autre mots, ii est possible de maintenir le même taux d'enlèvement 

lorsque la concentration du désinfectant diminue d'un certain facteur à la condition 

d'augmenter le temps de contact par un même facteur. Les modèles mathématiques pour 

le calcul des Ct ont des facteurs, en exposant, qui viement modifier la concentration ou le 

temps ou les deux. En utilisant ce concept, il est possible de comparer la résistance de divers 

microorganismes et l'efficacité de divers désinfectants dans des conditions données. 

Barbeau (1996) a mesuré les Ct des BSA pour le chlore. Il a ensuite comparé les résultats 

obtenus avec les Ct de Giiudia publiés dans le guide du United-States Environmental 

Agency (USEPA, 199 1). 

La présente étude concerne l'évaluation des Ct des BSA en présence de bioxyde de chlore. 

Dans un premier temps, des courbes de Ct seront déterminées pour ['inactivation d'un 

souche de référence: BaciI2u.s subtilis. Par la suite, des courbes de Ct seront déterminées 

pour une souche d'origine environnementale. L'efficacité du bioxyde de chlore pour 

inactiver les BSA sera vérifiée en fonction du pH, en eau ultra-pure tarnpomée pour les deux 

souches de BSA 



CHAPITRE1 

REVUE BIBLIOGRAPHIQUE 

1.1 Mlse en conteste 

Au début du siècle, plusieurs maladies, teiies que le choléra et la fièvre typhoïde, causées par 

des bactéries transportées par l'eau ont promu l'implantation de la désinfection par le chlore. 

Le chlore a permis de réduire de façon importante ces maladies. Ce fÙt un avantage 

importante pour un inconvénient mineur, c'est-à-dire, les goûts transmis à I'eau par le chlore 

lorsqu'il réagit avec des composés azotés (chloramines) (Desjardins, 1997). En 1974, la 

découverte d'un lien entre la chloration et les trihalométhanes (THM), soupçonnés être 

cancérigènes, (Rook, 1974) a fait en sorte que l'utilisation du chlore comme désinfectant de 

l'eau potable a été remise en question. Les THM sont des produits de réaction entre le 

chlore et les précurseurs présents dans l'eau naturelle. Les précurseurs de THM sont des 

composés organiques qui sont présents dans I'eau naturelle et qui peuvent réagir avec le 

chlore (Christman et Gjessing, 1983). Deux stratégies peuvent être appliquées pour inhier 

la formation de THM Les précurseurs de THM peuvent être retirés de I'eau avant L'ajout 

du chlore par des traitements physiwthimïques telle que la coagulation-floculation, la 

décantation et la filtration. L'autre stratégie est d'utiliser des oxydants qui ne formeront pas 



de T'HM lorsque 116s en contact avec les préairseun. 

Plusieurs types de microorganismes peuvent affecter la santé. Par exemple, L'hépatite A est 

causée par un virus, la giardiose est causée par un protozoaire. Chaque type de 

microorganismes a ses propres auacténstiques, telles que sa taille a sa résistance a m  

différents oxydants. Les Wus sont petits, de 0,02 à 0, 1 p m  (APHA et al, 1992) et peuvent 

passer facilement au travers des Btres. Les formes résistantes des protozoaires, estes et 

oocystes, sont de plus grande taille' soit de 5 à 12 (Dubey et al, 1990). Dans certaines 

conditions, ils peuvent passer à travers les filtres de 1 pm (Bitton, 1994). Ces deux types 

de microorganismes montrent une bonne résistance face au chlore. Les Ct du virus de 

l'hépatite A avec le CIO, varient entre 1'8 rng'minll à pH 6,O et 12,3mg*mui/l à pH 10,O 

pour 99'99% d'inactivation, à 5OC (Sobsey, 1989); de 3mg*mid à pH 6,0 et de 6 mg*& 

à pH 10,0, 2s0C (Sobsey, 1989). Les kystes du protozoaire Gimdia Imnblia ont un Ct de 

54 rng*min/i à pH 6'0 à 192 mg*min/l à pH 8,0, à 5°C (Sobsey, 1989). Les Ct élevés pour 

inactiver les kystes et les oocystes des protozoaires ont amené les chercheurs à s'interroger 

sur ïirnportance des protozoaires comme cause de maladies. Comme ces microorgm-srnes 

sont peu abondants et très diciles à détecter, des travaux ont été orientés vers la recherche 

d'indicateurs de présence ou d'indicateurs de performance des chaînes de traitement pour 

les éliminer. Les spores de BSA sont considérées comme d'évenaids indicateurs de 

performance de traitement pour enlever ou inactiver les iqstes et les oocystes des 



protozoaires Des travaux ont été faits pour montrer la résistance des spores de BSA au 

chlore (Barbeau, 1996) et à l'ozone (Fade, 1998). La résistance de ces microorganismes 

au bioxyde de chlore est peu documentée. L'efficacité du ClO2 a inactiver les spores de 

BSA sera étudiée et comparée à l'efficacité du chlore. 

1.2 Les protozoaires et la santé 

Dans une étude américaine, Kramer et al. (1996) a dénombré 30 épidémies de maladies 

causées par l'eau de consommation dans17 états et dans un temtoue durant les années 

1993-94, aux Étatsunis. Cela a affecté 405 366 personnes. Il va de soit que seul les 

épidémies rapportés ont été analysés. Les auteurs doutent que toutes les épidémies aient été 

reconnues et rapportées. La compilation des domées a été f8ite par le Centers for Disease 

Control and Prevention (CDC), le US Environmentai Protection Agency (USEPA) et le 

Concil of State and Territorial Epidemiologists. La figure 1.1 montre la répartition des 

maladies en fonction des mois pour les années 1993-1994. 

Sur les 30 épidémies, 16,7% sont de cause inconnue, 23,3% sont causées par des bactéries, 

26.7% par des contaminants chimiques et 33'3% par des protozoaires (voir figure 1.2). Les 

origines de ces contaminations sont nombreuses (figure 1.3). Le réseau de distribution est 

mis en cause dans 26,7% des cas. La cause du problème, recroissance ou intrusion, n'est 
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Fimire 1.1 : Répartition des épidémies en fonction des mois 

(N=28, sans les empoisonnements par nitrates) 

Tirée de m e r  et al., 1996. 

pas spécifiée pour tous les cas. Au moins un cas serait dû a i'intrusion. Une défaillance du 

traitement serait responsable de 23,3% des cas, l'utilisation d'eau souterraine non-traitée de 

36,7% des cas alors que 13,3% des cas ne peuvent pas être expliqués. Dans cette étude, 14 

épidémies ont été causées par l'utilisation de i'eau à des fins récréatives, ceci en plus des 30 

épidémies reliées à l'eau de consommation. Dans 71,5% des cas, un protozoaire non 

spécifié était la cause de la maindie. 



bactéries 

inconnu ( 

i (23,30%) 

Fimire 1.2: Répartition des causes de maladies transmises par l'eau potable 

en 1993-94, Tuée de Ktamer et ai., 1996, 

Une compilation plus récente des maladies reliées à l'eau potable (Schneider, 1998), montre 

que les protozoaires sont responsables de près de 25% des épidémies entre 1976 et 1994. 

Cette même étude montre que Cgpfopridium et Gimda sont responsables de 24% des 

épidémies et de 82,4% des maladies (Shneider, 1998). 

Les deux protozoaires les plus associés aux infections et aux maladies sont G i d a  h b l i a  

et Crptosporidium parvumparvum Ils sont très résistants à la désinfection (Dubey et al., 1990, 

Sobsey, 1989). Les kystes de Gimdia sont de fonne ovale et ils ont une longueur de 8 à 12 

Pm et un diamètre de 7 à 10 Pm. L'épaisseur de leur paroi est de 0'3 à 0'5 Hm (Sheffield, 

1979). Les oocystes de C ~ t o s p o r i ~ - u m  ont environ 5 pm de diamètre (Dubey et aL, 
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1990). Leur récupération, leur détection ainsi que leur mesure sont très difEciIes (Himcock 

et al., 1998). La mesure de ces microorganismes doit être fate par microscopie en contraste 

de phase mancock et al-, 1998) et l'observation est dificile. Ces difficultés rendent 

l'utilisation d'indicateurs de qualité souhaitable- À défâut d'avoir un tel indicateur, un 

indicateur de performance du traitement pour I'enlwement et I7inaCtnration de ces 

microorganismes doit êae trouve. 

inconnu 

dis 

eau souterraine 

Fimire 1.3 : Répartition des origines des contamùiations de l'eau potable. 

Tirée de Kramer et a(,, 1996. 
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Lors d'une étude sur la qualité des eaux souterraines, Hancock et al- (1998) ont prélevé 253 

échantdions dans 149 puits verticaux, 82 dans 35 sources, 45 dans 4 galeries d'infiltration 

et 83 dans 11 puits horizontaux, pour un total de 463 échantillons dans 199 sites. Ces sites 

sont situés dans 23 des 48 états contigusS Cinq pour cent des puits verticaux contenaient des 

Crpfopridicaum etlou des Giaria, don que 26% des sources~ 50.A des galeries 

d'infiltration et 45% des puits horizontaux contenaient des C'fo~ri~um etlou des 

Giardia. La détection des protozoaires a été fite par imrnunofluorescence a la 

confirmation a été f i t e  par microscopie en contraste de phase (interférence différentielle ou 

modulation de Hoffman). 

Lors d'une synthèse bibliographique de 1978 a 1986, Sobsey (1989) dénombre 92 épidémies 

impliquant 24 365 personnes qui ont été causés par G i d a  a un épisode impliquant 117 

personnes causé par Cry~tosporidium~ Ii y a 25 1 épisodes touchant 6 1 478 personnes dont 

l'agent étiologique n'a pu être identifié. Les seules épidémies considérées dans cette étude 

sont celles qui ont été rapportées au CDC ou à I'USEPA Dans la compilation de Scheider 

(1998), 15 839 personnes ont été atteintes de gairdiose entre 1976 et 1994, et 419 932 ont 

été atteintes de cryptosporidiose. 



1.3 Les normes et les régitrntntatïons 

La réglementation actuelle sur la qualité de l'eau potable est basée sur deux groupes de 

microorganismes wlifomes soit les colifornes totaux et les coliformes féceun Selon le 

règlement sur I'eau potable mègfement sur l'Eau Potable, 1997) "au moins 90% des 

échantillons doivent être exempts de toutes bactéries coliformes et aucun échantillon ne d o t  

contenir au total plus de dix bactéries coliformes dans 100 ml d'eau, dans le cas où plus de 

10 échantülons sont prélevés sur une période de 30 jours consécutifj." Lorsque moins de 

10 échantillons sont préleves dans un mois, pas plus d'un échantiIlon ne doit contenir des 

bactéries coliformes et il ne doit pas y avoir plus que 10 bactéries coliformes dans 100 ml 

d'eau. Selon le Safe Druikuig Water Act (Public Law, l986), les microorganismes suivant 

doivent être absents: G. damblia, Legionellcr, les wlifonnes totaux et les virus. Dans le 

Surface Water Treatment Rule (Code of Federal Reglementation ou CFR, 1989), un 

enlèvement de 3 log de G. lamblia et un enlèvement de 4 log des virus entériques sont 

exigés. Depuis le 30 novembre 1998, le niveau de contamination accepté pour 

Crpto~poridim est de zero (Code of Federal Reglementation, 1998). 

1.4 Les indicateurs 

Les coliformes totaux servent d'indicateurs de la qualité de l'eau après le traitement a les 
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coliformes f m  servent d'indicateurs de pollution fecales et de la qualité de l'eau brute. 

Kramer et al. (1996) ont noté que sur 9 épidémies causées par des protozoaires, il y en avait 

4 où Les nonnes sur les coliformes étaient respectées en tout temps. Les coüformes ne 

semblent donc pas être de bons indicateurs de la qualité de L'eau potable. Paymemt et al. 

(1993) n'ont pas mesure de relation entre les épidémies gastrointestinales et les indicateurs 

de qualité d'eau qu'ils ont évalués. D'après les auteurs de ces deux études, les indicateurs 

utilisés actuellement (coliformes totaux et f#aux) ne permettent pas de prédire les effets de 

l'eau potable sur la santé. Ce sont plutôt des indicateurs de pollution de la source d'eau 

brute (coliformes fécaux) ou des indicateurs de la qualité microbiologique de I'eau traitée 

(coliformes totaux). Les coliformes seraient de mauvais indicateurs de la qualité de l'eau, 

parce qu'ils sont éliminés bien avant les virus entériques et les protozoaires (Payment et al., 

1993)- Il faut donc trouver de meilleurs indicateurs. 

Les principaux indicateurs à l'étude sont la tuhidité (Ndiongue, 1999)' les compteurs de 

particules (Nour' 1998, Ndiongue, 1999)' C20~dium -gens, les bactéries 

hétérotrophes aérobies @HA) et les bacteries sporuiantes aérobies @SA) (Rice et ai., 1994, 

1996, Lytle et al., 1996). Pour vérifier l'efficacité de la désinfection, il est préférable 

d'utiliser un microorganisme &cile à mesurer et plus résistant que les coliformes. Rice et aL 

(1 994,1996) ont suggéré l'utilisation des bactéries du genre Bacillus. Le genre Bacilhs est 

généralement non pathogène (Rice et al., 1994, 1996, Sneath et aL, 1984). Ces bactéries 
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sont simples à cultiver a elles sont présentes en grand nombre dans la plupart des eaux 

brutes. Eues se multiplient dans le sol et non dans l'usine de traitement. Le suivi de leur 

concentration le long d'une chaîne de traitement permet de mesurer L'efEcacite de 

l'enlèvement physique par les procédés de coagulation-floailation-décantation-flfration 

(Ndiongue, 1999) et de Pinactivation chimique par le procédé de désinfecfion (chlore, ozone 

ou bioxyde de chlore) (Barbeau, 1996, Facile, 1 998, Rice et al-, 1994, 1 996, Lytle et ai-, 

1996). De plus ce genre est résistant à la d é s i i d o n  (Rice et al., 1994, 1996)- Si un 

organisme indicateur est utilisé pour l'inactivation des protozoains, le niveau de disùifection 

va dépendre de la résistance de l'indicateur et de la relation établie entre les deux organismes 

(Narkis et al., 1995). 

La résistance des BSA au chlore est importante (Barbeau, 1996). EUe est du même ordre 

de grandeur que celle de Giardia, soit un Ct d'environ 100 mg*min/l pour la souche 

d'origine environnementale de l'usine Atwater, ville de Montréal (Barbeau, 1996) comparé 

à un Ct de 122 pour Gimdia à 10°C (SWTR) pour un enlèvement de 3 log à un pH 7. Pour 

ces conditions, le Ct de la souche d'origine environnementale est plus faible que celui de 

Giardia. Les valeurs de Ct de la souche environnementale et de Giardia sont semblables 

pour 3 log d'inactivation à 20°C, soit de 60 mg*min/l pour la souche d'origine 

environnementale de l'usine Atwater, d'environ 275 mg+xnin/l pour la souche d'origine 

environnementale de I'usîne Ste-Rose, ville de Laval (Barbeau, 1996) et 58 mg*mid pour 
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Giarrlu (SWTR). Le Ct de la souche de Bucii'us mbtilis étudiie était de 200 mg*min/l 

pour 3 log d'inactivation a 20°C (Barbeau, 1996). 

1.5 Les spores de BSA 

Les spores sont des formes résistantes des bactéries. Cette résistance est causée par leur 

paroi qui est composée majoritairement de protéines (-7W) (Murrell, 1967, Rose, 1968). 

La paroi contient aussi du dipicolhate de calcium, des Lipides et des hydrates de carbone 

(Murrell, 1967). L'intérieur des spores, ou le cortex, contient surtout des glycopeptides 

(Rose, 1968). Pour fins de comparaison, les kystes de protozoaires ont une paroi composée 

de glycoprotemes ( Kreiker et Baker, 1987) a de chitine (Fayer, 1997, Meyer, 1990). 

Les protéines sont présentes dans les parois des spores de BSA et des kystes de 

protozoaires. Les protéines en général ont quatre niveaux de structure: 1) leur séquence 

d'acides aminés; 2) la structure secondaire qui est une série de repliements sur 2 dimensions, 

soit en hélice, soit en feuille; 3) la structure tridimensio~elle qui rend le polypeptide actif 

biologiquement et 4) L'organisation de plusieurs polypeptides en protéine à sous-unité 

multiples (Horton et ai., 1992). Les protemes peuvent émdénaturée~~ La dénaturation est 

le changement de la conformation de la proteme qui engendre la perte de son activité 

biologique @orton et al., 1992). Ceci peut être causé par des changements 



16 

environnementaux ou des traitements chimiques (Horton et al., 1992). Le pH peut 

engendrer la dénaturation en changeant l'état ionique des chahes ionisables des protéines ce 

qui peut causer 1) le bris de liens hydrogène a 2) la création de  zone de répulsion (Horton 

et al., 1992). La température peut causer la dénaturation en augmentant l'énergie de 

vibration e t  de rotation ce qui destabitise les Kens les plus nagiles de la structure 

trïdimensiome~e (Horton etai-, 1992). De fkibles changement de température ou de pH 

cause une dénaturation qui n'est pas permanente. Les protéines retrouvent leur 

conformation lorsque les conditions reviennent normales. Un changement excessif de ces 

facteurs engendre une dénaturation permanente (Horton et ai-, 1992). 

D'autres composants imporîants sont les Lipides. Ce sont des composés qui sont insolubles 

dans l'eau (Horton et al., 1992). Ils sont aussi affectés par le p K  Au niveau de la paroi, ou 

de la membrane, la couche de  lipides devient plus perméable lorsque le pH augmente (Sproul 

et al., 1983). 

L'abatkment des spores de BSA peut ne pas être héaire (Haas et al., 1995). À la fin des 

courbes d'abattement, un ralentissement est obsexvé. Ce ralentissement de la vitesse 

d'abattement est généralement attribué à quatre phénomènes: 1) le passage à une forme plus 

résistante (de bactérie à spore) pendant l'inactivation; 2) L'existence de variations génétiques 

dans la population; 3) la protection d'une sous-population ou une variation de la dose 



d'oxydant reçue; 4) L'agglutination d'une sous-population (Haas et aL, 1995). 

1.6 Le bioxyde de chIore 

1.6-1 ParticularWs du bioxyde de chiore 

Le bioxyde de chlore est un gaz, il est donc sensible à la température et a la pression 

(Latshaw, 1994). L'instabilité de ce composé rend son transport dangereux et il doit donc 

être produit sur place. 11 est explosif à des concentrations supérieures à 10% dans l'air 

(White, 1986). Dans cette étude, le bioxyde de chlore en solution aqueuse est utilisé. Le 

dosage du C I 4  en solution aqueuse peut être fit par titrage iodométique (APHA et al., 

1992) ou par colorimétrie à L'ACVK (Masschelein et al., 1989). Le  bioxyde de chlore se 

décompose en chlorites et en chlorates. Cette réaction augmente avec le pH pour devenir 

totale a un pH de 11 (Doré, 1989)- 

La demande en CIO, est affectée par la qualité de l'eau. Par conséquent, cette demande 

varie le long d'une filière de traitement. La filtration sur sable (5rnh) fait légèrement baisser 

la demande en bioxyde de chlore de O, 1 à 0,s mgll par rapport à l'eau brute et l'ozonation 

la fait baisser encore de 0,25 mgll par rapport à l'eau filtrée (Monsette et al., 1996). La 

filtration sur charbon actifbiologique fâit baisser la demande en bioxyde de chlore 2 à 3 fois 
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plus que l'ozonation soit environ 0,7 mgfl (Morissette, 1993). Puisque la matière en 

suspension peut protéger les microorganismes en &ectuant une demande en oxydant (Naskis 

et al, 1995), les étapes de traitement précédant la désinfîon sont importantes. 

Le bioxyde de chlore ne forme pas de THM (Doré, 1989). Par contre, ii peut réagir avec la 

matière organique (Hoigné a Bader, 1994). Hoigné et Bader ont montré que le CIO, réagit 

avec les phénols avec des constantes de réaaion qui varient de 46 à 1,4 x 10' mol-' S-'. Ces 

auteurs ont aussi montré que le CIO2 réagit peu avec les composés azotés ou sdfÙrés, les 

constantes de réactions allant de 1 x 106 à 6 moPL 6. Les composés qui ne comportent pas 

de phénol dans leur composition sont en général peu réactiflorsqu'ils sont en présence de 

CIO, (Hoigné et Bader, 1993). 

1.6.2 Toxicité du bioxyde de chlore et de ses sous-produits 

Quelques vérifications bibliographiques sur la toxicité du bioxyde de chlore ont été faits. Ces 

études portent sur les effets des sous-produits tel les chlorites (CIO,') et les chlorates (CIO,') 

plutôt que sur ceux du bioxyde de chlore. Ceci est dû surtout au fàït que 70% du bioxyde 

de chlore en solution diluée est rapidement décomposé en CIO,' puis une petite quantité, 

non-spécifiée, passe en ClO; (Noack et Doerr, 198 1, Werdenhoff et Singer, 1987). 

Lorsque les sous-produits du bioxyde de chlore, les chlorites (CIO;) et les chlorates (C10,1, 
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sont in vivo üs peuvent conduire à la production de peroxyde d'hydrogène @I2OJ Ceci 

cause L'anémie hémolytique par l'oxydation de l'hémoglobine en métagiobine (Couri et al., 

1982, Heffeman a al., 1979). Ii est possible de diminuer le CIO; en utilisant un traitement 

au charbon activé granulaire, par contre' le CIO; est beaucoup plus d i f i d e  à retirer de l'eau 

(Gonce et Voudrias, 1994)- 

Daniel et ai. (1990) ont comparé les effets toxicologiques du chlore, des monochioramines 

et du bioxyde de chlore. Les essais ont été fats sur des rats en utilisant des concentrations 

que les auteurs considèrent comme étant subchroniques. Les auteurs ont noté que le chlore 

n'avait pas d'effet toxiwlogique. Les rats qui consommaient une eau contenant 200 mg/l 

de monochloramines se sont développés moins rapidement. Leur gain de poids moyen 

n'était que de 5 1% de celui du groupe contrôle. Enfin, les auteurs ont noté que les rats qui 

consommaient une eau contenant 200 mgtl de CIO, avaient un gain de poids d'environ 26% 

uiferieur par rapport aux rats qui consommaient une eau sans désinfectantt. L'effet le plus 

important est le dommage causé à la section antérieure de la cavité nasale qui a été observé 

a toute les concentrations de CIO,. L'étude de Daniel et uL (1990) n'est pas applicable a la 

réalité avec des doses aussi fortes de désinfectant puisque la concentration maximale 

acceptable suggérée de bioxyde de chlore résiduel, incluant ses sous-produits, est de 1 m@ 

dans l'eau de consommation (Contuvo et Vogt, 1985, Masschelein, 1992, Peeters et al., 

1989). 



1.6.3 Le pouvou désinftctant da bioxyde de chlore 

Plusieurs facteurs tel que le pK la tempirature, le temps de contact, le type d'eau, etc., 

iduencent la désinfection des spores de BaciIIus au bioxyde de chlore. Selon Botzenhart 

et al. (1993), l'efficacité du CIO, pour dimun Bacfis subtinis augmente d'un fiicteur de 

2,s lorsque le pH passe de 6 à 8 a d'un facteur de 2 lorsque la température augmente de 

10°C. La concentration de CIO, diminue avec le temps (Narkis et al., 1995). Ceci est 

observé lors de l'utilisation d'un réacteur en présence d'un col d'air. Par contre, une étude 

(Katz et al., 1994) a été f i te  en ajoutant en même temps, dans la même eau, des 

concentrations égales de chlore et de bioxyde de chlore. Les auteurs ont alors noté une 

augmentation de la concentration de CIO, dans le temps. Ceci serait du à une oxydation des 

ions chlorites en bioxyde de chlore par le chlore, Libre ou combiné. Ces combinaisons de 

désinfectants donnent aussi un résiduel plus éleve de désuifectant a un meüleur abattement 

des microorganismes tels que les coliformes totaux, les coliformes fécaux, les streptocoques 

fécaux et les E-wliphages (virus) (ECatz et al., 1994). Une autre étude (Walker et Mordes, 

1997) fait mention de l'obtention d'un abattement de 99,69% pour les bactéries libres et un 

abattement de 99,94% pour le biofilm, avec une concentration, dans les deux cas, de 1 mgli 

de CIO, pour un temps de contact de une minute, dans un contenant non agité qui contient 

la solution de désinféctant à la concentration désirée. 
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Sobsey (1989) a fit  une synthèse bibliographique sur l'inactivation de 

affectant la santé des humains. Ii présente des valeurs de Ct pour des bactéries. des v h s  

et des protozoaires face au chiore. aror chioramines, aux rayons U V ,  à l'ozone et au bioxyde 

de chlore. Une partie de ces dom&, ainsi que d'autres provenant de diffërents auteurs, 

sont présentées au tableau 1.1. Pour fins de comparaison, C&ptosp~rr'~iunr a un Ct de 7Zûû 

mg*min/i, pour 2 log d'inactivation avec le chlore a pH 7. à une température de 25°C. 

Tableau 1.1 : Ct pour différents microorganismes 

Microorganisme Température 

OC 

108 

inacti- 

vation 

Références 

- -. 1 Sobsey (1989) Giardia muris 

Giardia mwis 

Escherichia coli 

virus de l'hépatite A 

Korich et al. 

(1990) 

1 Berg et 4L (1988) E. coli 



1.6.4 Avantages du bioxyde de chlore p u  rapport au chion 

Le chlore réagit avec la matière organique et forme des THM. La nome du SDWA pour 

les THM totaux est de 0, l mg/l (PL 104-182). Le chiorofonne, le dichlorobromométhane, 

le cbiorodibromométhane et le bromoforme sont les formes les plus courantes. Le bioxyde 

de chlore ne produit pas de THM et seulement une petite quantité de composés adsorbables 

sur charbon actif(A0X). Une étude de Richardson et al. (1994) a mis en évidence qu'une 

désinfection au CIO, suivie d'un ajout de chlore engendre la fornation de THM ainsi que 

d'autres sous-produits organohdogénés (AOX). Bien que les concentrations ne soient pas 

mentionnées, la liste des composés formés lors du traitement de désuifection est présentée 

dans un tableau. Il y a plus de AOX dans les échantillons qui ont subi une post-chloration, 

soit 46, que dans les échantillons traités seulement avec le bioxyde de chlore, soit 36. Des 

THM ont été détectés dans les échantillons traités avec le chlore- Aucun THM n'a été 

détecté dans les échantillons traités seulement avec le bioxyde de chlore. 

Le bioxyde de chlore forme des ions chlorites et chlorates ( Condie, 1986, Coun et al., 1982, 

Katz et al., 1994). Des essais utilisant des combinaisons chlore/bioxyde de chlore ont 

montré qu'il est possible de faire baisser la concentration des chlorites (Katz et al., 1994). 

Le bioqde de chlore réduit considérablement l'infectivité de Cryptopridium p m ~ n n  à 

faible concentration (0,4 mgfl) (Peeters et al., 1989) alors que le chlore est presqu'ùiefficace 
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à concentration usim envers ce protozoaire a ce même après 18 heures d'exposition 

(Peeters et al., 1989). Korich et al- (1990) ont aussi trouve une bonne réduction de 

l'infdvite des oocystes de Ciyptospon'dium pmyum, soit de 0,s à 0,9 log en 45 minutes 

lorsque la dose de Cl& est de 1'3 mgK L'auteur a aussi montré I'inefEcacité du chlore 

envers ce minoorganisme. 

1.7 Les Ct et le bioxyde de chlore 

Le Ct est un concept utilisé pour quantifier l'inactivation des microorganismes. Le Cf tel 

que défini par le USEPA, est la concentration résiduelle du désinfectant, noté C, en mglZ 

multipliée par le temps de contact, noté t, en minutes maas et al, 1995). La résistance de 

diffërents microorganismes à un même désinfectant ou l'efficacité de divers désùifectants 

pour inactiver un microorgankme peuvent être comparés en comparant les Ct. Les différents 

modèles de Ct seront vus plus en détail dans la section 2.1.4 dans le chapitre de matériel et 

méthodes, 



Ce chapitre est divisé en deux parties soit: I) la procédure générale; 2) les procédures 

détaillées. Dans la procédure généde, présentée à la section 2.1, le déroulement des 

travaux est expliqué. Les sections 2.2 a 2.4, décrivent en ditail les méthodes utilisées. 

2.1 Procédure g i n C d  

La procédure générale comporte quatre étapes: 1) la préparation de l'échantillon; 2) la 

désinfection; 3) le prélèvement des échantillons et la mesure du bioxyde de chlore résiduel 

et des spores de bactéries spodantes aérobies (BSA); 4) le calcul des Ct  Les essais sont 

faits en duplicata, à température de la pièce. Les réacteurs utilisés sont des flacons ambres 

de 247 à 268 ml. Ces flacons ont été utilisés par Morissette (1993) pour mesurer la 

demande en biowde de chlore. Un flacon différent doit être utilisé pour chaque temps de 

contact. En effet, Lorsque le flacon est ouvert pour la prise de lléchantiUon, il peut y avoir 

une perte importante de bioxyde de chlore par volatilisation. 



2.1.1 Préparation des échantillons 

La préparation d'un échantülon comprend l'ajout d'une solution tampon à un titre d'eau 

MilliQ, la mesure du pH et l'ajustement de cette solution qui est ensuite autoclavée. Les 

essais sont effectués à trois pH différents soit, 6,s; 7 3  et 8,3. Des volumes de solution, de 

247 à 268 mi, sont ensuite prélevés, mesurés à l'aide d'un cylindre gradué a placés dans les 

réacteurs. Il est important de ne pas laisser de col d'air dans les réacteurs a cause de la 

volatilité du bioxyde de chlore. Un certain volume d'une suspension de spores de bactéries 

sporulantes aérobies @SA) est ensuite ajouté dans le réacteur. Ce volume dépend de la 

concentration de la suspension de spores de BSA et de la concentration de spores de BSA 

désirée dans le réacteur. Les réacteurs sont ensuite agités pour obtenir une dispersion 

homogène. 

2.1.2 Désinfection 

L'ajout du bioxyde de chlore est effectué le plus rapidement possible après la préparation de 

l'échantillon. Le volume de la solution de bioxyde de chlore ajoute dépend de la 

concentration de la solution-mère, du volume du réacteur et de la concentration finale de 

CIO, désirée. Ces concentrations finales se situent entre 1,6 et 10,s mg C10, A. 



2.1.3 Prilèvement des échantillons 

La production des solutions-mères de spores de BSA est décrite à la section 2 - 3 1  

L'obtention de la solution-mère de bioxyde de chlore est décrite à la section 2.4-1. 

Les temps de contact pour les essais les plus complets sont 0, 15,30,60,75,90, 124 180, 

240 et 480 minutes. CeRaias essais ont duré 24 heures soit, 1440 minutes. Pour la plupart 

des essais, les temps de contact sont de: 0, 30, 60, 90, 120 et 240 minutes. Ces temps de 

contact sont ut*sés lorsqu'il est prévu que le CIO, aura peu d'effi dans les 15 premières 

minutes, et que 240 minutes seront sunisantes pour obtenir 3 log d'inactivation Après 

chaque période de contact, des échantillons ayant des volumes variant de 53 à 65 mi sont 

prélevés dans chaque réacteur. Ces échantillons sont utilisés pour la mesure du C10, 

résiduel. Une fois ces échantillons prélevés, du thiosulfate de sodium 10?4 est ajouté à 

raison de 0,lml de thiosulfate pour 120 ml d'échantillon, afin d'arrêter la réaction de 

désinfection dans le réacteur- La suspension résultante est utilisée pour le dénombrement 

des spores de bactéries sponilantes aérobies (BSA). 

2.1.4 Calcul des Ct 

La cinétique de désinfecfion obtenue à l'aide d'un oxydant devrait suivre la loi de Chick- 



Watson (1908): 

hN/No =-k Ct 

où N = nombre de microorganismes mesuré, 

No = nombre de microorganismes initial, 

C = concentration de L'oqdant (mm* 
t = temps (minutes), 

k et n = constantes (Haas et al., 1995)- 

Cette loi est valable s'il n'y a pas de consommation de desuifiant lors de l'essai (Haas et 

al., 1995). C'est ceile utilisée par Masschelein (1992) pour décrire la Cinétique de 

désinfection obtenue par le bioxyde de chlore. Ce modèle est le plus simple à appliquer- 

D'autres modèles existent, tel que celui de Hom (1972) qui est un modification du modèle 

de Chick-Watson: 

In NNo = -k Cnt" (1 -2)- 

où m = constante. 

Ce modèle est utilisé pour décrire les cinétiques d'inactivation plus complexes (Haas et aL, 

1995). Un autre modèle, le modèle rationnel, est utilisi pour décrire i'inactivation en tenant 

compte de la variation de la concentration du désinfestant (Haas et aï., 1995). Le modèle 

est: 



Dans la présente étude, le modèle de Chick-Watson a été ualisé. Ceci est dû au fait que la 

majorité des points utilisés pour le calcul des Ct sont situés dans la partie droite de la courbe 

et une courbe moyenne pourrait fàdement être faite. Lw coefficients de wrrélation des 

courbes de Ct sont élevés dans les deux cas, soit supérieur à 0,76 pou B. subtilis et 0,78 

pour la souche d'origine environnementale. Il n'a pas été juge nécessaire de changer de 

modèle pour la souche environnementale. 

Pour les deux souches de BSA utilisées dans cette étude, la c o d e  d'inactivation suit les 

points obtenus expérimentalement (courbe "best fit"). Étant donné la présence d'un temps 

de réaction minimal non-négligeable, une courbe moyenne n'est pas recommandée. Une 

courbe de type "best fit" tient compte de ce temps de réaction. 

La loi de Chick-Watson, ln (N/No)= -kCV, est applicable dans ce cas-ci parce qu'il nl a pas 

de demande en oxydant lors des essais (Haas et aL, 1995)' tel que montré à la figure 2.1. 

Les Ct sont calculés pour un enièvement constant et à un pH constant. 

Voici les étapes à suivre pour calculer un Ct: 
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Tracer les courbes d'abattement de log N/No en fonction du temps à partir des 

résultats obtaus- 

Choisir le modèle mathématique à utiliser en fonction de  I'allure de ces courbes. Dans 

cette étude, le modèle de Chick-Watson est utilisé. 

Tracer des droites horizontdes à IO-',  IO-^ et 

Tracer des droites verticales à llinterception de la courbe expérimentale et des droites 

horizontales. 

Lire le temps. Ceci donne une paire de valeurs (C, t) où C est la concentration 

initiale, moyenne ou finale. Cette concentration doit être précisée. Pour les besoins 

de cette étude, C sera la concentration moyenne de l'essai. 

Refaire les étapes 3 à 5 pour toutes les courbes d'abattement provenant des mêmes 

conditions (type d'eau, pH, température, souche.-.) 

Utiliser les paires de valeurs pour un même enlèvement (1,2 ou 3 log) et f&e une 

régression de log t en fonction de log C. Ceci devrait d o ~ e r  une droite de formule 

log t = (-a) * (log C ) + (log b). Dans cetîe étude, les régressions sont calculées à 

l'aide du logiciel QuattroPro 8.0 de Corel. 

Refaire les étapes 3 à 7 en utilisant les autres groupes de résultats. 

La concentration moyenne du réplicatat peut être utilisée parce qu'il n l  a pas de 

consommation significative de ClO, lors de l'essai (figure 2.1). La désinfection au CIO, ne 
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requiert que peu de CIO, de plus quïl n'en fkut pour combler la demande en oxydant du milieu 

(Latshaw, 1994)- 

O 100 200 300 400 
temps (minutes) - 2.7 mg11 - 2.7 mgh -F 4,4 mgfi + 4.3 mg/' - l , 8  mgA - 1.8 mg11 - 24 m g  

Figure 2.1: Évolution du CIO, résiduel dans le temps, pour B. subtilis à pH 6,s. 

2.2 Préparation du matériel 

2.2.1 Verrerie 

Les flacons utilisés comme réacteur sont d'abord lavés avec du savon Neodisher A-8, puis 

rincés une fois à I'eau du robinet et deux fois à l'eau déminéralisée. Les flacons sont ensuite 

mis en contact avec une solution concentrée de CIO, pendant 24 heures. Cela permet de 

satisfaire la demande en oxydant du verre (Morissette, 1993). La solution est récupérée a 
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les flacons sont MC& trois fois avec de l'eau déminéralisée et trois fois avec de Peau MilliQ. 

Les flacons sont ensuite passés à  autoclave (Market Forge Stedmatic) pendant 15 minutes 

à 121 OC. Us sont finalement remplis d'une solution tamponnée stérile7 mesurée à l'aîde d'un 

cylindre gradué, en conditions aseptiques. Les volumes d'échantillon vangant de 247 à 268 ml 

sont notes et les fioles sont marquées. 

Les bouchons sont mis à tremper pendant quelques heures dans de l'eau chaude et savonneuse 

puis, ils sont rincés à l'eau du robinet Par la suite, ils sont rincés trois fois avec de l'eau 

déminéralisée et trois fois avec de I'eau MilliQ- Us sont mis à sécher inversés sur un papier 

d'aluminium propre (Morissette, 1993). Iis sont stérilisés aux W juste avant leur utilisation. 

Les celiules du spectrophotomètre (5 cm) sont rincées avec de l'eau du robinet, trois fois avec 

de l'eau déminéralisée et avec de I'eau MilliQ. Ces cellules sont halement ~ c é e s  au 

méthanol et séchées sous pression d'air propre (Morissette, 1993). Ce lavage est fat à la fin 

de chaque journée d'essai. Les celiules sont Nicées trois fois avec de ka déminéralide et 

avec de l'eau MilliQ entre chaque mesure. 

2.2.2 Solutions 

De l'eau tamponnée est utilisée pour les différents essais. Les trois tampons sont tous des 
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tampons phosphates. Les solutions mères ont toutes une force ionique de 1,8 moVL. Les 

solutions sont composées de diffikentes quantités de phosphate de sodium monobasique et 

de phosphate de potassium dibasique. Les quantités utilisées pour chaque tampon sont 

présentées au tableau 2.1. Pour un Litre d'eau tamponnée, 1 0 0  ml d'eau ultra-pure a 10 mi 

de solution mère du tampon pour Ie pH désiré sont ~ ~ s é s .  Le pH est ajuste avec du NaOH 

0,l N et la force ionique finale est d'environ 0,O 18 moM. 

Tableau 2.1 : Quantite de produits utilisés pour fàbriquer les tampons à différents pH. 

2.2.3 Préparation de PACVK 

La solution d'ACVK est faite à partir d'l\lizarin violet 3R 6408-63-5 (CI. 61 710)(Aldrich) 

ayant une masse moiéculaire de 622,59 g/mole. Voici les étapes de fabrication : 

* ajouter 62,259 mg â'ALizarUi violet dans un ballon de 500 ml contenant un peu d'eau 

mQ; 
* ajouter 10,O mg d'hexametaphosphate de sodium ; 

* ajouter 24,25 g de chlorure d'ammonium grade analytique ; 



* ajouter 3,2 ml d'une solution d'ammoniaque a 28% en NEI, ; 

* compléter à 500 ml avec de l'eau MiKQ ; 

* agiter à la noirceur pendant une nuit ; 

* tranwider la solution dans une bouteille opaque en verre ; 

* laisser reposer la sohmon 24 heures au réfrgérateur et à l'obscwite. 

(Masschelein et al., 1989, Morissette, 1993) 

Une dilution 1: 10 de la solution devrait avoir une absorbame de 0,136 cm-' à 548 nrn et un 

pH entre 8,l et 8,s. La stabilité de la solution est d'environ un mois (Masschelein et aL, 

1989). Le pH est maintenu a raide de chlorure d'ammonium a d'ammoniaque (tampon NI&' 

- NI&), ce qui élimine l'interférence du chlore. L'hexamétaphosphate de sodium est ajouté 

pour éviter la précipitation des réactiffis (Morissette, 1993). 

2.3 Bactéries sponilantes aérobies (BSA) 

2.3.1 Préparation du milieu de culture 

'un milieu de culture modifié est utilisé pour la culture bactérienne, soit du Trypticase Soy 

Broth (TSB) (43 11768,BBL) additiomé de 2,3,5- Triphenyl Tetrazolium Chlonde (TTC) 

(T-413, Aldrich). La solution de TTC est préparée en ajoutant 0,3 g de TTC à 10 ml cl'eau 
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MilIiQ. La solution est ensuite filtrée a conservée à SOC. Un ml de cette solution est ajouté 

dans chaque 300 ml de milieu préalablement autoclavé. Les bactéries absorbent et 

métabolisent le TTC et les colonies deviennent rouge. Ceci facilite le comptage des colonies. 

2.3.2 Priparation des cuitiirrs bictincnna 

Des essais ont été prévus pour une souche de référence et une souche enviromementale. La 

souche de référence est Bacillus mbtilis (ATCC 6633, Difco). La souche environnementale 

a été isolée d'un échantillon d'eau brute de la station Ste-Rose (Vie de Laval). L'échantillon 

de l'usine Ste-Rose a été dilué (15) puis filtré sur un filtre de 0,45 p m  Le filtre a été incubé 

sur un tampon imprègné de TSB, le tout en duplicata. Les pétns ont été pasteurisés 15 

minutes à 75°C avant &être incubés. La souche a été repiquée sur un milieu solide 
.. 

(Tqpticase Soy Agar, T S 4  0369-01-4, Difco) pour la purifier. Après la purification, les 

deux souches ont été repiquées sur du R2A(1826-17-1, Dïftco). L'incubation s'est faite à 

35°C pour une durée de 14 à 21 jours. Les cultures sont vérifiées au microscope pour 

s'assurer d'un bon taux de spomlation (295%). Les géloses sont ~ c é e s  à l'eau tamponnée 

de microbiologie (pH 7, APHA et al., 1992). L'eau de rinçage est centrifbgée (centrifùgeuse 

Beckman J2-HS) et lavée trois fois. Les tubes sont ensuite pasteurisés 15 minutes à 7S°C 

pour s'assurer que toutes les bactéries viables soient sous formes de spores. La concentration 

de bactéries sporulantes aérobies @SA) dans chaque tube est obtenue par dilution et filtration 



(voir section 2.3 -3). 

2.3.3 Mesure des BSA 

L'échantillon d'eau est filtré sur une membrane 0F45 qui est par la suite placée sur un 

tampon imbibé de 1,s ml de TSB dans une boîte de pétri. Les pitris sont placés dans deux 

sacs étanches, un dans l'autre, dans lesquels le vide est fiit avant de les fermer. Les sacs sont 

submergés dans un bain-marie à 75°C pendant 15 minutes. Les boîtes de pétri sont ensuite 

incubés à 35°C pendant 18 et 24 heures (Barbeau et al., 1997). Les comptes utilisés pour les 

courbes d'inactivation doivent être entre 20 et 200 UFC/d. Dans cette étude, la méthode a 

permis d'der chercher des résultats utilisables aussi faible que 1 5 UFC/ 100 ml. Des résultats 

bruts sont présentés à l'annexe IX. La méthode de mesure des %SA ressemble beaucoup à 

la méthode de compte par filtration ( A m  et al., 1992). L'erreur entre les duplicata des 

courbes d'abattement est d'au plus 10%. 

2.4 Bioxyde de chlore 

2.4.1 Préparation du CIO, 

La solution-mère de bioxyde de chlore (Cl02 est fabriquée à l'aide du montage présenté à la 
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figure 2.2 (APHA et aiJ992). La première fiole est rempli avec environ 300 ml d'eau 

MilliQ. Eue a pour fonction de débarrasser l'air de ses impuretés. La deuxième fiole est le 

réacteur qui contient environ 800 ml d'une solution de chlorite de sodium (NaClO, 56g/L). 

Le bioxyde de chlore est fomé parune réaction entre le NaClO, a l'acide suihique (H2S04) 

(Dore, 1989): 

5 NaC1O2 + 2 H,SO, + 4 CIO, + 2 H20 + NaCI + 2 Na$O, (2.1) 

La production du bioxyde de chlore peut être accompagnée des réaction suivantes : 

4 HCLO, -P 2 CIO, + HClO, + HCl + H20 

5C10,-+2W -+ 3 CIO; + Cl, + H,O 

Le biovde de chlore formé passe ensuite dans une solution saturée de NaCIO, (550gD) dans 

Le but de le débarrasser des traces de chlore qui aurait put être formé pendant la réaaion. Le 

CIO, ainsi purifie est récupéré dans la dernière fiole qui contient environ un Litre d'eau MilliQ 

(Morissette, 1993). 



eau WQ NaCLO, NaCIO, saturé CIO, 

Fimire 2.2: Montage pour la production du CIO,. 

L'acide sulfurique utilisé est dilué à SC%. Son addition à la solution de NaCIO, se fat  à raison 

de 5 ml aux 5 minutes, pour un ajout total de 20 ml de H2S04. Après le dernier ajout, on 

Iaisse barbotter pendant environ une heure (Monssette, 1993). Il est préférable de vérifier la 

concentration de la solution haie à partir de 30 minutes après le dernier ajout d'acide. Ceci 

permet d'éviter des pertes de bioxyde de chlore par un barbottage excessX Cette procédure 

permet d'obtenir une solution-mère avec une concentration se situant entre 1,5 et 3,O g/I de 

CIO, et un p H  d'environ 4. Des mesure de sécurité doivent être prises lors des manipulations 

(Morissette, 1993): le montage doit être placé sous une hotte; tout les joints du montage 

doivent être étanches; le port de lunettes de sécurité et de gants sont obligatoires. 

2.4.2 Mesure du CIO, 

Deux méthodes ont été utilisées pour mesurer la concentration de CIO, une première pour 
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doser la solution mère 0 et une seconde pour mesurer le CIO, résiduel lors des essais 

lorsque la concentration de départ ne dépasse pas 5 mg/l (ACVK). Le speztrophotomèae 

utilisé dans les deux cas est un Spectronic 1001 plus de Milton Roy. 

Pour Ia mesure par W, Ia solution mère est diluée à raison de 1:100 a i'absorbance est 

ensuite mesurée à 360 nm. L'équation pour obtenir la concentration en m g  de CIO, est la 

suivante : 

C = [(Auv / Lc ) + 0,00154 ] * 5779,34 (2-5) 

où C = concentration CIO, (mg& 

Auv = absorbance W mesurée à 360 nm (cmmL), 

Lc = longueur de la cellule (cm). 

La courbe de caübration est présentée à l'annexe 1. Cette courbe a été obtenue en utilisant 

de solutions dont les concentrations ont été mesurées à l'aide de la méthode iodométrique 

(APHA et al., 1992, Ben Amor, 1988). 

La méthode à 1'ACVK est utilisée pour mesurer les concentrations résiduelles C10,. Une faible 

quantité I'ACVK est ajoutée dans l'échantillon soit 0,05 ml ACWml échantillon. Cette 

quantité permet de maintenir un rapport molaire ACVK/C1O2 entre 1,5 a 2 pour des 
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concentrations de O à 0,s mgA de CIO, (Morïssette, 1993). La linéarité de la courbe de 

calibration de i'ACVK a été vérifiée entre O et 1 mg/l de CIO,. 

Le volume d'échantillon utilisé est de 15 mi, ce qui permet i'ut*sation de cellules de 5 cm de 

longueur optique- Dans une éprouvette contenant 0,75 mi de la solution 15 ml 

d'échantillon est ajoute à raide d'une pipette- Pour éviter la perte de CIO, a l'atmosphère, la 

pointe de la pipette est placée dans I'ACVK Si la concentration de CIO, est supérieure à 1 

mgll, une dilution est faite dans l'éprouvette en ajoutant un volume d'eau de dilution (x) a 

1'ACVK avant d'ajouter le volume de l'échantiiion (15-x). L'eau de dilution utilisée est la 

même eau tamponnée qui a été utilisée lors de l'essai. Un témoin est fait, Le., le CIO, de 

l'échantïilon est neutralisé avec un excès de bisulnte de sodium (environ 20 mg NaS03 pour 

50 ml d'échantillon) (Monssette, 1993). Le témoin est agité pendant une minute et est laissé 

au repos pendant 5 minutes. La même dilution est apptiquie au témoin et à l'échantillon. La 

méthode de prelèvement se résume ainsi : 

1. prélèvement de 3 à 15 mi de l'échantilon pour la mesure du C l 4  résiduel (ce volume 

est immédiatement versé dans l'éprouvette contenant I'ACVK et l'eau de dilution) ; 

2. prélèvement de 50 ml d'échantillon dans lesquels 20 mg de NaSOS sont ajoutés ; 

3.  ajout de thiosulfate de sodium pour neutraliser le CIO, a prelèvement d'un 

échantillon qui sera utilise pour mesurer les BSA 



La concentration de CIO, résiduel est calculée à hide  de i'équation suivante : 

C = FCYAMB-AE) - OR 

PCC 

où C = concentration de CIO, (mg/l) 

FC = facteur de dilution, 

AMB = absorbance moyenne des blancs (cm-9 à 548 nm, 

AE = absorbance de l'échantillon (cm-9 à 548 MI, 

OR = ordonnée à l'origine (0,00027), 

PCC = pente de la courbe de caliiration (0,207927). 

La courbe de  calibration pour la méthode à l'ACVK est présentée à I'annexe II. L'absorbante 

est mesurée à 548 nrn et les soiutions sont stables pour 30 minutes. Les fkcteurs de dilution 

sont toujours inférieurs ou égale à 5. Des facteurs de dilution supérieurs à cinq entraînent une 

trop grande erreur sur le calcul de la concentration (Morisse$te, 1993). 



Les expériences sont effectuées surdaur souches de b a c t h i  spodantes: BaciHtl~su6tfIi.r 

et une souche mvironnementaIe isolét de l'eau brute de l'usine Sainte-Rose, V i e  de Laval. 

Tous les essais sont rédisés à la température de la pièce, soit environ 20°C. L'effct du pH 

est évalué en réalisant des essais successifs aux pH 6,5, 7'5 et 8'3. Les sections 3.1 a 3 -2 

traitent respectivement des résultats de la souche de B. subtiiis et de la souche 

environnementale. Les Ct de ces deux souches sont présentés dans la section 3 -3. 

3.1 EfKets du bioxyde de chiore sur &u:ilfus s~~btifiis (ATCC 6633) 

La section 3.1 est divisée en deux parties. Dans la première partie, les résultats qui ont trait 

aux concentrations de bioqde de chlore utiüsées sont présentés. Dans la seconde, les 

résultats relatifs à l'abattement de la souche de B. subtilis sont présentés. 

3.1.1 Concentratioas résidudies de bioxyde de chlore 

La figure 3.1 présente I'évolution du bioxyde de chlore résiduel dans de l'eau MilliQ 
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tamponnée a pH 6,5, a la température de la pièce (-20°C)' en présence d'environ 10'~  UFC 

(unité formant wlonie)/ml de B. subtilis ou 3,2 x 10'. Dans la légende, la concentration 

moyenne de CIO, de l'essai est présentée- À 0,2 mg/' près pour B. svbtifis a à O,4 mg/l près 

pour la souche d'origine envir~nnementale~ soit les écarts-types maWiiPls, la concentration 

de CIO, demeure constante dans le temps. Pour des concentrations duit de 1,8 à 10,l m a  

les résultats des essais effectués en duplicata sont très reproductîibles. Cette reproductibilité 

est aussi observée pour les autres pH- L'écart-type a été calculé pour chaque courbey iI 

O 100 200 300 400 
temps (minutes) - 2.7 mgA -B- 2,7 mgiî - 4,4 mgil - 4.3 mgll 

Fimre 3.1 : Évolution du CIO, résiduel dans le temps a pH 6,S, pour B. subtifisS 
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oscille entre 0,04 et 0,2 m@. Les barres d'erreur sur la plupart des graphiques sont 

masquées par les symboles de la légende. 

Pour les pH 7,s et 8,3, une stabilité semblable du CIO, dans le temps est observée. Les 

graphiques des concentrations de CIO, pour ces deux pH sont présentés dans I'amiexe IK 

Pour le pH 7,5, l'écart-type varie entre 0,03 a 0,2 mgfl alors que pour le pH 8,3, il varie 

de 0,07 à 0,3 mgn. 

Le tableau 3.1 présente les écarts-types pour les essais effectués avec B. subtilis- Aucune 

valeur a été rejetée. Les concentrations moyennes et les ecart-types sont calculés pour 

chaque essai. Un essai comprend de 4 à 8 valeurs de CIO, résiduel. Les concentrations 

mesurées Herent des concentrations visées. Par exemple, lorsque 5 m g  de CIO, est visé 

une concentration de 4,2 mg/L est obtenue. Cette perte est diiérente à chaque essai bien 

qu'elle soit du même ordre de grandeur. Elle se situe entre O et 18 % (annexe IV). Pour les 

concentration de 5 mgfl et moins, une perte de CIO, lors de l'ajout est noté mais, par la suite 

les concentrations de CIO, demeurent stables. Pour les concentrations de 10 mg& des pertes 

initiales ne sont pas observées et les concentrations n'ont presque pas varié dans le temps. 

Ces différences sont dues au fiait qu'il s'écoule du temps entre la mesure de la concentration 

de la solution-mère de CIO, et 17Mjection de la solution de CIO, dans les réacteurs, soit k 

temps de faire les calculs de la quantité de solution de CIO, à ajouter à chaque réacteur. 
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Tableau 3.1: Écarts-types et concentrations résiduelles moyennes de C l 4  en contact avec 

-- 

Concentration 

moyenne 

3.1.2 Abattement de K suba'lis 

Les figures 3.2,3 -3 a 3 -4 présentent Les courbes d'inactivation de B. stlbtiIis en fonction du 

temps, à trois pH différents et pour des doses variables de CIO, Les essais ont été faits en 

duplicata et montrent une bonne reproductibilité au niveau des tendances d'abattement- Une 

différence d'abattement entre les duplicata de concentration moyenne semblable est aussi 
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observée et ce à tout les temps de contact, mais ces duplicata montrent tous la même 

tendance. Pour le pH 6,5 (figure 32), la différence d'abattement entre les groupes de 

concentrations différentes se situe dans les premières 120 minutes saufdans le cas de 10,1 

mg/l. À cette concentration, l'abattement est très rapide dès les premières minutes. Pour 

les autres concentrations, c'est a partir de 120 minutes qu'une baisse linéaire est observée 

(logarithme du nombre de microorganismes en fonction du temps). Les temps requis pour 

observer des baisses de 2 ou 3 logs diminuent lorsque la concentration résiduelle de Cl02 

passe de 2,O mg/l à 4.4 mg/l. Par contre, une concentration rtsiduelie de 2'7 mg/l ne semble 

pas plus efficace qu'un concentration de 2,O mgn. 

Les courbes d'abattement pour le pH 7'5 sont présentées à la figure 3 -3. Dans les premières 

120 minutes de l'essai, un plateau est observe. Par la suite, la baisse du nombre de 

microorganismes est beaukup plus rapide. Ii y a peu de différence d'abattement entre les 

différentes concentrations pour le premier log d'inactivation mais il y a une différence 

importante pour le deuxième et troisième log. Par exemple, pour 2 log d'abattement, 190 

minutes sont nétxssaires à 2,6 m&l alors qu'à 4,2 mg& 130 minutes sont requises. 

Les courbes d'abattements pour le pH 8,3 sont représentées à la figure 3.4. L'absence 

quasi-totale d'un plateau est observée. Dans leur ensemble, les courbes d'abattement sont 

plus Linéaires que celles obtenues aux pH 6,s et 73. Les courbes montrait une inactivation 



plus rapide à un pH de 8,3. 

1 E-04 

1 E-OS . - . - .  - - .  
O 100 200 300 400 500 

temps (minutes) temps (minutes) 

Fimire 3 -2: Courbes d'abattement de B. subtilis & pH 6,s. 



O 100 200 300 400 500 
temps (minutes) 

O 100 200 300 400 500 
temps (minutes) 

Fimire 3 -3 : Courbes d'abattement de B. subtilis à pH 7,s. 



O 100 200 300 400 500 
temps (minutes) 

O 100 200 300 400 500 
temps (minutes) 

Fimire 3 -4: Courbes d'abattement de B. subtilis a pH 8,3. 



3.2 Effets du bioxyde de chlore sur une souche envirainementaie 

La section 3 -2 est divisée en deux parties- Dans la première7 les résultats qui ont trait aux 

concentrations de biovde de chlore utiiî~ées sont présentés. La seconde partie traite des 

résultats de I'inactivation de la souche environnementale- 

3.2.1 Concentrations rfsiduella de bioxyde de chlore 

La figure 3.5 présente les mesures de CIO, résiduel dans de t'eau MilliQ tamponnée 

contenant environ 10'~' UFClml de la souche environnementale, à un pH de 6,s. a la 

température de la pièce (-20°C). Comme pour les essais de B. subtifis7 les concentrations 

résidueiles de C l 4  ne varient pas dans le temps. La reproductibilité entre les duplicata 

demeure bonne pour des concentrations de CIO, variant de 1,7 a 1 074 m@, tel que montré 

par les courbes du graphique. Les écart-types pour le pH 6,s varient de 0'05 à 0,2 mg/L 

Les barres d'erreur sur la plupart des graphiques sont masquées par les symboles de la 

légende. 

Les graphiques pour les pH 7'5 et 8'3 indiquent une stabilité semblable. Les évolutions des 

concentrations de CIO, dans des eaux ayant des pH de 7'5 et 8,3 sont présentées à l'annexe 

V. Pour le pH 7 3 ,  les écart-types varient de 902 à O, 1 mg/L Pour le pH 8'3, ils oscillent 



entre 0,05 et 0,4 mg/l- 

O 50 100 150 200 250 
temps (minutes) 

+ 4,3 mgll e 4,3 mgll + 2,7 mg11 

+2,6 mgIl + 1,8 mgll ++ 1,7 mgIl - 2,8 mg/l * 3,6 mgll + 10,4 mgll 

Figure 3.5: Évolution du CIO, résiduel dans le temps i pH 6,s. pour la souche 

environnementale, 

Les écarts-types pour tous les essais effectués avec la souche environnementale sont 
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présentés au tableau 3 -2. La concentration de ClO, moyenne indiquée est celle d'un essai. 

Chacun de ces essais comprend de 3 à 5 mesures. Aucune valeur n'a été rjetée lors des 

calculs de la moyenne et de f écart-type- 

Dans le cas des essais avec Ia souche environnernentaIe, les concedons mesurées 

different aussi des concentrations cibles. Par exemple, lorsque 5 mg/l est vie ,  4,l mg/l est 

obtenu, soit une différence de 0,9 mgA. Cette différence varie d'un essai à l'autre- Elie est 

cependant du même ordre de grandeur, soit de 4 à 18%. Ces diffërences sont présentées 

pour chaque essai et pour chaque pH dans L'annexe VI. Pour les concentrations de 5 mg/i 

et moins, une perte de CIO, est notée lors de l'ajout pour les mêmes raisons que pour la 

souche de B. sirbtilis. Pour les concentrations de 10 mgA, il y a 0,4 mgll de merence entre 

les valeurs cibles et mesurées, Par la suite, la concentration mesurée demeure stable dans 

le temps. 



Tableau 3.2 : Écart-types et concentrations résiduelles moyennes de CIO, en contact avec 

la souche en~ironnementaie~ à différents pH. 

moyenne 

3.2.2 Abattement de Ia souche environnementaie 

Les figures 3.6, 3 .1  et 3.8 présentent les courbes d'inactivation de la souche 

environnementale en fonction du temps, à trois pH d i i ent s  a pour des doses variables de 

C14. Les essais ont été fiiits en duplicata et montrent une bonne reproductibilité au niveau 
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des tendances d'abattement- Sur la figure 3.6, les courbes d'inactivation pour la souche 

environnementale sont présentées' pour le pH 6'5. L'absence d'un pseudo-plateau est 

observé sauf pour 1.7 mg/l et 1,8 mgA où il y a un plateau de 60 à 120 minutes. Une 

inactivation rapide est remarquée dans tous les essais. Une différence entre les abattements 

des essais à concentration de CIO, semblable est observée mais la tendance d'abattement 

demeure la même. Les mêmes observations sont faites pour les autres p H  Après 60 

minutes, un ralentissement de I'inactivation est remarqué pour les concentrations de 1'7 mg/l 

à 3,6 mg/L À 4.3 mg/' de C l 4  ou plus le ralentissement se situe après 120 minutes. Ce 

plateau en fin de courbe peut être dû à un manque de bactéries à la fin de ces essais. Le 

nombre de bactéries ajouté au début de tous les essais est de ï ~ ~ * ~  bactérieslml mais. il est 

courant avec la souche environnementale de n'obtenir que lo3*' à 10' bactérieshnl. Ceci 

expliquerait l'épuisement observé. Une valeur aberrante est observée à 4.3 mgn mais, elle 

n'a pas d'effet sur le calcul des Ct puisqu'elie se situe après la ligne de 3 log d'abattement. 

Les courbes d'inactivation de la souche enviro~ementale sont présentées pour le pH 7.5 à 

la figure 3.7. Aucun plateau n'est observe. Les courbes obtenues avec 1,7 mg/l de CIO, 

sont plutôt linéaires par rapport aux autres courbes. Un ralentissement de l'inactivation est 

observé à 120 minutes pour la concentration de 2'5 mgfl et à 90 minutes pour la 

concentration de 4'3 mg/l. 



1 l ~ a  E-05 O a 100 200 300 400 500 

temps (minutes) 
O 100 200 300 400 500 

temps (minutes) 

Fiyre  3 -6: Courbes d'abattement de la souche environnementale à pH 6,5. 



2.5 mgii 
IF01 kk 

temps (minutes) 

temps (minutes) 

Fimre 3 -7: Courbes d'abattement de la souche environnementale à pH 7.5. 



O 100 200 300 400 500 
temps (minutes) 

O 100 200 300 400 500 
temps (minutes) 

Fimire 3 -8: Courbes d'abattement de la souche enviromernentale à pH 8'3. 
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Les courbes d'inactivation sont présentées pour le pH 8'3, à la figure 3 -8. Pour la 

concentration de 4,l mg, un ralentissement de l'inactivation est observé après 120 minutes. 

Les courbes en géaéral montrent une meiiieure linearité que les courbes de concentrations 

semblables aux autres p K  

3.3 Evaiuation des ~t 

Cette section est divisée en deux parties. La prernière partie traite des resultats de la souche 

de B. subtilis et la deuxième traite des résultats de la souche envuonnementale. Le même 

modèle de calcul des Ct a ité utilisé pour les deux souches. Comme expliqué dans le 

chapitre 2, le modèle utilisé est celui de Chick-Watson étant donné la stabilité des 

concentrations de CIO,. Ce modèle est utilisé même si les courbes ne sont pas parfitement 

linéaires. Les corrélations étant tout de même bonnes, supérieures à 0'76 (tableaux 3.3 et 

3.6), les résultats ont été conservés. Les intervalles de confiance pour les courbes de Ct sont 

présentés à l'annexe Vm, 

3.3.1 Calcul des Ct de K subfilis 

Les courbes de Ct sont identifiées par le nombre de log d'inactivation visé, soit 1 log 

identifie la courbe de Ct calculée pour 1 log d'inactivation. Chaque courbe d'abattement de 
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microorganismes en fonction du temps de contact (TC) (figures 3.2 à 3.4 et 3.6 à 3.8) a 

permis de déterminer trois points (1 log, TCl; 2 log, TC2; 3 log, TC3) qui ont &te été 

utilisés dans le calcul des C t  Les courbes de Ct présentées ont été obtenues par régression 

linéaire du temps en fonction de la concentration Ces courbes sont présentées sur des 

graphiques avec les échelles des axes x a y en logarithme- 

1 10 
Cl02 résiduel (ma) 
o 1 log A 2 log 0 3 log 

Figure 3 -9: Courbes de Ct pour B. subtilis à pH 6'5. 

Les courbes de Ct pour B. subtilis sont prbntées pour le pH 6,5, sur la figure 3 -9. La 

d i e n c e  entre les courbes de 1 log et 2 log d'inactivation est plus grande que ceUe entre 

les courbes de 2 log et 3 log d'inactivation. Ceci est aussi observé sur les figures 3.10 (pH 



C l 0  2 résiduel (mg/i) 

O 1 log v 2 log O 3 log 

Fimire 3.10: Courbes de Ct pour B. siibtilis à pH 7,5. 

10 100 
Cl0 2 résiduel (mg/l) 

= 1 log a 2 log 3 log 

Fiare  3.1 1 : Courbes de Ct de B. subtilis pH 8,3. 



Tableau 3 -3: Formules des Ct par pH pour B. subtils- 

1 log 

2 log 

3 log 

1 log 

2 log 

3 log 

1 log 

2 log 

3 log 

Formules des courbes de Ct 

log t = -0,72432 * (log C) + 2,342399 

log t = -0,57907 * (iog C) + 2,542588 

log t = -0,71579 * (log C) + 2,7703 1 1 

log t = -0,68418 * (log C) + 2,329542 

log t = -0,75282 * (log C) + 2,571254 

log t = -0,61098 * (log C) + 2,674197 

log t = -0,57844 * (log C) + 2,133646 

log t = -0,481 13 * (log C) + 2,367771 

log t = -0,45561 * (log C) + 2,514125 

Les formules déaïvant les courbes des figures 3.9, 3.10 a 3.11 sont présentées dans le 

tableau 3 -3. Les coefficients de régression pour ces formules, sont tous supérieures à 476. 

De plus, 7 des 9 courbes ont des coefficients de régression supérieun à 0,9. Les formules 

montrent très bien la relation entre la concentration de C l 4  et le temps de contact. 
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Tableau 3 -4: Valeurs de n par pH, par le nombre de log d'inactivation visé, pour B- subtiZisS 

Au tableau 3 -4, les valeurs de n sont présentées pour les courbes de Ct des figures 3 .9,3.10 

et 3.1 1. Les valeurs de n sont obtenues en prenant la valeur négative de la pente des courbes 

de Ct décrites dans le tableau 3 -3. Il n'y a pas de n supérieur ou égal à 1. Trois sont 

supérieurs à 0,7, deux sont entreO,6 a 0.7, deux sont entre 0,s et 0.6 et deux sont inférieurs 

à 0,s. Les n inférieurs à 0,6 sont obsewés à pH 6,s lorsqu'un enlèvement de 2 log est 

souhaité et a pH 8.3 pour tous les log d'enlèvement. Lorsque n est inférieur à 1, la 

concentration a plus d'importance que le temps de contact dans la cinétique de désinfection. 

En d'autres mots, une fjllble baisse du temps de contact doit être compensée par un 

augmentation importante de la concentration. Lorsque n est supérieur à 1, le temps de 

contact est plus important que la concentration- Dans ce cas-ci, une fable diminution de la 

PH 

6,s 

6,s 

6,s 

7,s 

7,5 

7,s 

8,3 

8,3 

8.3 

log visé 

1 log 

2 log 

3 log 

1 log 

2 log 

3 log 

1 log 

2 log 

3 log 

n 

0,72432 

0,57907 

0,71579 

0,6841 8 

0,75282 

0,61098 

0,57844 

0,48 1 13 

0,45 56 1 
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concentration doit être compensé par une forte augmentation du temps de contact. Pour B. 

subtiIis' ce cas n'est pas observé- Si le n tend vers 1 alors, Ie temps est aussi important que 

la concentration. 

Les valeurs de Ct calcuiées pour 1 mgR à partir des fornules du tableau 3 -3, sont présentées 

au tableau 3 -5 et à la figure 3.12. Les Ct pour le pH 8,3 sont plus fiibles que pour les autres 

pH, pour tous les log d'enlèvement. Pour 1 log d'inactivation, les Ct awc pH 6,s a 7,s sont 

presqu7égaux avec une différence de 6 mg*rnid. Pour 2 log d'inact~ation, le Ct à pH 6,s 

est plus fable que le Ct à pH 7'5. La difEérence entre ces deux Ct est de 24 mg*minn. Pour 

3 log d'inactivation, le Ct à pH 7 3  est plus faible que celui mesuré à pH 6,s. La différence 

de 1 17 mg*m.in/l. Ceci laisse entrevoir un effet du pH sur la désinfection par le bioxyde de 

chlore. 

Tableau 3.5: Valeurs de Ct pour une concentration de CIO, de 1 mg& pour B. mbtiIis. 

PH 
1 

6,s 

7, 5 

8,3 

1 log 

220 

214 

136 

2 log 

349 

373 

233 

3 log 

589 

472 

324 



Fimire 3.12: Valeurs de Ct pour B. subtilis. 

3.3.2 Les Ct de la souche environntmentalt 

La légende des graphiques de courbes de Ct pour la souche environnementale est présentée 

de la même façon que celle de B. subtilis. Les courbes sont présentées sur des graphiques 

dont Les axes x et y sont en écheiie logananthrnique. 



1 i o  
Clot résiduel (mg,) 

0 log 1 A log 2 0 log 3 

W r e  3.13 : Courbes de Ct pour la souche environnementale à pH 6,s. 

Les courbes de Ct pour la souche environnementale sont présentées pour le pH 6,s à la 

figure 3.13. La d'ierence entre les courbes de 1 log et 2 log d'hactivation est environ la 

même que ceiie entre les courbes de 2 log et 3 log d'inactivation. Les droites sur ce 

graphique semblent être paralîèles. Ceci n'est pas observé avec B. subtiIis- 



Cl02 résiduel (mg/i) 

0 1 log A 2 log A 3 log 

Fieure 3.14: Courbes de Ct pour la souche enviromementale à pH 7,s. 

Les courbes de Ct mesurées à pH 7,s pour la souche enviromementale sont présentées sur 

la figure 3.14. La différence entre les courbes de 1 log et 2 log d'inactivation est legèrement 

supérieure à celie entre les courbes de 2 log et de 3 log d'inactivation. Les droites de 

régression ne sont pas parallèfes. Les pentes semblent augmenter avec l'enlèvement des 

microorganismes. 

Les courbes de Ct mesurées à p H  8,3 pour la souche enviromementale sont présentées sur 

la figure 3.15. La différence entre les courbes de 1 log a de 2 log d'inactivation est 



légèrement uiférieure à celle entre les courbes de 2 log a 3 log d'inactivation. 

CIO2 résiduel (mg/i) 

3 log 

Fimre 3.15: Courbes de Ct pour la souche environnementale à pH 8.3. 

Les formules décrivant les courbes de Ct des figures 3.13, 3.14 et 3.15 sont notées au 

tableau 3.6. Tous les coefficients de régression saufun sont supérieures à 0,78 et 3 des 9 

équations ont des coefficients de régression supérieurs à 0-94. Les équations décrivemt la 

relation entre la concentration et le temps de contact. Les coefficients de régression pour 

1 log d'enlèvement sont pius faibles qu'aux autres log d'enlèvement. Ceci est dû au fait 

qu'au début d'un essai l'erreur relative est plus importante. Une minute peut être attniuée 

à I'erreur de manipulation, dans le pire des cas. L'erreur eu début est de 1/15 minutes (7%) 



tandis qu'à la fin eue est de 1/240 minutes (0,4%)). 

Tableau 3 -6: Fornuiles des Ct pour la souche environnementaie. 

1 log 

2 log 

3 log 

1 log 

2 log 

3 log 

1 log 

2 log 

3 log 

Formule des courbes de Ct 

log t =-0,59047 * (log C) + 1,600532 

log t = -0,64627 * (log C) + 2,029328 

log t = -0,76271 * (log C) + 2,575973 

log t =  -0,85904 * (log C) + 1,72155 

log t = -1,25798 (log C) + 2,303752 

log t = -1,51638 * (log C) + 2,733022 

log t = -0,96253 * (iog C) + 1,90597 

log t = -0,93832 * (log C) + 2,2 19247 

log t = -0,s 1493 * (log C) + 2,522773 

Au tableau 3.7, les valeurs de n sont présentées pour les courbes des figures 3.13, 3.14 et 

3.15. La valeur de n est obtenue en prenant la valeur négative de la pente des courbes de 

Ct décrites dans le tableau 3 -6. Il y a deux n supérieurs à 1, deux sont entre 0,9 et 1,0, deux 

sont entre 0,8 et 0,9 et trois sont entre 0,58 et 0,8. Les n inférieurs à 0,s sont tous observés 

à pH 6,s et les n supérieurs à 1 sont tous deux à pH 7,s. 

Les valeurs de Ct calcul6es pour 1 mgll de C10, à partir des formules du tableau 3.6 sont 



présentées au tableau 3.8 et à la figure 3.16. Pour 1 log et 2 log d'inactivation, 
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les Ct les 

plus faibles sont obsavés lorsque le pH est de 6,s. Pour 3 log d'inactivation, le Ct le plus 

fiiible est obtenu à pH 8,3. Le Ct le plus élevé pour 1 log d'inactivation est à pH 8,3. Pour 

2 et 3 log 

différentes 

d'inactivation, les Ct les plus forts sont à pH 7,s. Ceci laisse entrevoir que 

souches réagissent différemment à la désiafection à des pH différents. 

Tableau 3 -7: Valeurs de n par p q  par le nombre de log d'inactivation visé, pour la souche 

environnementde. 

PH 

6 3  

6,5 

6 5  

7,s 

7 3  

7,s 
k 

8,3 

8,3 

833 

log visé 

1 log 

2 log 

3 log 

1 log 

2 log 

3 log 

n 

0,59047 

0,64627 

0,7627 1 

O, 85904 

1,25798 

1,51638 

1 log 

2 log 

3 log 

0,96253 

0,93832 

0,s 1493 
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Tableau 3.8: Valeurs de Ct pour une concentration de CIO, de 1 mg,, pour la souche 

environnementale. 

Fiwre 3.16: Valeurs de Ct pour la souche enviramementale. 

PH 
I 

6 5  

7,s 

g93 

1 log 

3 9,9 

52,7 

80,5 

2 log 

107 

201 

166 

3 log 

377 

541 

333 



CaAPlTREN 

DISCUSSION 

4.1 Le bioxyde de chlore 

Lors des essais de désiiection de BucilItrs subtiiis et d'une souche environnementale, les 

concentrations de bioxyde de chlore sont demeurées stables tel que montré sur les figures 

3.1 et 3 -5- L'utilisation des concentrations moyennes de CIO, pour le calcul des Ct est donc 

justifié. Cette stabilité du C l 4  a été rendue possible par l'utiüsation de réacteurs multiples 

remplis sans laisser de col d'air, tel que décrit au chapitre 2. Cette méthode n'est pas utilisée 

par tous les auteurs. C'est le cas de Narkis et al. (1995) qui ont utilisé un seul réacteur pour 

toute la durée de i'expérience. Ils ont observe une baisse de la concentration de CIO, de 

16% probablement causée par la volatilisation du bioxyde de chlore qui s'est fort 

probablement produit lors des ouvertures fiQuentes des flacons pour y prélever des 

échantillons. La constante de Henry du bioxyde de chlore est de 0,0914 g ClOd par mm 

Hg, à 25°C (TCiPAC, 1983). Pour fin de comparaison, l'oxygène a une constante de Henry 

de 5,39 x 10 " par mm Hg1, à 25°C (Doré, 1989). Cette constante est inversement 
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proportionnelle à la solubilité du gaz a eue augmente en fonction de la température (Doré, 

1989). De plus' la tension de vapeur du bioxyde de chlore à 25°C est de 34'5 mm Hg (Merk 

Research Laboratories, 1996). Il est donc volatil et peut être élimuie fkdement par aération 

@ore7 1989). 

La variation de la concentration du CIO, dans le temps est de 0,03 à 0,3 mg/l pourB mbtilis 

(tableau 3.1) et de 0'02 à 0,4 mgll pour la souche environnementale (tableau 3 -2). Cela 

montre I'efficacité des précautions prises pour minimiser les pertes de C10,. 

La stabilité des concentrations de CIO, est observée à tous les pK et pour les deux souches. 

Malgré la constance de la concentration, un abattement des BSA est noté aux trois pH 

testés. Ceci est conforme aux propos de Latshaw (1994) qui a 5 m e  que le CIO, lui meme 

est indépendant du pH et qu'il est efficace en désinfection entre les pH 4 et 10. Ce qui ne 

veut pas dire que l'efficacité du CIO, à inactiver les spores est indépendant du pH. 

4.2 Les BSA 

La comparaison des courbes d'abattement des deux souches montre une période de latence 

seulement pour B. dtilis. Il est peu probable que cette période de latence soit le résultat 

d'une erreur expérimentale étant domé sa dur& et sa récurrence à travers les essais. Une 
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période de latence pour l'abattement de B. subtilis aux pH de 6,s (figure 3 2 )  et 7,s (figure 

3 -3) est observé lorsque la concentration de bioxyde de chlore appliquée est Uifineure à 5 

mgA. À p~ 8,3 (figure 3.4), une période de latmce est observée pour une concentration de 

ClO, de 4,3 mg/l d e m e n t .  À ce pH, l'abattement de B. subtilis est plus héaire qu'aux 

autres p K  Les plateaux observés Iaissemt supposer que B. m6tiIis est phs  résistant 

initialement que la souche environnementale. Le premier log d'inactivation de B. scrbtilis est 

après 90 minutes alors qu'il est après 30 minute pour la souche d'origine environnementde. 

Par contre, les deux souches présentent un ralentissement de la vitesse d'abattement (ou 

"tailing") a la fin des courbes, tel que présente sur les figures 3 -2 (pH 6.5) et 3 -3 ('pH 7,s) 

pour B. subtilis et sur les figures 3 -6 à 3 -8 pour la swche environnementale. 

4.2.1 Effet du pH sur Pabattement des souches 

Pour B. s~(bti1.s~ l'abattement le plus fort est observé à pH 8,3. Ceci a aussi été observé par 

Botzenhan et al. (1993) pour B. subtilis. Cette dernière étude mettait en évidence un 

abattement plus rapide à un pH de 8 qu'à un pH de 6 pour une même température. Ces 

auteurs ont observé une corrélation positive entre le pH et la vitesse d'inactivation avec le 

CIO, pourB. subtilis- Par contre, ils n'ont teste que deux pH. La comparaison des courbes 

d'inactivation de B. subtilis, pour les différents pH est présentée sur la figure 4.1. Les 

courbes d'abattement aux pH 6,s et 7'5 ont la même d u r e  jusqu'à 4 log d'abattement. Une 
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démarcation claire n'est observée qu'à partir de 3 log d'abattement. La corrélation pH a 

vitesse d'inactivation est présente en- les pH 6,s et 8'3 et est observable surtout par le 

plateau plus court au pH 8,3. 

Sur la figure 4.1, la présence d'un plateau (60 minutes pour le pH 8'3, 120 minutes pour les 

pH 6'5 et 7'5) a d'un ralentissement de la vitesse d'abattement (après 240 minutes) est 

notée. La présence d'une épaule dans la courbe d'abattement peut être attribue à 

I'agglutination de la souche @&as et al., 1995). Ceci est improbable dans notre cas. En 

effet, des vérifications faites au microscope ont permis de vérifier que les spores ne sont pas 

O 1 00 200 300 400 500 
temps (minutes) 

Fimire 4.1 : Abattement de B. subtilis à 5 mgn, pour dinérents pH. 
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agglutinantes. Au début des courbes de la figure 4.1, un abattement de près d'un Log est 

observé. Cet abattement rapide peut être dû à la mort des individus plus sensibles de la 

population. Le ralentissement de l'abattement qui suit peut être dû au temps nécessaire 

pour que le bioxyde de chlore réagisse suffisamment avec les spores pour causer une 

inactivation. La différence de résistance à l'intérieure d'une même population peut être 

causée par une différence dans le code génétique qui influencerait la composition de la paroi 

de la spore. Tel qu'il a été mentionné au chapitre 1 (section 1.5)' le ralentissement de la 

vitesse d'abattement, observé à la fin des essais, est généralement attn'bué à quatre 

phénomènes: 1) le passage à une fonne plus résistante (de bactérie à spore) pendant 

l'inactivation; 2) l'existence de variations génétiques dans la population; 3) la protection 

d'une sous-population ou une variation de la dose d'oxydant reçue; 4) l'agglutination d'une 

sous-population (Haas et cd, 1995). Des spores ont été utilisées pour les essais. Le passage 

à une forme plus résistante est improbable, les spores étant déjà la fonne résistante de ces 

bactéries. Il ne devrait pas y avoir d'activité métabolique, ou s'il y en a, cette activité devrait 

être réduite, lorsque les bactéries sont sous la forme de spore. L'homogénéité du mélange 

a été vérifiée en ajoutant du colorant a en mesurant le temps jusqu'à sa dispersion complète, 

sous la mêmz agitation à laquelle les réacteurs ont été soumis. Tel que mentionné plus tôt, 

l'agglutination a aussi été vérifiée. L'hypothèse des variations génétiques semble être la 

seule explication dans ce casci. D'autres auteurs (Berg et al., 1988) ayant travaillé avec des 

coliformes, ont écrit que la fiaction résistante d'une population est plus importante chez les 
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populations qui se sont développées dans des conditions de nutrition Wantes. Ces mêmes 

auteurs ont mentionné que la méthode de  culture, réacteurs batch ou chemostaî, peut 

affecter le Ct. Les populations de  BSA utilisées lors de  nos travaux ont été développêes sur 

du R2A qui est considéré comme un milieu pawre a nutriments. La méthode de culture 

utilisée a, sernbiet-il, produit des BSAtrès résistants à la dés ididon au CIO, La hc t i on  

résistante pourrait aussi être due à une réaction de la souche à son milieu de culture, ou son 

1 O0 200 
temps (minutes) 

Fimire 4.2: Abattement de la souche environnementale à 5 mg/S pour différents p H  

environnement, a non à la genttique. Certains auteurs (Haas a Momson, 198 1) expliquent 

la hc t ion  résistante d'une population à l'aide de facteurs physiologiques et non héréditaires, 

lors de travaux avec des coliformes exposés au chlore. Boulos (1996) a montré que la 
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résistance de E. coli au chlore varie en fonction des conditions de dture.  Une température 

f ~ b l e  et un milieu pauvre augmente la résistance de E coli au chlore. Une autre possibilité 

est qu'il n'y avait que 4 3  log de spore /ml au début des essais a qu'il y a un épuisement du 

stock de spores à la fin. La méthode utilisée pour récupérer les spores permet de récupérer 

jusqu'à un minimum de 15 WC/ 1 0  ml. Des résuItats ai f ieurs à ceci n'était pas consïdére 

comme étant représentatifS. Dans certains cas, à la fin des essais, il peut y avoir seulement 

1 à 10 UFC/ 100 mi (annexe W. À ce moment-là, la Iunite de détection est considérée 

comme étant atteinte. L'erreur entre les duplicata des courbes d'abattement peut d e r  

jusqu'à 10%. 

Pour la souche enviro~ementale, les abattements aux trois pH sont semblables (figure 4.2). 

Dans ce cas-ci le ralentissement des abattements peut être expliqué par un problème 

d'agglutination. Ceci est confirmé par des analyses microscopiques. Des suivis dans le 

temps, de la variation de la concentration des BSA dans les dinérentes solutions tampons 

utilisées ont aussi été f ~ t s .  Ceci a été fat  en plaçant une quantité de spores dans des 

éprouvettes contenant les différentes solutions d'eau tamponnée. La concentration initiale 

a été mesurée puis, elle fut de nouveau mesurée le lendemain matin. Ces suivis ont révélé 

que I'aggluthtion est moins importante à pH 7'5 et que le pH a un effet sur l'agglutination 

de cette souche de BSA. Les résultats de ces vérifications sont détaillés à I'annexe VII 

(graphique N/No en fonction du temps). L'agglutination peut être causée par des 
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exopolymères, tel que ceux produits dans les biofilms. Ceci est probable à en juger par 

l'apparence des colonies qui sont très lustrées et entouries d'un halo clair. La mithode de 

culture utilisée comprend L'addition d'un composé, le TTC (voir chapitre 2), pour colorer 

les colonies. Les bactéries se colorent en rouge. La substance autour de la colonie est claire 

et gluante. Cette substance serait probahlement un des exopoIymères. La souche d'origine 

envko~ementale utilisée dans les essais n'est peut être pas représentative de la totalité de 

la population de spores dans l'enviro~ement~ Ce n'est qu'une souche parmi plusieurs. 

Lon de l'isolement de cette souche, au moins quatre autres om été rejetées. 

4.3.1 Les Ct en fonction du pH 

Les Ct requis pour l'abattement de 1,2 et 3 log de B. subtiks sont plus faibles à pH 8,3 

qu'aux pH 6,5 et 7'5 (figure 3.12). Pour 2 log d'abattement, le Ct le plus élevé est observé 

à pH 7,s. Alors que pour 1 et 3 log d'inactivation le Ct le plus élevé est observé à pH 6,s. 

La tendance des Ct est à la baisse lorsque le pH passe de 9 5  à 8'3 pour 1'2 et 3 log 

d'inactivation. Ce même phénomène a été observé par Botzenhart et al. (1993) pour B. 

nrbtilis entre les pH 6 et 8, à 5 et lS°C. 
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Les Ct requis pour L'abattement de 1 a 2 log de la souche environnementale est plus h i l e  

à pH 6,s qu'aux autres pH étudiés. Pour un log d'abattement, les Ct croissent avec le pH- 

Pour 2 log d'inactivation, les Ct croissent lorsque les pH sont classés comme suit: pH 6'5; 

8,3 et 7,s. La tendance des Ct en fonction du pH a I'apparence d'une cloche avec un 

maximum situé à pH 7.5 (figure 4.3). Les intervailes de confiances pour les courbes de Ct 

sont présentés à i'annexe W. Cette même dure de cloche est observée dans le cas des Ct 

requis pour 3 log d'abattement, saufque le Ct minimal est à pH 8,3, mais de peu. Ceci n'est 

pas décrit dans la littérature, qui présente surtout des effets causés par la variation de la 

température. Cette allure de cloche pourrait signifier la présence d'une proteie à la surface 

de la paroi ou d'une enqme ou d'une protéine à i'intérieur de la spore- En effet, les allures 

en forme de cloche pour les variations de pH sont souvent observées lorsqu'il y a une 

activité enzymatique d'une protéine @orton et al., 1992). 

Les parois des spores sont compo&s surtout de protemes (Murreil, 1967, Rose, 1968). 

Dans la plupart des espèces de BaciZZus, la paroi de la spore a une composition semblable 

à celle de la paroi de la bactirie (MurreU, 1967). Les parois des kystes de protozoaire ont 

une composition semblable à celle de la membrane du protozoaire (Kreiker et al., 1987)- 

En plus, la paroi a un pourcentage de chitine payer, 1997, Meyer, 1990). Tel que présenté 

dans le chapitre 1 (section 1.5)' l a  protéines et les lipides sont affectés par un changement 



Fiare 4.3 : Ct de la souche environnementale en fonction du p K  

de pH. Le bioxyde de chlore réagit surtout avec les acides aminés (Aieta et al., 1986, 

Masschelein, 1992) qui sont des composantes des protemes et avec certains acides gras 

(Aieta et al., 1986). Un changement de pH modifie les charges des acides amines et modifie 

la configuration tridhensiome~e de la protéine (Horton et aï-, 1992). Le changement de 

cette configuration peut changer les accès awc sites oxydables par le CIO, soit en rendant 

accessible de nouveaux sites, soit en coupant L'accès aux sites existants. 

La raison pour laquelle l'allure de cloche de ces courbes (figure 4.3) peut être attribuée à une 

protéine contenue dans la paroi de la spore est le mode d'action reconnu jusqu'à maintenant 

du CIO2. L'inactivation des bactéries et des spores par le CIO, dépend d'une part de 
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I'ùitégrite de la paroi et du contrôle de la peméabilité de la paroi bactérienne (Berg et al., 

1986). Le bioxyde de chlore lui-même aurait un e&t sur la paméabiiité de la membrane en 

attaquant les protéines a les lipides de celle-ci (Aieta et aï., 1986). Une protéine ou une 

enzyme de la paroi rendrai cette dernière moins perméable au CIO, en changeant de 

configuration tridiientio~eile. Une autre hypothèse mise de l'avant est qu'en augmentant 

le pH, la couche de lipides de la paroi devient plus pennéable, permettant ainsi l'accès du 

CIOt aux molécules vitales, qui sont essentielles au fonctiomement de la cellule (Sproul et 

aL, 1983). Un des mécanismes dominant de l'action bactéricide du CIO, serait par la suite, 

la réaction entre l'oxydant et des acides aminées (hydroxyproline, probe, histidine, 

cystéine, cystine, tyrosine a tqptophane) (Masschelein, 1992). Une autre action du C10, 

serait d'inhiber Ie synthèse de protéines (Denver Russell et al., 1997) bien que ce$te action 

ne soit pas la plus importante (Aieta et al, 1986). Donc, il peut y avoir une protéine ou une 

enzyme présente à l'intérieur de la spore qui aurait pour rôle secondaire de rendre plus 

diaicile i'accès du bioxyde de chlore, ou des autres oxydants, aux molécules vitales. 

Deux hypothèses peuvent donc être émises pour expliquer les résultats obtenus. La première 

est qu'il y a une protéine dans ou sur la paroi qui est affectée de niçon maximale par le CIO, 

à un pH d'environ 7,s. Cela réduirait la perméabilité de la paroi de la cellule au CIO,. La 

seconde hypothèse est qu'il y aurait une protéine ou un enzyme à l'intérieur de la cellule qui 

réagirait plus rapidement avec le CIO, à un pH de 7,s ce qui protégerait les molécules 
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vitales. Ces deux hypothèses ne sont valables que pour la souche environnementale avec 

laquelle les essais ont été effectués puisque la composition en protéines (la séquence 

d'acides aminés), tel que les SASP Ccsmall acid soluble proteins" ou petites prote- 

acidophiles), varient d'une espèce à l'autre a même d'une souche à I'autre (Setlow, 1994). 

Le mode d'action du CIO, décrit plus haut explique la tendance observée chez la souche de 

B. subtilis utilisée. L'activité bactéricide du CIO, augmente avec le pH pour les cystes 

d'amibes (Chen et aLy 1985). Chen et d. (1985) ont émit deux hypothèses soit il y a un 

changement à la surfiace du microorganisme, soit l'efficacité du C10, à inactiver ce 

microorganisme augmente avec le pH. Certains auteurs (Setlow et Setlow, 1993, Popharn 

et al., 1995) amibuent la résistance de B. subtiiis au peroxyde et aux W a la présence de 

petites protéines acidophiles (SASP : smd acid soluble protein) qui se lieraient avec l'ADN 

de la cellule ou qui affecteraient le contenu en eau de la celiule, augmentant ainsi la 

résistance des cellules qui en sont munies. 

Si la résistance de B. subtiliis est attriiiuée à la présence de certaines protéines, telles que les 

SASP, lorsque d'autres méthodes de désinfion sont utilisées, il est plausible de poser une 

hypothèse semblable lorsque le CIO, est utilisé comme désinfectant. Ceci pourrait aussi être 

applicable dans le cas d'une autre souche de BuciIZhr, comme la souche d'origine 

environnementale utilisée dans la présente étude. 



4.3.2 Les Ct en fonction dt Ia souche de BSA 

Les comparaisons des Ct entres les deux souches de BSA sont présentées au tableau 4.1. 

Afin d'obtenir 2 log d'abattement, le Ct deB. subtiIis est 3'3 fois plus éleve que cefui de la 

souche environnementale à pH 6,5. Le Ct deB- dtik est 1,9 fois plus élevé que celui de 

la souche environnementale à pH 7,s a le Ct de B. d t i l i s  est 1,4 fois plus éleve que celui 

de la souche environnementaie à pH 8,3. Lorsque 3 log d'abattement sont requis, le Ct de 

B. subtilis est 1,6 fois plus élwé que celui de la souche environnementale, a pH 6,5. Le Ct 

de B. subtilis est 1,2 fois plus fable que celui de la souche environnementale, à pH 7,s et à 

pH 8,3, les deux sont sensiblement pareils. La différence entre les deux souches diminue 

lorsque le pH augmente et lorsque le nombre de log d'inactivation augmente. B. subtilis est, 

en général, plus difficile à inactiver que la souche environnementale et ce, même si les deux 

souches ont été incubées sur le même milieu de culture. À 3 log d'abattement, la fiaction 

de la population qui sumit encore, à en juger par les graphiques d'abattement, peut être 

considérée comme la &action résistante tel qu'expliqué par Berg et al. (1988) pour 6 coli. 

La limite de la méthode de mesure n'est pas précisée dans cet article (Berg et al., 198B)). 

Ceci pourrait expliquer que les deux souches qui ont des Ct très différents à 1 et 2 log 

d'abattement, ont des Ct à 3 log d'abattement qui tendent à se ressembler. Les fractions 

résistantes des deux souches tendent à avoir la même résistance alors que la population 

générale des souches ont des résistances Merentes. 



Tableau 4.1: Comparaison des Ct des souches de BSA 

1,7x 1,4x 1 ,03x 
Bs : B- subtifis ; SE: Souche environnementale, 

Bs pH 6,s 

SE pH 6.5 

4.3.3 Les Ct des souches de BSA et des kystes ou oocystes de protozoaires 

Les comparaisons des Ct sont illustrées à la figure 4.4. Des valeurs de Ct pour l'inactivation 

de Giardia ont été publiés par le Sous-Comité Fédéral Provincial sur l'Eau Potable (1997). 

Maiheureusement, ces Ct ne tiennent pas compte de la variation du p H  Pour une 

hactivation.de 2 log, à 20°C. le Ct de Gimdia est de 10 mg*min/i a pour une inactivation 

de 3 log, il est de 15 mg*mïn/i. Les Ct de la souche mviromernentale pour 2 log 

d'inactivation Vanent de 107 à 201,3 mg*min/l. Les Ct de B. sil6tilz.s pour 2 log 

1 log 

220 

39,9 

5,5x 

2 log 

349 

107 

3,3x 

3 log 

589 

377 

1,6x 
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d'inactivation sont entre 233'2 et 372'6 mg*mùrll. Dans les deux cas de BSA, les Ct 

dépassent largement la vaieur donnée pour Giarâiu. Dans le cas des Ct pour 3 log 

d'inactivation, pour la souche environnementale, les valeurs varient entre 333,3 et 540,8 

mg*min/l et pour B. subtiIis, les Ct vanait entre 326'7 et 589,3 mg*rnin/l. Encore ici, les 

valeurs de Ct pour les BSA dépassent de beaucoup le Ct de Gicada- 

Pour ce qui est du protozoaire C~tosporidium, les Ct proposés dans la littérature pour un 

pH de 6 sont de 120 mg*rnin/i à 20°C pour 2 log d'inactivation (RufTeil et al., 1998) et de 

144 mg*min/l à 22OC pour 5 1  log d'inactivation (Li et al., 1998). À pH 7, Korich et uL 

(1990) ont trouvé un Ct de 78 mg*min/l, à 20°C, pour 1 log d'inactivation. Pour le pH 8, 

Ruffeil et al. (1998) ont trouvé un Ct de 75 mg*rnin/i, à 20°C, pour 2 log d'inactivation. Le 

Ct de la souche envirommentale que nous avons mesurés à pH 6,s est de 107 mg*nwin, 

pour 2 log d'inactivation. Le Ct requis pour inactiver Cgptopridium est supérieur à celui 

de la souche environnementale. Dans le cas de la souche de B. szibtilis utilisée, les Ct que 

nous avons mesuré sont tous supérieurs aux Ct proposés pour Cryptqmn'dium. Cette 

souche peut être un bon indicateur d'efficacité d'inactivation pour ce protozoaire. 



3 log 

2 Iog 

1 log 

O 100 200 300 400 500 600 
as* Giardia 
Souche environnementale pi Coptospon'dim 

Fimire 4.4: Comparaison des Ct des spores de BSA et des kystes de protozoaires. 

4.4 Comparaison avec le chlore et l'ozone 

La résistance des spores de BSA au chlore (Barbeau, 1996) et à l'ozone (Facile? 1998) a 

aussi été étudiée. Barbeau (1996) a montré que les espèces de BSA ont chacune leur 

résistance au chlore. Selon ce même auteur. les spores de BSA sont des bons indicateurs 

de l'inactivation de Giur&-a- Fade (1998) a montré que le taux d'inactivation des spores 

par l'ozone augmente lorsque le pH baisse. Ce même auteur a montré que la souche 

d'origine environnementale est moins résistante que B. subtilis (ATCC 6633) a que les 

spores de BSA sont de bons indicateurs de i'inactivation des kystes et des oocystes de 



Dans la présente étude, il est montré que, tout comme avec L'ozone, la souche d'origine 

environnementaie est moins résistante que B. subtiIis- Ii est aussi montré que bien que le pH 

ait un effet sur la désinfection, il est impossible de prédîre dans quel direction va cet effet, 

puisqu'il dépend de la souche de BSA Tel que montré avec le chlore a l'ozone, les spores 

de BSA sont des bons indicateurs de I'inactivation des kystes de Giarda par le bioxyde de 

chlore. De plus, les spores de BSA sont des bons indicateurs de l'inactivation des oocystes 

de C ~ t o p r i d i u m  par l'ozone a par le bioxyde de chlore, bien que ce ne  soit pas le cas 

de toutes les souches de BSA en ce qui à trait au bioxyde de chlore. 



CHAPrrREv 

CONCLUSION 

A partir des résultats obtenus pour les deux souches utilisées, il peut être conclut que la 

résistance de B. subtili's differe de la résistance de la souche environnementale utilisée pour 

les essais. Ii peut y avoir des variations d'une souche environnementale à une autre. Donc, 

la résistance varie d'une souche à I'autre, La résistance des deux souches mesurée lors des 

essais de cette étude est supérieure à la résistance de Giorda proposée dans la bibliographie. 

La résistance des spores montre aussi des variations avec le pH. La variation de résistance 

en fonction du pH n'est pas la même d'une souche à l'autre. 

Les Ct calculés pour la souche enviromementale et pour B. wbtilis sont de beaucoup 

supérieurs aux Ct proposés dans la LittErature pour Giardia. Ils sont tellement plus élevés 

qu'ils ne sont pas nécessairement de bons indicateurs. Par contre, si ces souches sont 

utilisées comme indicateurs, il est certain que le Ct pour Giardia sera respecte. Pour ce qui 

est de Crypfosporidium, seul B. subtils peut être considérée comme étant un indicateur 

acceptable. À la lumière de ces résultats, une prise de conscience de l'effet du pH lors de 

l'utilisation du bioxyde de chlore est de mise. Ceci ne pourra qu'avantager les utilisateurs 

de ces oxydants. Enth, le bioxyde de chlore est une bonne alternative au chlore. 
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ANNEXE I= COURBE DE CAIJBRATLON POUR LA MESURE 

DU BIOXYDE DE CHLORE PAR 

LA MÉ'THODE AUX RAYONS UV, À 360 na. 

I m m w I w 

O 5 10 15 20 25 30 35 
concentration Cl02 (mgtl) 

0 absorbance UV obtenue 

Fimire 1.1 : Courbe de calibration pour la spectrophotométrie aux rayons UV à 360nm. 



ANNEXE Ik COURBE DE CALIBRATION POUR 

LA MESURE DU BIOXYDE DE CHLORE PAR 

LA MÉT~LODE À L'ACVK, 548 nm. 

O 0.2 0.4 096 098 1 
concentration Cl02 (mgA) 

a différence d'absorbante obtenue 

Fimire II. 1 : Courbe de caliiration pour la spectrophotométrïe avec ACVK, à 548 m. 



ANNEXE Ilk GRAPEIQUES DES CONCENTRATIONS 

DE CIO, RÉSIDUEL R SUB- POUR LES pH 7,5 ET 8 f 

temps (minutes) 

+ 4.2 mgA* 4,2 mgn-F 2.6 mgA+ 2.6 mg/l 

+ 1,7 mgA* 1,7 m g l l t  4.1 mgll* 4.3 mgA 

Fiwe III. 1 : Évolution du CIO, résiduel dans le temps à pH 7,5, pour B. subtiiis. 



O 50 1 O0 1 50 200 250 
temps (minutes) 

+ 4,3 mgll * 4.2 m@l - 2,6 mgll -sL 2.6 mgIf - 1,8 mu1 
-4 1.8 mgIl + 2,O mgll * 2,8 mgIl + 10.2 mgfl 

Fiaure m.2: Évolution du CIO, résiduel dans le temps à pH 8,3, pour B. subtiiis. 
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ANNEXE IV: PERTES IMTLUES DE CIO2 POUR R SUB- 

Tableau N. 1 : Pertes de ClO, par essai à pH 6,s pour B. subtiiiis. 

Concentrations Concentrations 

obtenues i pH 6 5  



Tableau N.2: Pertes de CIO, par essai à pH 7,s pour B. subtiiis 

Concentrations Pertes de 



Tableau IV.3 : Pertes de CIO, par essai à pH 8,3 pour B. subtiïis 

Concentrations 

obtenues i pH 63 

Pertes de CIO, 



ANNEXE V: GRAPHIQUES DES C0NCE;NTRATIONS 

DE aot &SIDUEL mm 

LA SOUCHE ENVIRONNEMENTALE A pH 7,s ET 8 2  

1 O0 1 50 
temps (minutes) 
* l ,7 mg11 -F - 4,3 mgll + 

2.5 mgll 
4.3 mg11 

Fimire V. 1 : Évolution du Cl02 résiduel dans le temps à pH 73, pour la souche 

environnementale. 



1 O0 150 
temps (minutes) 

+ 1.9 mgll + 1,7 mgll + 2.4 mgll + 2.5 mgll + 4,4 mgll 
-4.1 mgIl * 2,6rng/l - 3.5 mgll + 10.4mgll 

Figure V.2: Évolution du Cl02 résiduel dans le temps à pH 8,3, pour la souche 

environnementale. 



ANNEXE Vk PERTES I N E U L E S  DE QO, 

POUR LA SOUCHE ENVIRONNEMENTAIE 

Tableau M. 1: Pertes de ClO, par essai à pH 6.5 pour la souche environnementde. 

Concentrations Concentrations 

obtenues i pH 6 5  

- - -  

Pertes de CIO, 



Tableau VI.2: Pertes de CIO, par essai à pH 7,s pour la souche enviro~ementale~ 

Concentrations 

visées 

Concentrations 

obtenues 1 pH 7,s 

Pertes de CIO, 



Tableau VI.3: Pertes de CIO, par essai à pH 8,3 pour la souche environnementale. 

Concentrations Concentrations 

obtenues à pH 6 5  



ANNEXE VIE TESTS D'AGGLUTINATION 

POUR LA SOUCEE ENVIRONNEMENT' 

400 600 
temps (minutes) 

Fimire W. 1: Courbes d'abattement lors de 17~t i l i~ t ion  de différems tampons, sans oxydant. 

Note: tmicro, t-micro-2: tampon utilisé lors de l'entreposage des BS A environ à pH 7 (NHA 

et ai., l992), témoins. 



ANNEXE V I E  INTERVALLES DE CONFIANCE 

DES COURBES DE CT 

Les intervalles de confiance ont été calculés à l'aide du logiciel Statistica vasion 5.1 pour 

Windows, de StatSoft, Inc. Les courbes des graphiques sont des régressions héaires 

(lignes droites, pleines) accompagnées de leur intervalle de confiance respecfif(pointillés). 

Les intervailes de confiance sont calculés sur la moyenne de chaque groupe de points. Les 

axes sont le log du temps en ordonnée et le log de la concentration en abscisse. La 

légende est comme suit: TI-LOG pour 1 log d'inactivation; T2-LOG pour 2 log 

d'inactivation et T 3 O G  pour 3 log d'inactivation. 

-.- 
0 2  0.3 0.4 0.S 0,s O.? 0.6 0.9 1.0 1.1 

LOG-COK 

Figure W. 1 : Intervalies de co&ance pour B. sybrils à un pH 6,s. 



Fimre VLILZ: Intemailes de confiance pour B. d t i i ï s  à un pH 7,s. 

Fimue VIII.3: Intervalles de confiance pour B. subtilis à un pH 8,3. 



Firmre VIE-4: Intervalles de confiance pour la souche d'origine enviro~ementale à un pH 

Fimue VIII.5: Intervalles de conflance pour la souche d'origine environnementaie à un pH 



F i m e  W . 6 :  Intervalles de confiance pour la souche d'origine environnementaie à un pH 



ANNEXE 1x: RÉSULTATS BRUTS 

Tableau IX. 1 : Résuitats bruts de la souche enviro~cmentale a pH 6,s.. 

Minuter 
Lr3 -11 

O 
30 
60 
90 

120 
240 

L 3  =a/] 
O 

30 
60 
90 
120 
240 

297 m%l 
O 

30 
60 
90 
12 O 
240 

! , 6  mg/] 
O 

30 
60 
90 

120 
240 



Tableau IX.2: Résultats bruts de B. subrils à pH 6,s. 

tnpc: trop nombreux pour compter. 




