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"Quand on est petit, 

pour être quelqu'un 

il faut être plusieurs' ' 

Les bactéries de la biobarrière 
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La complexité de I'écoulement des contaminants dans les rocs fracturés ainsi que les 

coûts associés il l'excavation diminuent considérablement les alternatives de restauration. 

Parmi ces alternatives, le confimement de la contamination par des barrières physiques 

s'avère problématique en raison de la d'atteindre les fractures et la toxicité de 

certains matériaux. En matière de technologie de décontamination, et particulièrement 

dans le cas des biotechnologies, les notions d'écotoxicité et de préservation de la 

biodiveaité doivent être prises en considération pour satisfaire aux exigences des lois et 

des politiques environnementales canadiennes. 

Une biobarrière in situ est envisagée pour le confinement des contaminants dans un 

aquifère de roc ayant des ouvertures de fractures entre l u 1  et 103 Pm. Le développement 

de la biobarrière consiste en une stimulation de la microflore indigène de l'eau 

souterraine. La stimuIation s'effectue par I'injection de nutriments et d'accepteurs 

d'électrons, nécessaires au métabolisme des micro-organismes pour leur multiplication et 

la sécrétion d'exopolysaccharides (EPS). Les EPS adhèrent au roc et forment une matrice 

appelée biofdm. dans laquelle les micro-organismes se développent. 

Quoique les microflores des eaux souterraines contiennent géndralernent des bactéries 

productrices d'EPS. les biobarrières sont souvent formées dans les aquiferes via 

l'injection de bactéries. Cette approche a montré des n5sultats significatifs de diminution 

de conductivité hydraulique. Cependant, la faible persistance des bactéries injectées peut 

amener des problèmes de longévite de la biobarrière. De plus, les effets de l'injection de 

bactéries sur la diversité microbienne indigène et I'écosystème demeurent inconnus. 

Les recherches ont été orientées par les interrogations suivantes: 1- Est-ce que le concept 

des biobarrières, récemment utilisé dans un aquifere sablonneux, peut s'appliquer aux 

milieux fracturés? 2- La biostimulation s'avère-telle aussi efficace pour développer une 

biobarrière que l'injection de bactéries? 3- Quels sont les impacts sur la biodiversité et les 



risques écotoxicologiques d'une telle biostimulation? Les travaux ont été concentrés sur 

l'application de la biostimulation dans uneperspectivede colmatage d'un aquifere de roc 

fracniré, observant les changements de diversité de la microflore indigène et les réponses 

éco toxicologiques. 

L'hypothèse qui sous-ted la projet est la sui.;ante: <La ~+~ i i l r i t ion  d'üiic ;aicioflon: 

indigène de l'eau souterraine, via l'injection de nutriments et d'accepteurs d'électrons, 

permettra la croissance des cellules microbiennes et la production dTEPS, menant au 

colmatage d'un milieu rocheux fracniré, lequel développement préservera l'innocuité du 

système.» Les objectifs visés étaient: 1- mesurer les effets des facteurs physico-chimiques 

pertinents pour le développement d'un biofilm sur une surface reproduisant un roc, 2- 

évaluer I'écotoxicité de la biosiimulation par l'utilisation de deux biotests, comparant les 

réponses écotoxiques de différents échantillons témoins, d'eau et de biofilms. 3- 

déterminer les changements de la biodiversité génétique et fonctionnelle occasionnés par 

la biostirnuiation en réalisant une étude comparative de la communauté microbienne 

initiale de l'eau souterraine et celle dans le biofilm, en mettant l'emphase sur les 

ultramicrobactéries (Uh.IB), 4- développer un montage expérimental rocheux fracniré 

permettant de réaliser un essai de biocolmatage en condition dynamique et 5- montrer le 

potentiel de colmatage d'une fracture dans un roc calcaire. 

Pour ce faire, deux approches expérimentales ont été utilisées (en cuvée et en continu). 

Le premier montage consistait en une série de réservoirs de 1 L, contenant 500 mL d'eau 

souterraine synthétique, dans lesquels une microflore, isolée d'une nappe aquifère de l'Île 

de Montréal. était resuspendue. Le b i o f h  se développait sur une plaque de céramique 

immergée, simulant une surface de roc. Les nuniments y étaient injectés manuellement 

sur une base journalière. Ce montage a permis d'utiliser un plan statistique de Plackett 

B m a n  afin de mesurer les effets de plusieurs facteurs sur la biomasse en suspension, les 

EPS en suspension et I'épaisseur du biofilm (Objectifs 1 à 3, Chapitres TV et V). Le 

deuxième montage a servi à mesurer le biocolmatage d'une fracture d'un roc calcaire 

(0'05 cm x 0,s cm x 50 cm) en mesurant d u  variations de conductivité hydraulique de 



l'ordre de 2 cm min". Dans un premier temps, le bloc de calcaire a été inoculé avec la 

microflore, utilisant un circuit en boucle. Dans un deuxième temps, le bloc a été alimenté 

en eau souterraine synthétique et en nutriments pour favoriser le développement du 

biofilm. L'étendue du colmatage a été mesurée par la diminution du débit de l'effluent et 

l'augmentation de la perte de charge hydraulique (Objectifs 4 et 5, Chapitre VI). 

Les résultats de l'étude portant sur les facteurs physico-chimiques (Objectif 1) ont montré 

que l'épaisseur du biofilm était significativement influencée par trois facteurs: le type de 

source de carbone, la concentration de la source de carbone et le type d'aération (p = 

0.0001). En utilisant les conditions les plus favorables, c'est-à-dire en présence de 

m6lasse comme source de carbone, injectée à un taux de 20 mg m" min", et en 

alimentation d'air par bullage (4.2 cm3 fi), le biofilm a atteint une épaisseur de 250 Pm, 

mesurée après six jours. L'ajout de pentachloroph6nate de sodium (NaPCP) ( 10 mg L-' , 

initialement) n'a pas affecté significativement l'épaisseur du biofilm (p > 0,05). Par 

contre, la biomasse dans I'eau souterraine était en moyenne de 21 % inférieure (p = 

0,013 1). 

L'évaluation écotoxicologique (Objectif 2) a montré une inhibition de croissance de 80 % 

en moyenne de l'aigue verte (Selenartmm capricomiitum) lorsque exposée aux 

khaatillons d'eau souterraine synthétique, fraîchement inoculée avec la microflore 

indigène, ainsi qu'aux échantillons de biofilms dispersés dans une solution saline (0.85 % 

NaCl). L'utilisation du test d'inhibition de la bioluminescence de Vibrio ficheri a permis 

de différencier les effets de la présence de NaPCP (diminution par un facteur de 10 de la 

concentration requise pour inhiber 20% de la bioluminescence) et la production de 

produits microbiens solubles (PMS) (diminution de moitié de la concentration requise 

pour inhiber 20% de la bioluminescence). La quantité de PMS dans l'eau est passée de 92 

mg DCO L" initiaiement à 4 150 mg DCO L-' après huit jours de biostimulation. 

La diversité génétique a diminu6 tandis que la diversité fonctionnelle a augmenté lorsque 

la communauté initiale d'UMB de l'eau souterraine a été comparée à la communauté 



microbienne du biofilm (Objectif 3). En effet, la comparaison de gels montrant la 

répartition de fragments d'ADN indiquait qualitativement une diminution de la diversité 

génétique entre l'eau et le biofilm. Le séquençage de gènes ARNr 16s a permis 

d'identifier des genres bacteriens différents pour ces deux microflores. L'analyse de la 

diversité fonctionnelle (microplaques Biolog GN) a montré que la microflore du biofilm 

pouvait oxyder deux fois plus de types de source de carbone que les UMB initialement 

présentes dans I'eau. 

Un montage représentatif hit développé pour l'étude du biocolmatage en condition 

dynamique (Objectif 4). Un essai de biocolmatage a permis de mesurer une diminution de 

la conductivité hydraulique de la fracture de 99.2 5% après 22 jours de biostirnulation 

(Objectif 5). Un séquençage des gènes ARNr 16s. isolés de I'eau souterraine, a montré 

une affiliation significative avec des genres bactériens producteurs d'EPS : Cytophnga, 

Arcobacter et Rhizobium. Un suivi des paramètres microbioIogiqurs et physico- 

chimiques de I'effluent a indiqué une colonisation du roc et des conditions 

oxydoréductrices élevées (z 125 mV AdAgCl). 

L'ensemble des résultats du projet supporte l'hypothèse selon laquelle une microflore 

indigène peut être stimulie à sécréter des ERS et développer un biofüm en conditions 

d'eau souterraine. La biostimulation peut être réalisée en injectant des nutriments simples 

et économiques, telle la mélasse. Le potentiel écotoxique, dQ A l'accumulation de PMS, 

demeure faible dans une perspective d'application en condition dynamique. La 

biostirnulation contribue à réduire le nombre d'espèces bactériemes de la microflore et 

parallèlement, semble modifier la structure de la communauté de façon à ce que les 

bactéries physiologiquement versatiles soient activées. À I'intérieur d'un délai d'un mois, 

la biostimdation de cette même microfiore a entraîné une diminution de deux ordres de 

grandeur de la conductivité hydraulique d'une hcnire ayant une ouverture 2.5 mm2. 

D'autres recherches devront démontrer les aspects de persistance et de résistance de la 

biobarrière en conditions dynamiques. 



ABSTRACT 

The complexity of contaminant movement in fiactured rocks as well as the cos& 

associated to extraction diminish considerably the restoration options. One of those 

alternatives. the confinement of contaminants with physical barriers, becomes 

problematic by reason of the difficuity to reach the fractures and the toxicity of certain 

plugging matenals. 

In the matter of decontamination technologies, pyticularly in the case of biotechnologies, 

the definition of ecotoxicity and the preservation of a biodiverse environment have to be 

considered to satisfy the existing canadian laws and environmental policies. 

An in situ biobmier is considered for the confinement of contaminants in a rock aquifer 

having fracture openings between 10" et 10" p. The biobarrier is developed by 

stimulahg the indigenous microflora of the groundwater. Stimulation. by the injection of 

nutrients and electron accepton, is necessary to the metabolism of micro-organisms for 

their multiplication and secretion of exopolysaccharides (EPS). EPS adhere to the rock 

and form a biofilm, in which the micro-organisms develop. 

Although goundwaters usually contain bactena which produce EPS, biobarriea are 

generdy formed in aquifers by injection of bactena. This approach showed significant 

results in the decrease of the hydraulic conductivity. However. the low swival rate of 

the injected bacteria could lead to a problern of sustainability of the biobmier. 

Furthemore. the effects of the injection of bacteria on the Uidigenous microflon and the 

ecosystem rernain unknown. 

The base of research stimulated questions to be addressed: 1- Could the concept of 

biobarriers. recently appiied in a sand aquifer, be extended to fractured media? 2- CouId 



the biostimulation be as effective to develop a b i o b e  as the injection of bacteria? 3- 

What are the impacts on the biodiversity and the ecotoxicological risks of such a 

biostimulation? The focus of the present project was on the use of biostimulation in the 

prospect of clogging a fractured rock aquifer, assessing changes in the microbial diversity 

and ecotoxicological responses. 

The hypothesis underlying the project was the following: "The stimulation of an 

indigenous groundwater microflora, by the injection of nutrients and electron acceptors, 

allows the multiplication of microbial ceils and secretion of EPS, leading to the clogging 

of a fractured geological media, development of which will preserve the innocuousness." 

The objectives were: 1- to measure the effects of the physico-chernical factors pertinent 

to the development of a biofilm on a surface reproducing a rock, 2- to evaluate the 

ecotoxicity of such biostimulation by using two biotests to compare the ecotoxicological 

responses of controls, groundwater and biofilm samples, 3- to determine the changes of 

both the genetic and functional biodivenity following the biostimulation by comparing 

the initial microbiai comrnunity in the groundwater to the resulting biofilm, focusing on 

ultramicrobacteria (UMB), 4- to develop a continuous flow system simulating the 

bioclogging of a fractured rock and 5- to show the potential of clogging a fracture in a 

fimestone. 

To reach those objectives, two experimental approaches were used: batch and 

continuous. The fmt apparatus consisted of 1 L reservoirs (500 rnL of synthetic 

groundwater) in which a microflora, iso!ated from groundwater of the Montreai are& was 

resuspended. Biofilm developed on a ceramic coupon, which simulated a rock surface. 

Nutrienu were added manuaily every day. This apparatus dowed severai physico- 

chernical factors to be tested in duplicates (Objectives 1 to 3. Chaptea IV and V). The 

second appantus was used to monitor the bioclogging of a fracture in limestone (0.05 x 

0.5 x 50 cm) obseMng variations in hydraulic conductivity as low as 2 cm min". 

fitially, the limestone was inoculated with the microflora, using a closed-loop system. 



xii 

Secondly, the iimestone was fed with synthetic groundwater and nutrients for the 

development of the biofilm. The extent of bioclogging was measured by a reduction of 

the outflow rate and the increase in head loss between the beginning and the end of the 

hcture (Objectives 4 and 5, Chapter VI). 

Results of the study of the physico-chernical factors (Objective I )  showed that the 

thickness of the biofilm was significantly affected by three factors: the type of carbon 

source, the concentration of the carbon source and the type of aeration (p = 0.0001). 

Under the best conditions tested. which were in the presence of molasses as carbon 

source (injection rate = 20 mg ni2 min") and sparged air injection (4.2 cm3 s") the 

biofdm reached a thickness of 250 pm in six days. The addition of a spike of sodium 

pentachlorophenate (NaPCP, 10 mg L") did not affect significantly the thickness of the 

biofilm (p > 0.05). Contrarily, the biomass in the groundwater was on average 22 % less 

(p = 0.013 1). 

The ecotoxicogical assessrnent (Objective 2) showed an inhibition of 80 8 of the growth 

of green aigae Seienastnîm capricomiitzîm when it was exposed to samples of synthetic 

groundwater, freshly inoculated with indigenous microflora, as well as the samples of 

biofdm dispersed in a saline solution (NaCl 0.85%). The use of the bioluminescence 

inhibition test (Vibrio fischeri) allowed to differentiate the effects of the presence of 

NaPCP (diminution by a factor of 10 of the concentration required to inhibit 20 95 of the 

bioluminescence) and the production of soluble microbial products (SMP) (diminution by 

h d f  of the concentration required to inhibit 20 % of the bioluminescence). The 

concentration of S M P  incleased from 92 to 4150 mg CODL in eight days of 

biostimulation. 

The genetic diversity decreased while the functional diversity increased when comparing 

L M 3  fiom the initial groundwater with the bacterial communîty of the biofiùn 

(Objective 3). Indeed. the cornparison of geis showing the distribution of DNA 



fragments, indicated quditatively a decrease of the genetic diversity between the 

groundwater and the biofilm. The sequencing of 16s rRNA genes revealed different 

bacterial groups for these two microflora. The analysis of the functional diversity (Biolog 

GN microplates system) showed that the biofih microflon was able to oxidize hvo 

times more carbon source types than the UMB initidly present in the groundwater. 

A relevant apparatus was developed to study bioclogging under continuous flow 

conditions (Objective 4). A decrease in hydraulic conductivity of 99.2 % d e r  22 days 

was measured (Objective 5). A sequencing of 16s rRNA genes. isolated from 

groundwater, showed a significant affiliation with bacterial groups, known to produce 

EPS: Cytophaga, Arcobacter and Rhizobium. A monitoring of rnicrobiological and 

physico-chernical parameten in the effluent indicated a colonization of the rock and a 

high oxydoreduction potential (s 125 mV Ag/AgCl). 

The results of the project support the hypothesis k i n g  that an indigenous microflora can 

be stimulated to secrete EPS and develop a biofilrn in groundwater conditions. The 

biostimulation can be achieved by injecting simple and economicdly viable nutnents, 

such as molasses. The ecotoxicologicaI potential, due to the accumulation of SMP. 

remains low in the perspective of an application in continuous flow conditions. The 

biostirnulation contributed to reduce the number of bacteriai species in the microflon and 

seemed to modify the structure of the comrnunity by enhancing the activity of the most 

versatile bacteria in relation to carbon sources oxydation. In a one-month period, the 

biostimulation of the same microflora led to a two orders of magnitude decrease in the 

hydraulic conductivity of a fracture having ai opening of 2.5 mm'. Further research 

shouid demonstrate the aspects of persistence and resistance of the biobanier in 

continuous flow conditions. 
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AVANT-PROPOS 

Ce projet doctorai se positionne dans une démarche de développement d'une biobarrîère 

pour le coimatage d'une nappe aquifère de roc fracturé. Ce colmatage biologique, aussi 

appelé biocolmatage, vise le confinement de la contamination d'une eau souterraine 

circulant dans un milieu géologique rocheux. 

Les récentes orientations des normes, des politiques, et même des perceptions du public 

envers les biotechnologies environnementales, ont tissé la toile de fond incitant à intégrer 

les aspects d'altérations écosystémiques dans la démarche. 

Le projet a donc été abordé sous un angle d'étude du potentiel d'une microflore indigène 

d'une eau souterraine à développer la biobmiére, panllèlement B une évaluation des 

changements de diversité microbienne et de ses effets écotoxicologiques. Le Tableau 1 . 1  

résume la diffusion scientifique relative au projet. 

Tableau 1 . 1  Synthèse des présentations ordes et écrites du projet doctoral* 
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CHAPITRE 1 

INTRODUCTION 

1.1 Problématique 

Le projet se rattache à la problématique d'une contamination dans une nappe aquifère de 

roc fracniré. La décontamination d'un milieu rocheux fracturé comporte des contraintes 

technologiques et économiques majeures. En effet, la délimitation du réseau de fractures 

et la connaissance de l'hydrodynamique dans la matrice représentent des défis de taille 

(Zimmie et Riggs, 1979). Mais encore, les technologies existantes de décontamination 

s'avèrent pour la plupart inapplicables soit en raison d'une limite dans l'atteinte des 

contaminants ou une augmentation considérable des coOü d'opération, incluant des coûts 

d'excavation et de forage du roc (Franklin et Dusseault, 1990). 

La compréhension des réseaux de fractures a connu un intérêt accru depuis une quinzaine 

d'années en particulier dans la perspective d'enfouir les déchets nucléaires dans les rocs 

(Hakami et Larsson, 1996). Plus récemment, le transport des contaminants dans un 

aquifère rocheux a fait I'objet de plusieurs études (Abdel-Salam et Chrysikopoulos, 1995; 

Dronsfield et SiIliman, 1993). Dms ce type d'aquifère, les contaminuits peuvent être 

transportés par dispersion daas les fractures et par diffhion dans la matrice rocheuse 

(Neretnieks et aL, 1982). Les fractures servent de conduits alors que la matrice permet 

l'accumulation des contaminants, pouvant être relargués dans l'eau souterraine sur une 

grande échelle temporelle (Esposito et Thomson. 1999). 

La pdservation de l'intégrité des sites et des écosystèmes a pris de l'ampleur depuis une 

dizaine d'années amenant des considérations additionnelles à I'application des 

biotechnologies in situ, entre autres, les effets écotoxicologiques et les impacts sur la 

biodiversité. Le Ministh-e de l'environnement et de la faune du Québec, dans sa Politique 

de protection des sols et de réhabilitation des sires contaminés, exige une analyse des 



risques écotoxicologiques. 

réponses néfastes chez un 

estimant les «possibilités et les probabilités d'occurrence de 

récepteur écologique en fonction de son exposition à un ou 

plusieurs contaminants» (Ministère de l'environnement et de la faune, 1996). Dans un 

contexte plus large que la toxicité due aux contaminants, l'évaluation écotoxicologique 

des biotechnologies vérifie que l'introduction de micro-organismes ou la stimulation de 

la microflore indigène n'amènent pas d'effets toxiques additionnels (Renoux, 1996). En 

effet, la présence de produits microbiens solubles (PMS) constitués, entre autres, de 

matériel nucléique et d'endotoxines peut amener une écotoxicité dans le milieu (Pitter et 

Chudoba, 1990). 

Le maintien de la diversité microbiologique a une importance vitale dans la régulation de 

la composition de l'atmosphère via les cycles des nutriments (ex. cycle du carbone) mais 

également, dans le maintien de la diversité des macro-organismes (ex. relation directe 

entre la déforestation, donc une diminution de la diversité microbiologique, et 

l'augmentation des épidémies) (Reaka-Kuda et aL, 1997). Depuis septembre 1 997, la 

toxicité de tout produit biotechnologique << nouveau », incluant les micro-organismes, 

doit être évaluée avant son importation, sa fabrication ou son introduction en territoire 

canadien, en vertu de la Loi canadienne sur la protection de l'environnement 

(Environnement Canada. 1997). Les renseignements exigés à l'égard de l'introduction de 

micro-organismes in situ demandent des études de la Littérature, par exemple pour leurs 

rôles dans les cycles biogéochimiques, ainsi que des recherches au laboratoire ou de 

terrain concernant les effets écologiques. Certaines applications biotechnoIogiques sont 

exclues de la nécessité de déclaration de renseignements: 1- le traitement d'eau usée 

municipale ou industrielle, 2- le compostage et les fosses septiques et 3- la stimulation in 

situ de la croissance d'organismes par aération (ex. le labourage) ou l'addition de 

substances nutritives (ex. les biobarrÏères). 



1.2 Concept proposé 

Le concept des biobarières in situ représente une alternative aux techniques existantes de 

restauration des nappes aquifères en milieu rocheux fracturé (Figure 1.1 et Figure 1.2). La 

biobarrière est constituée d'un biofilrn, formé par les bactéries indigènes. colmatant les 

fnctures. Le potentiel de ce colmatage réside dans la possibilité de confinement et de 

traitement d'une contamination (Bellamy et al., 1993). En effet, la densité du biofilm. 

lequel peut contenir des coligides minéraux, en plus des bactéries et des 

exopolysaccharides (EPS), peut amener une diminution significative de la conductivité 

hydraulique (Vandevivere et Baveye, 1992). La biobarrière servinit alors de mur de 

confinement. Également, l'activité de biodégradation à l'intérieur du biofilm permettrait, 

dans certains cas, d'utiliser la biobanière comme mur réactif (Chmcklis et Marshall, 

IWO). 



Fimire 1.2 Biofilm développé dans une microfiacture 

Figure 1.1 Schéma de la biobarrière 



Le biofilm se développe dans la nappe aquifere suite à une biostimulation de la flore 

indigène via l'injection de nuviments et d'accepteurs d'électrons (Johnston et al. . 1999). 

Cette injection fournit aux bactéries indigènes l'énergie nécessaire pour leur 

multiplication et la sécrétion dTEPST des molécules responsables de la structure du 

biofilm (Characklis, 198 1). Les eaux souterraines contiennent généralement des bactéries 

productrices d'EPS. En milieu aqueux, les biofilms se développent suivant sept étapes: 1- 

le conditionnement de la surface par une adsorption des molécules organiques (ex. une 

source de carbone), 2- le transport des cellules. 3- une dynamique d'adsorption et de 

désorption des cellules à la surface due aux forces de cisaillement. 4- une adsorption 

irréversible des cellules, 5- une croissance des ceilules et une sécrétion dTEPS, 6- 

l'augmentation du biofüm dtl à l'attachement de cellules en suspension et des matières 

coiloïddes et 7- une dynamique de détachement et de re-formation du biofilm 

(Characklis et Marshall, IWO). 

Plusieurs matériaux poreux ont été utilisés pour l'étude de la formation de biofilm: un sol 

contenant du silt, un sable, des billes de verre et du gravier (Bellamy et ai.. 1993: 

Characklis et Marshall, 1990; Cunningham et ai., 1991; Davey et aL, 1998: Dennis et 

Turner, 1998; Sanchez de Lozada et ai., 1994). À l'échelle laboratoire, des études de 

biocolmatage, via l'injection de bactéries, ont montré une réduction de la conductivité 

hydraulique causée par: 1- les cellules regroupées en amas et 2- l'accumulation d'EPS et 

ce, dans différentes conditions d'oxydoréduction (Frankenberger et al., 1979; Paksy er 

al., 1998; Vandevivere et Baveye, 1992; Vandevivere et Baveye, 1992). Récemment, 

l'approche du colmatage d'un aquifere sablonneux via la biostimulation de la microflore 

indigène a été appliquée (Johnston et ai., 1997; Johnston et al., 1999). Une rewe de 

littérature n'a pas permis de trouver d'application de cette approche dans un milieu 

géologique fracturé. De plus, aucune étude sur les effets de cette biostimulation sur 

l'écologie du milieu (écotoxicologie et biodivesité) n'a été répertoriee. 



1.3 Approche de l'étude d'innocuité 

Les exigences des politiques relatives à l'innocuité des biotechnologies 

environnementales visent à cerner le devenir des micro-organismes injectés, l eus  

impacts sur la biodivenité ainsi que le risque écotoxicologique (Environnement Canada, 

1997). Quoique le concept des biobarrières, développées suite a une biostimulation de la 

microflore indigène, ne soit pas soumis à l'obligation de produire une Déclaration de 

substances nouvelles auprès d'Environnement Canada, il importait de vérifier son 

innocuité avant d'entrevoir une application in situ. 

Depuis une quinzaine d'années, la recherche sur l'élaboration d'outils de mesure et 

d'analyse de l'innocuité environnementale s'est intensifiée. Autant dans le domaine de 

l'écotoxicologie que dans celui des impacts sur la biodiversité, l'approche d'évaluation 

des effets comprend généralement une batterie de tests (Keddy et al., 1995: Paksy et al., 

1998). La majorité des études ont été effectuée dans une perspective de relier les résultats 

de ces tests à une disparition de contaminults. Cependant. peu de tnvaux ont circonscrit 

les effets de l'application d'une biotechnologie comme potentiel de toxicité (Renoux. 

1996; Santini, 1998). 

Dans le présent projet, l'évaluation écotoxicologique a été effectuée en utilisant des 

bioessais appartenant B deux groupes: un organisme procaryote (Vibrio fiche$ et un 

organisme eucaryote (Se lenns tm c a p h n t u t w n ) .  Parallèlement, la quantité de PMS, 

des composés soupçomés de générer une écotoxicité dans le milieu, a été évaluée 

(Barker et Shickey, 1999). L'observation des changements de biodiversité a porté sur les 

aspects génétiques et fonctionnels de la communauté microbienne. De cette façon, il a été 

possible d'apprécier les effets de la biostimulation sur la structure ainsi que sur une 

fonction métabolique importante de la communauté microbienne indigène. 



1.4 Hypothèse et objectifs du projet 

L'hypothèse soutenue dans ce projet est la suivante: « La stimulation d'une microflore 

indigène de l'eau souterraine, via L'injection de nutriments et d'accepteurs d'électrons, 

permettra la croissance des ceilules et la production d'EPS, menant au colmatage d'un 

milieu rocheux fracturé, lequel développement prhervera l'innocuité du système. » Afin 

de vérifier cette hypothèse, cinq objectifs hirent futés: 

1- Mesurer les effets des facteurs physico-chimiques pertinents pour le développement 

d'un biofilm sur une surface reproduisant un roc (source de carbone, concentration de 

la source de carbone, type d'aération, ratio C :N :P. présence d'ions calcium, présence 

d'un contaminant); 

2- Évaluer l'écotoxicité de la biostirnulation par l'utilisation de deux biotests (inhibition 

de la croissance de Selenastnirn capricornutum et inhibition de la bioluminescence de 

Vibrio firchen) en comparant les réponses écotoxiques de différents échantillons 

témoins, d'eau et de biofilms; 

3- Déterminer les changements de biodiversite génétique (gènes ARNr 16s) et 

métabolique (système Biolog) occasionnés par la biostimulation en réalisant une 

étude comparative de la communauté microbienne initiale de l'eau souterraine et celle 

dans le biofilm, en mettant l'emphase sur les ultramicrobactéries (UMB); 

4- Développer un montage expérimental rocheux fracturé permettant de simuler le 

biocolmatage en condition dynamique (calcaire naturel. charge hydraulique constante, 

piézomètres); 

5- Montrer le potentiel de colmatage (diminution de la conductivité hydraulique) d'une 

fracture (0.05 cm x 0.5 cm x 50 cm), dans un roc calcaire, inoculée avec une 

microflore indigène, alimentée en nutriments et en eau souterraine synthétique sous 

une charge hydraulique constante. 



CKAPXTRE 2 

REVUE DE LITTÉUTURE 

Les notions nécessaires ii la compréhension de la démarche du projet se regroupent en 

quatre sujets : 1- l'eau souterraine et son écoulement dans un milieu rocheux fracturé, 2- 

mécanismes de formation des biofrlms et 4- I'évaluation des effets d'une biotechnologie 

environnementale sur l'écosystème. 

2.1 Eaux souterraines et nappes aquiFeres de roc fracturé 

L'eau sous la surface du sol se retrouve dans deux zones: la zone non saturée, appelée 

zone vadose. et la zone saturée, dite aquifère. Dans la zone vadose, les pores du matériel 

geologique sont remplis par l'air et/ou l'eau tandis que dans l'aquifère, tous les vides sont 

occupés par l'eau. Les deux zones sont délimitées par le niveau de la nappe d'eau (Fipre 

2.J. Le volume d'eau souterraine emmagasinée dms les aquifères peut être substantiel. 

Par exemple au Québec, on estime à plus de 200 milliards de m3, les réserves d'eau 

souterraine disponibles dans les régions habitées (Ministère de l'environnement et de la 

faune, 1996). 

i r a i  
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F i m  2.1 Divisions des eaux du sol 



2.1.1 Biogkhimie des eaux souterraines 

La géochimie des eaux souterraines vise à déterminer la distribution des éléments 

chimiques dans ce milieu. Cette détermination se baserait uniquement sur les principes 

d'équilibre minéral si ce n'était de la présence de la flore microbienne. À ce compte, 

l'étude s'élargit et on se réfère aux cycles biogéochimiques (Chapelle, 1992). Les 

changements de conditions physico-chimiques dans la nappe aquifére, telle l'injection de 

nutriments et d'accepteurs d'électrons, sont susceptibles d'amener des modifications à la 

flore microbienne, son écologie et aux cycles biog6ochimiques (Matthess et Harvey, 

1982). 

2.1.1.1 Composition chimique et dissolution du roc calcaire 

La composition chimique des eaux souterraines varie considérablement. Elle est 

grandement influencée par la composition du matériel géologique. La classification des 

composés chimiques se divise entre les composés solubles et insolubles (Tableau 2.1). 

Plusieurs éléments mineurs peuvent être présents dont notamment: le sélénium, le 

cadmium et des composés radioactifs (Matthess et Harvey, 1982). À titre d'exemple, la 

composition chimique de I'eau soutemine de Montréal est présentée en Annexe 2 (p. 

225). 

Tableau 2.1 Composés chimiques principaux des eaux s o u t e ~ e s  

composés solubles composés insolubles 

organiques inorganiques organiques inorganiques 

acides humiques sodium organismes hydroxyde de fer 

pectines potassium biopolymères argiIe 

hydrocarbures calcium silt 



Tableau 2.1 Composés chimiques principaux des eaux souterraines (suite) 

acides gras simples magnésium sable 

sels d'acides gras fer 

tannins manganèse 

comp. arom. polycyc. carbonates 

métabolites microbiens sulfates 

nitrates 

chlorures 

silice 

L'eau souterraine peut dissoudre plus de 150 mg/L de roc calcaire en fonction du pH 

(Tableau 2.2). Cette dissolution est en relation avec la concentration en dioxyde de 

carbone dissous (habituellement entre 20 et 50 mg/L) (Matthess et Harvey. 1982). De 

façon générale, les eaux souterraines s'écoulant dans les rocs calcaires ont un pH 

supérieur à 7, contiennent majoritairement des ions carbonates, calcium et, dans une 

moindre mesure, des ions sulfates et chlorures. La composition minéralogique du roc 

calcaire utilisé pour l'essai de biocolmatage en condition dynamique est présentée à 

\'Annexe 4 (p. 23 1). 



Tableau 2.2 Ions du roc calcaire 

Ions concentration 

(% poids du calcaire) 

3?3+ 3.W8 

Kf 0.003 

caZ+ 0.017 

M~'+ 0.003 

HCO3' 0.0 14 

~02-  0.038 

CI' 0.0 12 

(Matthess et Hmey. 1982) 

2.1.1.2 Microflore générale et métabolisme significatif pour la biostimulation 

La s w i e  et la croissance des micro-organismes dans les aquifères sont influencées par la 

nature des matériels géologiques, la composition des eaux, la température, la pression, la 

salinité, la vitesse de l'eau, la concentration en ions hydrogène et le potentiel 

d'oxydoréduction (Atlas et Bartha, 1987). Les micro-organismes présents dans les eaux 

souterraines appartiennent à l'un des quatre groupes suivants: les procaryotes (bactéries), 

les eucaryotes (algues, champignons et protozoaires), les arcbaebactéries ou les vinis. 

De loin, ce sont les bactéries qui se retrouvent en plus grand nombre dans les eaux 

souterraines; la différence en abondance est de I'ordre de 1OOO à 10 000 entre les 

procaryotes et les eucaryotes. Le Tableau 2.3 présente quelques-uns un des genres 

bactériens les plus répandus, classifi6s selon l e m  types d'enveloppes cellulaires et leurs 

formes (Chapelle, 1992). Les bacteries se distinguent également par leur physiologie en 

utilisant comme source d'énergie: la lumière, les composés organiques et les composés 

inorganiques. Le métabolisme des micro-organismes joue un rôle important dans les 



cycles biogéuchimiques et l'écologie microbienne assurant une part importante de 

l'équilibre de la vie terrestre (Reaka-Kudla et al., 1997). Les différents groupes 

physiologiques bactériens se retrouvant dans le processus de formation des biofilm sont 

présentés à la section 2.2.2.1 (p. 3 1). 

Tableau 2.3 Genres bactériens typiques des eaux souterraines 

9 e  de paroi morphologie respiration genre bactérien 
Gnm négatif bâtonnet aérobie Pseirdomonas 

Azotobacter 
Rhizobium 
Alcalig enes 
Flavobacterium 
Bordetella 
Agro bacteriion 

coque 
Cardobacter 

aérobie Neisse ria 
Maro rel la 
Acinetobacter 

bâtonnet aérobie facultatif Escherichia 
Shigella 
Salmonella 
Klebsiella 
Enterubacter 
Aerobacter 

anaérobie Bacteroide 
Fusobacterium 
Desulfovibrio 

Gram positif coque Micrococctis 

«coryneforme» A rth robacter 
bâtonnet et spores Bacillrrs 

Clos trid ium 

Dans une perspective de stimulation d'une microflore indigène pour le colmatage d'un 

aquifere de roc frac&, trois aspects du métabolisme bactérien s'avèrent importants. Le 



premier aspect concerne la capacité des bacténes à réduire leur diamètre en conditions 

oligotrophes (pauvres en nutriments) pour assurer leur survie. En effet, la réduction du 

rapport surfacelvolume faciliterait l'assimilation des nutriments (Amy et Morita, 1983). 

La taille dite normale des bactéries se situe entre 1 et 10 pm (Madigan et ai., 1999). 

Cependant, plusieurs études ont montré que dans les milieux naturels (oligotrophes), tels 

les sols, les océans et les eaux souterraines, une proportion des bactéries ont des 

diamètres significativement inférieurs à i pm (Iizuka et al., 1998; Janssen et ai., 1997; 

Schut et ai., 1997). Ces petites bacteries, nommées ultramicrobactéries (UMB), ont été 

arbitrairement définies comme ayant un diamètre inférieur à 0.3 prn (Marshall, 1982). 

Dans les eaux souterraines, les genres bactériens suivants ont été retrouvés sous forme 

UMB: Alcaligenes. Pselrdontonas, Aeromonas, Vibrio. Rhizobium, Desuifocnpsa (Kemp 

et ai., 1993; Rheinheimer, 199 1). Ces UMB représentent un intérêt pour la biostimulation 

in situ pour deux raisons: 1- leur petite taille leur permet de s'infiltrer dans des fractures 

d'ouvertures inférieures (< 1 pm) et 2- leur hydrophobicité de surface, significativement 

idéneure aux bactéries de taille «nomale», leur permet un meilleur transport dans 

l'aquifère, réduisant les risques de colmatage des puits d'injection de nutriments et 

d'accepteurs d'électrons (Ralph et Stevenson, 1995; Sharp et al., 1999). 

Les deuxième et troisième aspects du métabolisme bactérien réfèrent à la sécrétion de 

produits suite à la biostimulation: les exopolysaccharides (EPS) et les produits 

microbiens solubles (PMS). Les EPS représentent, avec les micro-organismes, les 

principales composantes du biofilm. Plusieurs genres bactériens sécrètent des EPS qui se 

retrouvent soit attachés à l'enveloppe cellulaire, en suspension dans le milieu, ou 

adsorbés sur une surface. Dans l'environnement, la sécrétion d'EPS par les bactéries a un 

rôle nutritionnel (agissant comme une résine échangeuse d'ions) et de protection contre 

les agents antimicrobiens (ex. bactériophages, surfactants) (Amy et Morita, 1983). Les 

conditions physico-chimiques du milieu stimulent les bacténes à produire des EPS. 

Plusieurs travaux ont montré les effets des conditions suivantes: le type et la 

concentration de la source de carbone, le rapport Cm, la concentration en oxygène, la 



température et le pH (Costerton, 1979; De Vuyst et ai., 1987; Gance1 et Novel, 1994: 

Gibbs et Seviour, 1996; Hacking et al., 1983; Linton et al., 1987; Roberts et al., 1995). 

Des exemples de bactéries productrices d'EPS dans l'eau souterraine sont: Pseudomonns. 

Azotobacter. Rhizobium. Alcaligenrs et Agrobacterim (Characklis et Marshall, 1990). 

La composition des EPS ainsi que leurs rôles dans la formation du biofilm sont présentés 

à la section 2.2.2.1 (p. 3 1) 

Les PMS se définissent par l'ensemble des produits organiques relargués en solution suite 

au métabolisme de substrats et à la mort des cellules (Barker et S ~ c k e y ,  1999). ils 

comprennent : des acides humiques et fùlviques, des acides organiques, des antibiotiques, 

des exopolymères. des steroïdes, des coenzymes, du matériel extracellulaire, des 

morceaux d'enveloppes cellulaires, des fragments d'ADN et des protéines provenant de 

la lyse des cellules (Noguera et ai., 1994). Ces produits ont été retrouvés autant dans les 

cultures bacteriemes en phase de croissance de latence, qu'en décomposition (Pitter et 

Chudoba, 1990). En phase de latence, les PMS sont essentiellement des exopolymères. 

Tandis qu'en phase de croissance, le renouvellement de différentes structures cellulaires 

amène une sécrétion d'autres PMS dans le milieu (ex. lipopolysaccharides). Où il y a 

croissance bactérienne, les PMS sont susceptibles d'être générés et ce. en concentration 

proportio~elle à la concentration de substrat (Baskir et Hansford, 1980: Chudoba, 1985; 

Daigger et Gndy, 1977; Grady et Williams, 1975). Schiener et al. ( 1998) ont rapporté un 

effet inversement proportionnel de la température sur la génération de PMS dans un 

réacteur anaérobie. Les PMS sont reconnus pour être dificilement biodégradables, 

potentiellement toxiques et interférant dans les processus de floculation (Barker et 

Stuckey, 1999; Chudoba, 1985). Les effets potentiellement toxiques des PMS sont 

discutés à la section 2.3.2 (p. 56). 



2.1.1.3 Écologie microbienne 

La biostimulation d'une microflore indigène peut changer la structure de la communauté 

microbienne et donc, de modifier l'équilibre existant. L'écologie microbienne étudie les 

relations entre les micro-organismes et les facteurs biotiques (ex. populations 

microbiennes, plantes. etc.) et abiotiques (ex. influence du pH, de la température, etc.). 

On dénombre huit types d'interactions entre les populations microbiennes: (1) le 

neutralisme, (2) le commensalisme, (3) le synergisrne, (4) le mutualisme. (5) la 

compétition, (6) l'antagonisme, (7) la prédation et (8) le parasitisme (Tableau 2.4) (Atlas 

et Bartha, 1987). 

Tableau 2.4 Effets des interactions entre populations microbiennes 

effet de l'interaction* 

nature de l'interaction population A population B 

neutralisme O 

commensalisme O 

synergisrne 

mutualisme 

compétition 

antagonisme 

prédation + - 
parasitisme + - 
* : O = sans effet, + = effet positif, - = effet négatif. 

Le neutralisme signifie l'absence d'interaction. Cette absence d'interaction est souvent 

due à i'isolernent des populations les unes par rapport am autres. Chapelle ( 1992) relève 

un manque dans les techniques de mesure du neutdisme dans les eaux soutemines. 



Néanmoins, on croit que le neutralisme y est présent, étant donnés le grand nombre de 

niches et la faible densité de population (Matthess et Hmey, 1982). 

Du commensalisme résulte un effet bénéfique pour une population alon que la deuxième 

population n'est affectée d'aucune façon. Le meilleur exemple de commensalisrne dans 

les eaux souterraines est la consommation de l'oxygène par les micro-organismes 

aérobies permettant le développement des populations anaérobies (Appelo et Postma, 

1993). 

Les interactions de synergie et de mutualisme sont profitables aux deux populations en 

interaction. La différence étant que deux populations en interaction de synergie peuvent 

survivre sans la présence de l'autre population. Une réaction synergique typique dans les 

eaux souterraines est l'interaction en condition anaérobie entre les micro-organismes 

fermentaires et les anaérobes non-fermentaires. Alors que les bactéries anaérobies non- 

fermentaires (sulfato-réductrices, méthanotrophes, réductrices du fer) sont incapables de 

métaboliser les glucides complexes et la lignine. les bactéries fermentaires utilisent 

directement ces composés et rejettent en retour des produits de la fermentation (ex. 

a c h e ) ,  utilisables par les anaérobes non-fermentaires. Cette interaction est également 

bénéfique pour les bacténes fermentaires en ce sens que les produits de la fermentation. 

qui représentent des déchets pour ces dernières, sont métabolisés par les bactéries 

anaérobies non-fermentaires (Madigan et al., 1999). 

L'objet des interactions de compétition est l'utilisation d'un même substrat. Par exemple, 

certaines zones d'eau souterraine très concentrées en fer dissous résultent en une 

compétition entre les bactéries sulfato-réductrices, méthanotrophes et réductrices de fer. 

Cette compétition exclusive vient de la forte affinité des bactéries réductrices de fer pour 

l'hydrogène en comparaison à l'affmit6 des bactéries mtthanotrophes et sulfato- 

réductrices pour ce composé (Chapelle, 1992). 



Dans les eaux souterraines, les interactions antagonistes, où une population produit une 

substance inhibitrice pour une autre population, ont regu peu d'attention. Par contre, des 

bactéries résistantes à certains antibiotiques ont été isolées des eaux souterraines. D'après 

Chapelle (1992), cette résistance laisse supposer la capacité de certaines espèces de 

produire des antibiotiques. 

Les interactions de type parasite, où une population soutire ses nutriments d'une 

population hôte, sont bien illustrées dans la dynamique entre les virus et les bactéries 

(Matthess et Harvey, 1982). La migration des virus vers la nappe aquifère dépendra du 

matériel géologique de surface. Un matériel géologique grossier et peu adsorbant, tel le 

sable, facilitera leur migration. Une nappe aquifère de roc fracniré sera particulièrement 

susceptible B la contamination par les virus. 

Les interactions de prédation s'effectuent habituellement dans les aquiferes aérobies 

entre les protozoaires et les bacténes (Harvey et al., 1995). Un nombre élevé de 

protozoaires dans un aquifère contaminé limiterait la biodégradation des contvninants 

(Chapelle, 1992). Dans le cas d'une biostimulation pour le colmatage d'un milieu 

géologique, la présence de protozoaires risque d'augmenter le temps nécessaire à la 

formation du biofilm (DeLeo et Baveye, 1997). 

2.1.1.4 Les cycles biogéochimiques 

Dans les eaux souterraines, la plupart des composés chimiques solubles circulent à 

travers une chaîne alimentaire. Pour cette raison. l'Cnide des cycles biogéochirniques est 

primordiale pour la compre%ension de la distribution de ces composés. Les cycles les plus 

importants sont ceux de l'oxygène, du carbone. de l'azote, du fer et du soufre (Madigan 

et al., 1999). 



Le cycle de l'oxygène est balancé par une production via le processus de la 

photosynthèse et la respiration des micro-organismes. La quantité d'oxygène dissous 

dépendra du matériel géologique de la zone vadose et des contacts de la nappe avec 

l'atmosphère. La distribution de l'oxygène dissous dépend du taux de respiration des 

micro-organismes. En effet. des aquiRres riches en composés organiques sont souvent en 

condition anaérobie. Les équations stœchiométriques de production de l'oxygène via la 

photosynthèse et la consommation par les micro-organismes se traduisent respectivement 

comme suit: 

lumiiire 

CO2 + H20 -* CHzO + 0, 
CHÎO + O2 * CO2 + H20 + énergie 

oh CH20 est le carbone organique réduit prksent dans les glucides. L'absence de 

photosynthèse dans les eaux souterraines amène rapidement un épuisement de l'oxygène. 

L'absence de photosynthèse amène également une troncanire du cycle du carbone. Il en 

résulte une accumuiation de CO3 et d'autres carborates dissous (Fieure 3.2). Une 

accumulation abondante de ces produits donne naissance à des sources minérales bien 

connues pour leun effets médicinaux. La quantité de COz dégagé est en relation avec les 

propriétés de 1' aquifêre (Chapelle. 1992). 



Fimire 2.2 Cycle du carbone 

adaptée de Chapelle (1992) 

Le cycle de l'azote est affecté en trois points dans les eaux souterraines. Premièrement, la 

fixation de l'azote organique provenant de l'azote gazeux demande beaucoup d'énergie 

au système. Deuxièmement, la nitrification, c'est-à-dire l'oxydation de l'azote organique 

en nitrate, s'effectue en d i e u  aérobie. Troisièmement, la dénitrification se réaLise en 

condition anaérobie (Fimire 2.3). Il en résulte que certaines eaux souterraines accumulent 

les nitrates ou les nitrites relativement au potentiel d'oxydoréduction. Plusieurs activités 

humaines influencent le cycle de l'azote dans le sol et les eaux souterraines (ex. fèces, 

effluents urbains et fenilisants) (Chapelie, 1992). 



I 

I nitrate 

Fimire 2.3 Cycle de l'azote 

adaptée de Chapelle ( 1992) 

Le cycle du fer est un des processus les plus importants dans les eaux souterraines étant 

donné ses impacts sur le plan économique. En effet le fer dissous (Fe(II)), sans danger 

pour les humains et les animaux. cause de graves problèmes de colmatage des conduites 

et de coloration de I'eau. De plus, le Fe(TI) amène un goût désagréable à l'eau de 

consommation. Également, la productivité agricole est affectée par une baisse du pH des 

sols suite l'oxydation du Fe(II). Les coûts de traitement des eaux souterraines pour le 

retrait du Fe(@ représentent plusieurs millions de dollars à travers le monde. Le cycle 

biogéochimique du fer se résume à une réduction du Fe(m) en Fe(Q sous condition 

anaerobie. Le Fe(m demeure en solution dans les eaux soutemines. Ce composé pourra 

être précipité sous forme Fe@) en présence d'oxygène dissous. L'accumuIation de 

Fe(Q dissous dans les eaux souterraines est le dsultat d'une tmncature du cycle en 

raison d'un manque de ré-oxydation (Fime 2.4) (Chapelle, 1992). Les réactions 

stœchioméaiques sont les suivantes: 

~ e ~ +  + K+ + 1/4 O2 ~e~ + 1R HrO 



oxydation du fer 
(ex. Thio bacillus) 

Fimire - 2.4 Cycle du fer 

adaptée de Chapelle ( 1992) 

Le cycle du soufre est complété avec la présence de minéraux coupleurs du soufre. 

Comme pour les cycles de l'oxyg8ne. du carbone et de l'azote, le manque d'apport 

d'énergie amènera une troncanire dans le cycle (Figure 2.5) (Chapelle, 1992). 



Fieure 2.5 Cycle du soufre 

adaptde de Chapelle ( 1992) 

2.1.2 Écoulement dans les milieux rocheux fracturés 

On entend par rocs fracturés ceux montrant soit des joints, des failles et des fissures. Une 

nomenclature des fractures selon leur longueur et largeur est donnée au Tableau 2.5 

(Chemyshev et Dearman, 1990). Le roc intact possède une porosité primaire soit celle 

correspondant aux vides des pores et des fissures entre les gnins et les cristaux. Les vides 

sous forme de fractures représentent la porosité second* nommée porosité de fracture 

(Tableau 22.) (Frankiin et Dusseault, 1990). Cette demière permet de transporter l'eau 

efficacement, comme dans les conduites. 



Tableau 2.5 Classification des fractures d'après leur longueur et leur largeur 

largeur (cm) I 
I 

longueur largeur 

fracture moyenne 

10' - 

io4 - i d  

lo3 

10 1 fracture courte 1 fissure I 

10"dle tectonique I q e  

faille 

micro fracture 

hcture longue 

I fiachire large I 

faille 

fracture moyenne 

fiacture étroite 1-- I 
micro fracture 

I micro fissure I 

Tableau 2.6 Porosité primaire et conductivité hydraulique de rocs intacts et fracturés 

matériel porosité K 

(%) (cm/s 1 
roc intact schiste 6 1 0 - l ~  - IO-/ 

roc rnétamorphique n.d. 1 ~ "  - 10-~ 
roc fracturé grès 35  IO-^ - 104 

caicaire 30 1 0 - ~  - lo4 
dolomite 26 10" - lo4 
rocmétarnorphique a d .  10'-10-~ 

basalte perméable 17 loJ - 1 

(Todd, 1980), n-d.: non déterminé 



2.1.2.1 Conductivité hydraulique dans une fracture simple 

Le mouvement de l'eau dans un aquifère de roc fracturé dépendra de la nature du roc, la 

densité. les interconnections, I'orientation, la largeur et la longueur des fractures (Tableau 

-) (Palmer, 1992). Dans une fracture simple et lisse sous un écoulement laminaire (Re 

< 100). la conductivité hydraulique et la vitesse de I'eau souterraine peuvent être évaluées 

avec la loi cubique (Amade et Rlangasekare, 1994; Zimmerman et Bodvarsson, 1996) : 

K ~ =  (pg 1 12~) Q = (pg 1 1 2 ~ )  rap3 (1) 

etV=-KfI  (2) 

où Kr est la conductivité hydraulique équivalente dans les fractures. p est la masse 

volumique de I'eau, g est la gravité, p est la viscosité de I'eau, P est l'ouverture des 

fractures, I est le gradient hydraulique dans les fractures et a est la profondeur des 

fractures. Dans le cas d'une fracture rugueuse, l'équation incorpore un panmètre de 

rugosité (Chernyshev et Dearman, IWO): 

Q = (pg l 12p) hp3 (l/(l + 6(e/b)'.5)) (3)  

où e est la rugosité, mesunie expérimentalement et valide pour e h  > 0,066. 

2.1.2.2 Croissance et transport des micro-organismes 

L'équation de Monod est utilisée pour évaluer le taux de croissance des micro- 

organismes dans les aquifères: 

pnct = (Yk) (Ks + SI - b (4) 

où Y est le rendement. k, est le taux maximum d'utilisation, S est la concentration du 

substrat, K, est la constante de saturation et b est le taux de mortalité des micro- 

organismes (CharacWis et Marshall. 1 990). 

Le transport des micro-organismes est influencé par cinq facteurs: (1) la convection, (2) 

la dispersion, (3) I'adsorption, (4) la filtration et (S), la survie des micro-organismes 

(Hunt. 1991). Les micro-organismes sont transportés essentiellement par convection, 



c'est-à-dire par transport à la même vitesse que I'eau, sans interaction avec le roc 

fracturé. Une dispersion mécanique, la dispersion, s'effectue en raison de la variation de 

la vitesse de l'eau dans les pores du roc. Les connaissances sur la dispersion des micro- 

organismes sont limitées. Hunt (1991) souligne qu'elle est fortement influencée par la 

stmcture du matériel géologique. À l'échelle laboratoire, les coefficients de dispersivité 

varient entre 0.01 rn et 1 m dors que sur le terrain. ces valeurs s'échelonnent de 10 m à 

1000 m. 

L'adsorption des micro-organismes dépend de leurs propriétés de surface, du pH de I'eau 

et de la tension de surface du roc, tandis que leur filtration est liée à l'ouverture et 

l'orientation des fractures. Des facteun spécifiques aux espèces microbiennes, par 

exemple l'hydrophobicité, le mouvement des flagelles, la production d'EPS et la charge 

des micro-organismes ont un effet sur leur attachement et leur transport. Dans les 

aquifêres. les facteurs physicothimiques déterminant pour la survie des micro- 

organismes sont la température, le pH. la concentration en nutriments, le potentiel 

d'oxydoréduction et la pression (Hunt, 199 1). 

2.2 Les barrières verticales de confinement des eaux souterraines 

Le confinement et le traitement représentent deux alternatives de contrôle de la 

contamination des eaux souterraines. Les barrières physiques de confinement s'avèrent 

très efficaces pour la diminution de la perméabilité mais on déplore, entre autres, leur 

toxicité et leur coQt d'implantation (Canter et Knox, 1986). Le développement du concept 

de la barrière biologique in situ prend de l'envergure mais les applications à I'échelle de 

terrain demeurent limitées, 



22.1 Avantages et inconvénients des barrières physiques traditionnelles 

il existe plusieurs techniques physiques de contrôle de l'écoulement de l'eau souterraine 

dont l'édification d'une barrière verticale. Ces techniques sont de natures diverses, les 

plus répandues sont un rideau d'injection (grout curtains), une paroi moulée (slurry wall 

trench) et des palplanches (sheet piling) (EPA, 1984). Traditionnellement, les barrières 

verticales étaient érigées dans le sol pour le contrôle de l'infiltration, des flux et de la 

pression de l'eau. L'utilisation de telles techniques dans un contexte de contrôle et de 

réduction de la pollution oblige il tenir compte de variables additionnelles à savoir d'une 

part, les interactions entre les agents contaminants et la barrière, et d'autre part, la 

rétention des contaminants par la barrière (Boscardin et Ostendorf, 1993). Une grande 

variété de matériaux est utilisee pour leur construction (Tableau 2.7) (Boscardin et 

Ostendorf, 1993). Ces matériaux offrent un intervalle de conductivité hydraulique allant 

de 0'0 1 x 10'1° à 10 000 x 1 O-'* (m/s). 

Tableau 2.7 Conductivité hydraulique des matériaux utilisés pour la constmction d'une 

banière verticale 

matériau 
-- 

K (laboratoire) K (tertain) 

(~ / sx Io ' ( ' )  (rn/sxio1(') 

silicate 

bentonite sous forme de boue 

acrylamide 

ciment plastique 

sol-bentonite compactes 

asphalte sous forme de boue 

ciment 

chlorure de polyvinyle 

polyéthylène haute densité 

n.d. : non déterminé 



2.2.1.1 Les rideaux d'injection 

La méthode du rideau d'injection est utilisée depuis le début du 19' siècle pour le 

contrôle de l'eau et l'augmentation de la résistance du sol (Boscardin et Ostendorf, 1993). 

La méthode consiste à injecter sous pression soit un liquide, une boue ou une émulsion 

appelé mortier. Du point d'injection, le liquide se déplace et colmate les pores du sol. Par 

la suite, le fluide se solidifie engendrant une diminution de la perméabilité (Canter et 

Knox, 1986). 

On distingue deux types de mortiers: les mortiers particulaires (ex. ciment de Portland) et 

les mortiers chimiques (ex. silicate de sodium) (EPA, 1984). Dans l'élaboration du design 

de la barrière, la composition du mortier représente un point majeur. Par exemple, 

l'utilisation des mortiers chimiques est à éviter dans un environnement très acide ou très 

alcalin en raison de la formation d'un gel suite à une réaction acide-base. Par ailleurs. un 

certain nombre de mortiers chimiques est maintenant proscrit depuis que leur toxicité a 

été démontrée. Parmi ceux-ci. on note les mortiers fabriqués à base de lignine et de 

formaldéhyde (Canter et Knox. 1986). 

L'optimisation du design d'une barrière par rideau d'injection nécessite égaiement un 

contrôle de la pression d'injection. En effet, une pression trop faible entraîne la 

solidification du mortier dans un délai trop court et à l'inverse, une pression trop 

importante peut occasiomer une fracturation du sol (EPA, 1984). Canter et Knox (1985) 

ont répertorié un certain nombre d'avantages et d'inconvénients concernant cette 

technique (Tableau 2.8). Le rideau d'injection est surtout utilisé pour le colmatage des 

fractures où les méthodes actuelles de colmatage sont inapplicables (EPA, 1984). 



Tableau 2.8 Avantages et inconvénients des rideaux d'injection 

avantages inconvénients 

1. tÏès efficace lorsque bien conçus 1. technique restreinte aux matériaux 

géologiques avec une porosité suffisante 

pour supporter la pression à l'application 

2. produits bien connus puisque utilisés 2. les aquifères multicouches peuvent être 

depuis plus de 100 ans dans les domaines mal colmatées due à la méthode 

de la construction et de la stabilisation d'injection 

des sols 

3. plusieurs types de matériaux d'injection 3. des techniques d'application sont 

disponibles brevetées 

4. la technologie demande une planification 

et plusieun tests 

2.2.1.2 Les parois moulées 

Les parois moulées sont érigées dans les zones saturées soit pour contenir ou prévenir une 

contamination. La méthode de constmction se résume à l'excavation d'une tranchée, la 

prtparation du mélange et le remplissage de la tranchée. Les mate'fiaux de remplissage 

utilisés en zone saturée se divisent en trois catégories de mélange: sol-bentonite, ciment- 

bentonite ou ciment-plastique (Canter et Knox, 1986). 

Les paramètres importants à considem sont la perméabilité, la déformation et la 

permanence de la barrière. À cet égard, Canter et Knox (1986) rapportent que les 

banières de mélange sol-bentonite se détériorent dans un milieu acide ou riche en sulfate. 

Par contre, on a observé une augmentation de la perméabilité avec un mélange sol- 

bentonite en présence de certains composés organiques, de calcium, de magnésium et de 

métaux lourds. Relativement peu de projets de contrôle des eaux souterraines ont été 



réalisés avec cette technique. Les quelques barrières érigées, surtout aux É.u., ont permis 

de mettre en évidence les avantages et inconvénients tels qu'énumérés au Tableau 2.9. 

Tableau 2.9 Avantages et inconvénients des parois moulées 
- - 

incon.r.6 nicnts 

1. méthode de construction simple 1. les coûts de transport de la bentonire 

peuvent être élevés 

2. le niveau de la nappe n'est pas affecté 2. certaines techniques de construction ont 

été brevetées 

3. certaines bentonites ne lixivient pas 3. une sur-excavation est nécessaire dans 

les rocs en raison de la dimension de la 

machinerie 

4. peu d'équipement nécessaire pour 4. la bentonite se détériore lorsque 

l'entretien exposée à des lixiviats fortement ionisés 

2.2.1.3 Les pal planches 

Les palplanches sont un assemblage de sections, habituellement en scier, introduites dans 

le sol dans le but de contenir une eau souterraine contaminée ou encore, d'acheminer 

I'eau vers une unité de traitement (système entonnoir-barrière) (EPA, 1984). Dans un sol 

non contaminé, il a été dt2montré que la corrosion des palplanches n'était pas suffisante 

pour entraîner des fissures. Par contre, la possibilité de corrosion en présence de 

contaminant et le co0t des palplanches rendent peu attrayante cette technologie de 

contrôle de I'eau souterraine (Cmter et Knox, 1986). 

Le système entonnoir-barrière (funnel-and-gate system) utilise des palplanches, ou des 

parois moulées (sol-bentonite et ciment de Portiand-bentonite), en association avec une 

baniike réactive. D'après Starr et Cherry (1994) cinq types de barrières perméables 

peuvent être envisagés. La première utilise des conditions spécifiques de pH et de 



potentiel d'oxydoréduction pour la précipitation ou la dégradation des contaminants (ex. 

bactéries sulfato-réductrices) (McGregor et al., 1999). Un deuxième type de barrière 

contient un matériau se dissolvant dans l'eau et permettant la précipitation du 

contaminant (ex. précipitation de mineraux de plomb phosphatts issus du plomb de l'eau 

et du phosphate de calcium de la barrière) (Gu et a l ,  1999). Le troisième type permet 

l'adsorption des contaminants (ex. le charbon activé via des Liaisons hydrophobes) ou une 

résine synthétique échangeuse d'ions (via des liaisons ioniques) (Jacobs et Forstner, 

1999). Le quatrième type vise à fournir les éléments nutritifs aux micro-organismes pour 

stimuler la biodégradation des contaminants (Borden et al., 1997). Enfin. le cinquième 

type de barrière consiste en un enlèvement ou une transformation directe des 

contaminants, tel un puits de biobarbotage (Pankow et af., 1992). Quoique la technique 

entonnoir-barrière représente une option pertinente pour l'enlèvement et la 

biodégradation des contaminants d'un aquifère poreux, son application dans un roc 

fracturé demeure problématique en raison de la complexité des réseaux de fractures et des 

cofits d'excavation de tranchées. 

2.2.2 La barrière biologique 

Depuis une dizaine d'années, l'approche de traitement des eaux soutemines via une 

biobarrière retient l'attention de nombreuses équipes de recherche (In Situ and on-Site 

Bioremediation : The Fouxth International Symposium, 1997, New Orleans, Louisiana, 

and the Fifth International Symposium, 1999, San Diego, California). Dans la littérature, 

les biobarrières in situ réfèrent à plusieurs approches de confinement et de traitement de 

la contamination. Les appellations sont variées (traduction libre française): barrière active 

de biofilm (active biofim barrier), bio-rideaux in siru actifs (active in situ bioscreens or 

biocurtains), mur réactif biologique (biological reactive wall), barrière perméable 

(permeable bacrier) et barrière biologique (rnicrobid fence). 



Dans le présent projet, la biobarrière réfère au développement d'un biofilm pour le 

confinement de la contamination. Turner (1995) présente les potentiels d'application de 

la biobanière, laquelle serait formée, selon sa vision, suite à l'injection d'UMB et de 

nutriments. Selon l'auteur, la barrière pourrait servir de barrière horizontale, comme 

recouvrement ou couche de fond des sites d'enfouissement, ou de barrière verticale pour 

le confinement et la biodégradation des contaminants dans la nappe aquifere. Les 

principaux intérêts de l'approche des biobarrières étant leur résistance aux agents 

biocides et le faible coût associé à son développement. 

Les biofilms se forment sur une surface solide suite à l'attachement des micro- 

organismes sur une surface solide et leur sécrétion d'EPS. Cette formation représente 

dans certains cas un bénéfice (ex. diminution des effets toxiques dans les procédés de 

traitement) (Chen et Stewart, 1996; Tashiro et al., 1991) et dans d'autres cas, un 

inconvénient (ex. biocomosion) (Costenon, 1979; Lee et Characklis, 1993). Les 

recherches dans le domaine des biofilms sont actives et multidisciplinaires (ex. médecine, 

environnement, procédés) et le nombre de publications sur le sujet en témoigne (plus de 

1350 articles parus dans des revues spécialisées entre 1993 et 1999 contenant le mot 

«biofilm» dans le titre, référence: ICIST). Dans une perspective de développement d'une 

biobarrière, I'information pertinente se regroupe en trois sujets: les constituants du 

biofilm, les étapes de formation et le biocolrnatage de milieux géologiques. 

2.2.2.1 Le système de b io f ih  et ses constituants 

Le système de biofilm peut être representé schématiquement par quatre compartiments 

dans lesquels des interactions physico-chimiques et microbiologiques prennent place 

pimue 2.6) (Characklis et Wildener. 1989). Les matériaux gtologiques, de par leur 

porosité, leur rugosité et l e m  nombreux sites d'adsorption électrochimiques, offrent une 

surface adéquate pour la colonisation microbienne et la formation d'un biofilm (Becker, 

1996; Korber et ai., 1997; Rijnaarts et aL, 1996; Rouxhet et Mozes, 1990): le sol 



comprenant du silt (Baveye et al., 1998; Demis et Turner, 1998; Jennings et al., 1995), le 

sable (Mazor et al., i996; Okubo et Matsumoto, 1983; Vandevivere et Baveye, 1992). le 

gravier (Bellamy et al., 1993; Braithwaite et Gnbble, 1998) et le roc (Davey et al., 1998). 
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Finure 2.6 Le système de biofilm et les interactions caractéristiques 

La base d'un biofilm est habituellement ferme et smtcnir6e. Dans ce compartiment, le 

transport des constituants s'effectue en majeure partie via une diffusion moléculaire. La 

surface du biofïim s'avère plus Iâche et les molécules y sont transportées par advection. 

Le développement du biofilm dépend de l'hydrodynamique de la phase liquide. Aux 

vitesses d'eau souterraine prévalant dans les aquifères de roc fracturé, les interactions 

initiales de sorption et de désorption, le transfert de masse dans le b i o f ~  ainsi que la 

dynamique de détachement seront significativement influencés (Characklis, 1973; Lau et 

Liu, 1993; Lewandowski et al., 1991; Muelier et al., 1992; Nicolella et al., 1997; 



Pedenon et al., 1986; Percival et ai., 1999; Pepon et Characklis, 1993; Schultz et Swain, 

1999; Sharp et al., 1999). 

Un biofirn est formé de deux constituants principaux: les micro-organismes (algues, 

protozoaires, champignons aquatiques et bactéries) et la matrice d'EPS. sécrétée par les 

bactéries et les algues. Cette matrice, fortement adsorbante et poreuse, permet 

l'adsorption et la pénétration de matières solubles (ex. source de carbone) et de particules 

inorganiques (ex. silt, argile) (Flemming, 1995; Nelson et ai., 1996). Dans les aquifères, 

oh la photooxydation est inexistante et la concentration en oxygène dissous est souvent 

faible, les biofilms renferment presque exclusivement des bacténes (Characklis et 

Marshall, 1990). 

Les biofilrns sont formés par des bacténes appartenant à différents groupes 

physiologiques, soit les hétérotrophes, oxydant le carbone organique (hétérotrophes 

aérobies, hétérotrophes anaérobies et hétérotrophes anaérobies facultatives) (ex. 

Pseudomonas, Bacillus) (Characklis et Marshall, 1990; Paksy et al.. 1998) et les 

chemilitotrophes. oxydant la matière inorganique (les bactéries méthanogènes. sulfato- 

réductrices, réductrices du fer et nitrifiantes) (ex. Hydrogeomonas, Desuljbvibrio, 

Thiobaciilus ferrooxidans, Nh-osornonas) (Ralph et Stevenson, 1995; Sanchez de Lozada 

et al., 1994). 

La matrice d'EPS influence les activités métaboliques bactériennes principalement en 

raison de la résistance à la difision, résultant en un gradient de concentration en 

oxygène, en carbone organique et en composés inorganiques. Plusieurs travaux ont 

montré une diminution de la viabilité bactérienne en fonction de l'épaisseur du biofilm 

(Rittmm et Manen, 1992). Par exemple dans un biofilm formé par des bactéries 

h6térotrophes. la viabilité est passée de 72-9 1 %, près de l'interface Liquide, à 3 1 -39 % 

près de la surface solide (Bishop et al., 1995). 



En présence de consortiums bactériens et d'oxygène, les biofilms présentent une zone 

aérobie à l'interface Liquide, suivi d'une zone anaérobie, puis une zone de sulfato- 

réduction à la surface solide (Figure 2.7) (Bishop et Yu, 1999; Characklis et Wildener, 

1989; Flood et aL., 1999; Okabe et al., 1995). Une étude sur des biofilms hétérotrophes 

aérobies a montré que des bactéries sulfato-réductrices (Desulfovibrio deszilfiiricans) 

ajoutées au système après Ie développement de la matrice dTEPS (d'épaisseur 1 mm) 

n'ont pas pénétré en profondeur malgré des zones anaérobies (profondeur 500 pm) et une 

structure poreuse (Power et al., 1999). Par contre, la même souche bactérienne. co- 

inoculée avec les bacténes hétérotrophes aérobies (isolées d'une tour de refroidissement 

d'eau). s'est retrouvée dans toute l'épaisseur du biofilm. Les auteurs ont expliqué ce 

résultat par la lyse des bactéries 

protozoaires. 
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Figure 2.7 Zones de différents potentiels d'oxydoréduction dans le biofilm 

Les bacténes méthanogènes peuvent également avoir une activité oxydative près de la 

surface solide en concentration faible en sulfate (Noguen et al., 1999). L'activité des 

bactéries aérobies entraîne un épuisement de l'oxygène et les conditions deviennent 

complètement anoxies, domant lieu au développement du bioNm en deux phases. Ce 



changement de conditions oxydatives ralentit le développement du biofilm (Bellamy et 

al., 1993; Okubo et Matsumoto, 1983). 

Les EPS bactériens, majoritairement composés de polysaccharides et fortement hydratés, 

sont divisés en deux groupes en fonction de leur composition, leur spécificité et leur 

mode de synthèse: les EPS spécifiques et non spécifiques (Schmitt et Flemming. 1999). 

Typiquement, les EPS spécifiques sont formés d'une série d'oligosacchûrides, 

habituellement entre deux et neuf monosaccharides, reliés entre eux par des molécules 

lipidiques (Tableau 2.10). D'autres composés chimiques, tels le pynivate et l'acétate 

peuvent être également présents (Characklis et Marshall, 1990). La gomme xantane est 

un exemple d'EPS spécifiquement secréte par Xantornonas campestris, un biopolymère 

largement utilisé pour ses propriétés visqueuses maintenues sur de grands intervalles de 

températures et de concentrations salines. Les EPS non spécifiques sont sécrétés par 

plusieurs genres bacténens et possèdent généralement une structure chimique plus simple 

que les EPS spécifiques. Plusieurs ne contiennent qu'un type de monomère, tel la 

cellulose. sécrétée par plusieurs espèces d 'Alcaligenes. 



Tableau 2.10 Composition en glucides des EPS sécrétés par Pseudomonas atlantir 

composé ratio molaire 

relatif au glucose 

rhmaose 

fucose 

arabinose 

x y lose 

mannose 0.36 

gaiactose 0.67 

acide glucuronique 0.3 1 

acide galacturonique 0.35 

acide mannuronique O. 10 

(Characklis et Marshall, 1990) 

Les EPS possèdent des propriétés rhéologiques exploitées commercialement par les 

industries alimentaires (ex. xantane comme agent épaississant), agro-chimiques (ex. 

alginate comme matrice d'encapsulation des fertilisants), pétrochimiques (ex. xantane 

pour la récupération tertiaire de l'huile brute), m6dicales (ex. cellulose comme peau 

artificielle), pharmaceutique (acide glucuronique comme agent hydratant dans les 

lotions). Les bactéries sont alors cultiv6es en fermenteurs et les EPS se retrouvent en 

suspension (Bryan et al.. 1986; De Vuyst et ai., 1987; Dlamini et Peins, 1997; Fialho et 

al., 1999; Hacking et al., 1983; Linion et ai., 1987; Mian et al., 1978: MOM et ai., 1993). 

Dans les biofilms, les EPS représentent entre 50 et 90% du carbone organique (TaHeau 

2.1 1) (Characklis et Manhail, 1990). On rapporte trois rôles importants des EPS dans la 

formation d'un biofdm. Premiiirement, les EPS capsulaires (attachés à la cellule) 

permettent une adhésion irréversible des bactéries à la surface. On entend par adhésion 

irréversible, une chemisorption via des interactions: dipôledipôle, ion-dipôle, 



hydrophobes et ponts hydrogène. Sans les EPS, les bactéries sont principalement 

adsorbées aux surfaces de façon réversible via les interactions de la double couche 

électronique (forces électrostatiques et forces de London - van der Walls) ainsi que la 

réduction de l'énergie libre interfaciaie (Characklis et Marshall, 1990: Rouxhet et Mozes, 

1990). 

Le deuxième rôle des EPS est d'assurer l'intégrité du biofilm. Des analyses de 

microscopie électronique ont montré que les EPS étaient organisés en fibres condensées à 

partir des cellules, assurant une structure au biofilm. Le troisième rôle concerne la 

capacité d'échange cationique des EPS agissant comme piège à nutriments. En effet, les 

EPS possèdent pour la plupart une charge négative permettant des liaisons avec des 

nutriments chargés positivement. Pour ce faire, les liaisons chimiques des nutriments 

avec les EPS doivent être plus importantes que celles des cations inorganiques de la 

phase aqueuse. 

Tableau 2.1 1 Comparaison de la composition d'un biofilm avec celle de la biomasse en 

suspension 

type bactérien volatils solides poids sec 

(%) (%) 

C H N volatils cendres 

bio film Pseudomonns 53 6 12 87 13 

consortium hétérotrophe, 29 6 10 92 8 

en laboratoire 

consortium hét&otrophe, 43 n.d. 10 80 20 

en milieu naturel 

biomasse Pseridomonas 46 7 f 3 97 3 

(Characklis et Mars hall, 1 990) 



2.2.2.2 Étapes de formation et propriétés physico-chimiques des b i o f i  

La formation d'un biofilm sur une surface est le résultat d'une série de processus 

physiques, chimiques et biologiques (Characklis et Marshall, 1990). Ces processus 

peuvent être résumés en huit étapes : 

1. Un transport de molécules organiques de la phase liquide sur le suppon, appelé le 

conditionnement de la surface; 

2. Un transport des micro-organismes de la phase liquide vers la surface conditionnée; 

3. Une adsorption réversible des micro-organismes; 

4. Une désorption des micro-organismes due principalement aux forces de cisaillement; 

5. Une fmation irréversible d'une fraction des micro-organismes préalablement adsorbés; 

6. Une multiplication des cellules et une production dTEPS; 

7. Une accumulation du biofilm due A l'attachement de nouvelles cellules et de particules: 

8. Un relugage de portions de biofilm dans la phase liquide. 

Le conditionnement de la surface est un processus presque instantané, autant en régime 

laminaire que turbulent, tandis que le transport des bactéries à la surface solide est 

directement proportionnel au mélange de la phase liquide. L'adsorption réversible réfère 

aux interactions de faible énergie d'adsorption (20-50 W mol-') dors que I'adsorption 

irréversible implique une énergie d'adsorption plus élevée (40-40 kl mol-'). À titre 

d'exemple, I'adsorption des ceIiules. via une réduction de I'énergie Libre entre sa surface 

et la surface solide, sera réversible mais une adsorption hydrophobe avec la surface 

conditionnée sera irréversible (ex. groupements hydroxyles et acides aminCs de la 

mélasse et des bactéries). L'accumulation des cellules et des particules sur le biofilm 

dépendra de la composition des EPS et des conditions hydrodynamiques du système. 

Le détachement du biofilm se catégorise par l'érosion, la mutation et l'abrasion. 

L'érosion représente la perte de petites portions de biofilm et est fortement dépendante 



des conditions hydrodynamiques. Huang et Pinder (1994) ont montré que la présence de 

calcium (100 à 120 r n f l  dans la phase aqueuse) domait une meilleure structure au 

biofdm et prévenait l'érosion. La perte importante du biofilrn réfère à la mutation. Ce 

type de détachement se produit avec les biofilms formés en conditions riches en 

nutriments. habituellement plus épais et moins denses. Les collisions entre les particules 

d'un système de biofilm engendre l'érosion, telles les collisions en lits fluidisés 

(Nicolella et al., 1997). 

Les caractéristiques physico-chimiques des biofilms pertinentes à l'étude de 

biostimulation sont l'épaisseur, la densité et la diffusivité. L'épaisseur d'un bio film varie 

considérablement en fonction des genres bactériens (produisant des EPS à des taux 

variables) et des conditions hydrodynamiques du système (augmentation du détachement 

avec les forces de cisaillement) (Tableau 2.121. Typiquement. les biofilms de 

monoculture s'avèrent plus minces que ceux formés par un consortium bactérien. Règle 

générale. l'épaisseur se situe entre une dizaine de micromètres jusqu'à quelques 

millimètres. 

Tableau 2.12 Épaisseur et densité de biofilms formés par différentes populations 

bactériennes 

Type bactérien épaisseur densité 

Pseudomonas aeruginosa 0 - 60 27 

nitrifiantes, consortium 150-580 42- 109 

hétérotrophes, consortium 30 - 1300 10 - 105 

La densité des biofilms s'échelonne entre 10 et 1 10 kg m-3 (Tableau 2.12). Sa valeur 

varie en fonction de facteurs hydrodynamiques (diffusivité des substrats et des matières 

inorganiques), physico-chimiques (présence d'ions caB facilitant la formation de gel, 

type et taux d'alimentation en substrat, présence de particules) et microbiologiques (types 



et concentration des bactéries). La densité augmente alors que la porosité diminue avec la 

profondeur du biofilm. Bishop et al. (1995) ont corroboré cette affirmation en mesurant 

une densité de biofüm passant de 0.6 à 1.2 mg/cm3 et une porosité de diminuant de 340 à 

240 % basé sur une épaisseur de biofilm normalisée. 

La diffisivité varie avec l'âge du biofilm. En effet, due ii la succession des populations 

dans la matrice (aérobies puis anaérobies), la densité et la composition changent, ayant un 

impact sur la diffbsivité. Une relation directe a été établie entre la densité et la diffbsivité. 

en utilisant des gels de polyacrylamide et d'agar comme modèles (White et Dorion, 

1961). Characklis et Marshall (1990) rapportent des valeurs de difision de différentes 

mol6cules chimiques égalant 0.5 à 0.9 fois celle de l'eau dans un biofilm (Tableau 2.13). 

Tableau 2.13 Diffusivité relative dans les biofilms 

composé diffusivité relative 

(DOH~O) 

oxygène 0.7 

ammoniaque 0.8 

nitrate O .9 

sodium 0.6 

bromure 0.6 

glucose 0.5 

2.2.23 Biocolmatage de milieux géologiques saturés 

La croissance bactérienne et la sécrétion d'EPS dans les milieux géologiques saturés 

mènent à la réduction de la conductivité hydraulique (Baveye er al., 1998). L'activité 

métabolique des bactéries peut également générer I'accumulation de précipités (ex. FeS 

suite à l'activité des bactéries sulfato-réductrices) et de bulles de gaz (ex. CO2 et Ch) se 

traduisant en une obstruction des pores et des fractures. Plusieurs recherches ont été 



réalisées sur la compréhension des processus de biocolmatage dans une optique de les 

prévenir (ex. colmatage de tranchées de recharge d'eau souterraine (Okubo et 

Matsumoto, 1983)) ou de les favoriser (ex. barrières de confinement (Johnston et al., 

1999)). Le Tableau 2.14 présente l'étendue de réductions de conductivité hydraulique (K) 

obtenues dans divers milieux géologiques saturés suite à un biocolmatage. La majorité 

des recherches ont porté sur les milieux poreux. Les études utilisant les milieux fracturés 

visaient habituellement à optimiser la technique de récupération de l'huile brute. 

Tableau 2.14 Biocolmatage de milieux géologiques saturés 

conditions de l'étude milieu giologique étendue du biocolmatage 
Comparaison de 2 coIonne de sabIe (D Arthrobacter (souche AK19): diminution de 
bactéries ne produisant = 2.7 cm et L = 8 cm) K de 100 fois après 10 jours 
pas ~'EPS' (Kt = 0.49 cm fin") SLï (isolée des eaux souterraines): 

diminution de K de 5 fois après 20 j0urs.s 
Colmatage par une colonne de sable (D Une diminution de K de 10 % dans les 
souche bactérienne = 2.5 cm et L = 7 cm) premiers jours était attribuabie au 
mkthanogène (Ki = 5.55 x 10-3 cm tassement du sable 
(Methanosa rcina barkeri ) Une phase plateau jusqu'au 80ejour. due à 
227)' l'activité mEtabolique relativement lente 

des bactéries mithanogènes 
Un déclin rapide de K pour atteindre, après 

140 jours, 3 % de sa valeur initide 
Comparaison de colonne de sable (D En JO jours, les bactéries formant des 
bactéries produisant des = 2.6 cm et L = 4 cm) capsules ont diminué K de 2 fois 
EPS capsulaires et (Ki = 0.38 cm min*') comparativement ii 300 fois avec les 
formant un biofilm3 bactéries formant un biofilm 
Comparaison des coIonne de terreau En 80 jours, ies nutriments testés : IWO3, 
nutriments pour Ie argileux silteux (D = glucose et KNOt + glucose ont donné lieu à 
colmatage à partir d'une 3.4 cm et L = 20.1 une diminution de K de 150,300 et 2000 
microflore indigène4 cm) fois, respectivement 
Pénétration et colmatage carotte de calcaire Suite à l'inoculation dTUMB et l'addition de 
par des UMB isolées (16 cm x 10.2 cm) milieu nutritifT la pression dans le 
d'une eau de puits de simulateur de réservoir in situ est passée de 
récupéntion d'huiles O kPa à plus de 160 kPa en environ 35 iours 



Tableau 2.14 Biocolmatage de milieux géologiques saturés (suite) 
Comparaison du pipettes remplies de Avant l'injection des bactéries. la migration 
colmatage de minéraux minéraux argileux des particules - dans le cas des minéraux 
utilisant Bacillus cereiu (illite, kaolinite, non argileux - et le gonflement des argiles 

rnontmorilIonite) et - pour les minéraux argileux - a ment 5 la 
non u@-ux (quaru. réducbon de 40 et 67% de la perméabtlité. 
feIdspar, calcite, respectivement. 
olivine) Après l'injection des bactiries et le passage 

de 100 ml dans les pipettes, l'effet combiné 
du gonflement des particules et de 
l'attachement des bactéries ont permis une 
réduction de la perméabilité de 75 et 73 96 
pour les deux types de montmorillonite (Ca 
M. et Na M.). 

Les pores de In calcite et de l'olivine ont Çtt5 

Ie plus fortement colmatés, menant à une 
réduction de 83 et 89 %, respectivement. 

Simulation du colmatage colonne de sable sur Les résultats ont montri trois étapes de 
d'une recharge d'eau un lit de gravier (D = diminution du débit en sortie de colonne: 1- 
souterraine7 10 cm et L = 74 cm) une phase rapide (diminution de 10 à 20 

alimentée avec trois fois) entre les jours O et 8 iquivalant à une 
types d'eaux usées étape aérobie, 2- une phase plateau de 
synthétiques transition entre l'itape aérobic et anaérobie 
inoculées de flocs de (jours 8 à 16) puis 3- une Çtape anaérobie 
boues activées ( K i z  5 où le debit diminuait moins rapidement que 

pendant la phase drobie pour se stabiliser 
vers le 60ejour à environ 500 fois moins 
que la conductivite initiale. 

Colmatage anaérobie colonne d'agrégats En moyenne, une réduction de la porosité 
d'un matériau granulaire decalcaire (D= 35 variant entre 1 et 12 % a été mesurée entre 
utilisé pour le drainage cm et L = 90 cm) 400 et 800 jours d'alimentation. 
d'un site alimentée avec 5 Les conditions hydrauliques ainsi que Ia 
d'enfouissement8 types de lùùviats charge biologique ont significativement 

synthétiques influencé le colmatage. 

'(~andevivere et Baveye, 1992) 2(~anchez de Lozada et ai., 1994) 3(~andevivere et 

Baveye, 1992) '(Frankenberger et al., 1979) '(~usack et a/., 1992) 6(~ayatdavoudi et 

Ghalambor, 1996) '(0kubo et Matsumoto, 1983) (Paksy et al., 1998) 



Les travaux portant sur la participation des bactéries et des EPS dans la réduction de la 

conductivité hydraulique, de même que les conditions de potentiel d'oxydoréduction 

nécessaires, sont particulièrement pertinents dans une perspective de biostimulation de la 

microflore indigène pour le colmatage d'une nappe aquifere de roc fracturé. 

Traditionnellement, le colmatage de milieux géologiques était associé à des conditions 

ana6robies. Vandevivere et Baveye (1992) ont montré le potentiel de biocolmatage d'un 

sable suite à l'activité de Arthrobacter sp., une bactérie aérobie obligatoire. En 22 jours, 

K a diminué de 100 fois (Ki = 0.072 mm s"); une diminution associée à la formation 

d'agrégats de cellules et la sécrbtion d'EPS. En absence d'oxygène. suite i sa 

consommation dans la colonne, autant qu'en conditions limitées en carbone et en azote. 

une réduction de K. pouvant atteindre 5 fois moins que la valeur initiale, Btait due à 

l'obstruction des pores uniquement par les cellules. tel que montré par microscopie 

électronique. Les photos de microscopie révélaient un développement de bactéries et 

d'EPS en amas, ce qui contredit l'hypothèse d'un biofilm uniforme lorsque développé par 

une seule souche bactérienne (Charackiis et Marshail, 1990). 

Les résultats d'une itude pilotée par Sanchez de Lozada et al. (1994) ont montré qu'une 

diminution de K de l'ordre de 95 %, dans une colonne de sable, était réalisable en 

condition anaérobie. après l'injection de Methanosarcina barkeri. une bactérie 

méthanotrophe. Selon les auteurs, cette diminution était majoritairement attribuable à la 
-6 3 1  production de méthane (jusqu'3 20 x 10 m j' ), telle qu'observée visuellement à travers 

la colonne. Cette hypothese etait corroborée par une faible accumulation des cellules dans 

la colonne. 

L'importance du transport des bacteries dans le colmatage d'un milieu poreux saturé a été 

montrée en utilisant deux bactéries ne formant pas d'EPS, non mobiles et aérobies 

obligatoires: Arthrobacter et S U  (Vandevivere et Baveye, 1992). La bactérie SLT avait 

un taux de croissance inférieur à Arthrobacter en conditions pauvre de source de carbone, 



se traduisant en un colmatage significativement inférieur (95 fois moins). Malgré la faible 

densité de cellules S U  dans la colonne, la densité mesurée dans l'effluent s'est avérée de 

deux ordres de grandeur supérieure à la ceile d9Arthrobacter. Les auteurs ont conclu leur 

étude en reliant I'hydrophobicité des cellules à leur mobilité dans les matériaux poreux; 

une cmctéristique affectant leur attachement et leur transport. Il est reconnu que la 

concentration en nutriments peut affecter l'hydrophobicité des cellules (Cusack et al., 

1992). Une souche bactérienne ayant des exigences nutritionnelles élevées, telle SLT, 

peut posséder une hydrophobicité de surface moindre en condition pauvre de source de 

carbone, menant à une mobilité plus importante. 

Dans une autre enide, Vandevivere et Baveye (1992) montrent la participation des EPS 

dans le colmatage d'un sable. La conductivité hydraulique diminue de 150 fois plus 

lorsque la souche S U  est inoculée au sable en comparaison avec sa variante S L L  ne 

produisant pas d'EPS. Les essais avec les souches bactiriennes CAP et CAP' (référant à 

la formation dTEPS capsulaires) ont amené une réduction de K de 5 fois seulement. La 

densité cellulaire en sortie de colonne était non significativement différente entre les 

quatre souches bactériennes testées (i 106 cell. ml"). Par contre. la densité de biomasse 

dans la colonne était quelque peu supérieure dans le cas des bactéries S U  et SLT. Malgré 

cette différence, les auteurs assument que la densité de la biomasse dans la colonne (entre 

O et 15 mg cm-') était insuffisante pour diminuer la conductivité hydraulique et associent 

le colmatage à la sécrétion d'EPS. 

Les UMB ont été étudiées dans les milieux géologiques saturées quant à leur capacité à 

@nitrer des pores plus petits que ne le feraient les bactéries de diamètre supérieur. De 

même, leur hydrophobicité de surface inférieure, leur permettant d'être transportées sur 

une plus grande distance, a retenu l'attention des chercheurs. Utilisant la souche 

Pseudomonas sp. FC3., Cusack et al. (1992) ont montré la colonisation et la sécrétion 

CEPS dans toutes les sections d'une carotte de calcaire donnant une réduction de K de 95 

% en 24 jours. Sharp et al. ( 1999) ont mesuré le transport de Klebsiella Pseudomonus er 



Shewanella en milieux poreux. Injectées en phase de dormance avec des nutriments, les 

UMB ont retrouvé leur taille normale entre 48 et 104 heures. Comparativement aux 

cellules végétatives, ces UMB ont été transportées sur des distances significativement 

plus grandes, atteignant jusqu'h 50 mètres. Selon ces auteurs, un intérêt certain de 

l'injection dTUMB réside dans la prévention du colmatage des puits d'injection de 

nutriments. 

Récemment, un essai à l'échelle terrain B été effectué dans une perspective de 

biocolmatage via la stimulation de la microflore indigène d'un aquifère de sable 

(grandosité médium) (K 2 8-10 m j" et S s 0.02) (Trefry et al., 1998). Le dispositif 

consistait en une série de puits d'injection de nutriments (20 g L" glucose. 1.6 g ~ - l  

W C l ,  1.0 g ~ - l  N N 0 3  et 130 mg L-' NaBr) disposés afrn de diminuer la conductivité 

hydraulique sur 10 m de longueur et 2 m de largeur et ce, 4 m en dessous du niveau de la 

nappe phréatique. L'injection des nutriments a été maintenue pendant trois jours. Dès les 

premières heures, K a diminué pour atteindre, après 4 jours, 75 % de sa valeur initiale. 

Cependant, après 22 jours, les valeurs de K avaient retrouvé leurs valeurs initiales. La 

concentration d'EPS dans l'aquifère est passée de 0.06-0.25 mg g*'. avant l'injection de 

nutriments, à 4 mg g-l, mesuré au 4' jour de l'essai. Cependant au 20' jour, les EPS 

avaient une concentration de 0.1-0.7 mg &. Le site, contaminé aux hydrocarbures, avait 

un panache s'étendant sur 200 m. Une réduction massique allant jusqu'à 70 1 en 

benzène, éthylbenzène et m,p-xylènes a été mesurée suite à l'addition de nutriments. La 

biodégradation a certainement contribué à la réduction des contaminants. Les auteurs ont 

également soulevé l'hypothèse d'une dilution pendant le pompage et l'injection de 

nutriments de même qu'une volatilisation avec les gaz produits par les bactéries. Quoique 

l'étendue du colmatage se soit avérée inférieure aux objectifs de I'essai, ces travaux ont 

permis de valider l'approche de biostimulation d'une microflore indigène pour le 

colmatage d'un aquifêre. De même, le chpositif d'injection des nutriments ainsi que le 

plan de monitorage ont été efficace d'une part, à induire et, d'autre part, à suivre le 

changement de conductivité hydraulique. 



2.3 L'innocuité des biotechnologies environnementales 

La notion de protection de la biodiversité est devenue un sujet d'intérêt mondial depuis 

une dizaine d'années, comme en témoignent la Convention des Nations Unies sur la 

diversité biologique, adoptée en 1992 au Sommet de la Terre de Rio, et la Convention sur 

la diversité biologique du Ministère de 1 'Environnement du Qiiébec, entrée en vigueur en 

avril 1996 (Ministère de l'environnement et de la faune, 1996). De même, les 

préoccupations de la population face au devenir des produits issus de la biotechnologie 

ont incité les instances gouvernementales à instaurer des lois et règlements relatifs il leur 

contrôle (Environnement Canada, 1997: United States Environmental Protection Agency. 

1997). 

Au Canada. les modifications au Règlement sur les renseignements concemanf les 

substances nouvelles (RRSN), adoptées le 1" septembre 1997 en vertu de la Loi 

canadienne szir la protection de Z'environnement (LCPE), visent à garantir que les 

produits biotechnologiques, dont les micro-organismes, ne soient pas introduits en 

temtoire canadien tant que leur potentiel de toxicité n'aura pas été démontre. Sous ce 

règlement, n'importe quelle personne qui fabrique, cultive ou importe des produits 

biotechnologiques doit fournir une déclaration Environnement Canada. Relativement 

aux biotechnologies environnementales, où des micro-organismes peuvent être injectées, 

des renseignements concernant les effets sur la biodiversite et une évaluation 

6cotoxicologie sont requis. L'Annexe 9 fnumère les renseignements exigés il l'égard des 

micro-organismes, plus spécifiquement dans une perspective d'application Nt situ. 

23.1 Effets sur la diversité de la microflore indigène 

La diversité microbienne joue un rôle important dans la régulation de la composition de 

I'atmosphère (ex. photosynthèse) ainsi que dans le contrôle de la structure et la fertilité 



des sols (ex. cycles biogéochimiques) (Reaka-Kudla et aL, 1997). Pour répondre aux 

exigences du RRSN, les renseignements exigés viseront d'une part, à vérifier l'innocuité 

et le devenir des micro-organismes injectés in situ, et d'autre part, à mesurer les effets de 

la biotechnologie sur la communauté microbienne indigène (Environnement Canada, 

1997). 

Une approche conceptuelle de la biodiversitg microbienne comprend trois éléments: la 

diversité taxonomique, génétique et fonctionnelle (Figure 2.8) (Zak et ai.. 1994). Alors 

que la taxonomie vise à classifier les organismes et la diversité génétique les différencie 

selon leur génome, la diversité fonctionnelle réfère aux activités métaboliques. La 

diversité génétique repose sur les différenciations évolutionnaires (Madigan et aL, 1999). 

Tandis que la diversité fonctionnelle provient à la fois de la variabilité génétique à 

l'intérieur des taxons (espèces, genres, familles, etc.), des effets des facteurs 

environnementaux sur l'expression génétique et des interactions tkologiques entre les 

taxons. Une intégration des paramètres de diversité génétique et fonctionnelle. lors 

d'études d'impacts sur un écosystème, est de plus en plus rapportée dans la littérature 

(Arias et al., 1997; Baath et al., 1998; El Fantroussi et al.. 1999: Lebaron et al., 1998: 

van Elsas et al., 1998). 
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Afin d'évaluer les effets de l'ajout de micro-organismes sur la microflore in situ. une 

approche multi-techniques est proposée : techniques de culture (ex. décompte de 

bactéries hétérotrophes), techniques de dénombrement direct, pour le décompte des 

cellules cultivables et non cultivables (ex. microscopie à épifluorescence. Annexe 1- 

protocole Pl 2 - A), techniques basées sur l'analyse des acides nucléiques (ex. séquençage 

des gènes ARNr 16s' section 5.5.3) et techniques basees sur les changements de structure 

de la cornmunaut6 microbienne (ex. système de microplaques Bioiog, Annexe 1- 

protocole P 12 - D) (S totzky et al., 1993). 

2.3.1.1 Changements de diversité génétique 

Relativement peu de recherches ont été réalisees sur les effets écologiques suite à I'ajout 

de micro-organismes ou de la stimulation de la microflore indigène. Les micro- 

organismes injectés évoluent dans les sols selon différents processus: 1- une croissance, 

2- une adaptation physiologique aux conditions environnementaies, 3- une conversion en 



cellules non cultivables et 4- un transfert des gènes (Roszak et Colwell, 1987). À ce jour, 

le manque de connaissances sur le processus de conversion des cellules cultivables en 

cellules non cultivables ainsi que la détermination des valeurs-seuils impliquant un risque 

environnemental représentent deux limitations majeures. 

van Elsas et al. (1998) ont récemment évalué les changements de densité ainsi que la 

proportion cultivable d'un inocuium de Pseudomonas fiorescens R2f (une bactérie 

modifiée génétiquement) dans un sol. Les résultats ont montré qu'entre I'inoculation et le 

120ejour, la densité bactérienne est passée de 7.6 à 2.6 log UFC g*l sol, lorsque mesurée 

sur Petri sélectifs. Pour le même intervalle de temps, un décompte bactérien par 

microscopie pour la détermination de cellules viables montrait une diminution de 7.6 à 

5.2 log cellules g" sol. La différence de trois ordres de grandeur entre les deux mesures 

suggère une augmentation substantielle de bacteries viables mais non cultivables. 

Les changements de la diversite génétique d'une communauté microbienne indigène ont 

été principalement étudiés sous l'angle de l'effet d'une exposition à une contamination 

(Crozier et al., 1999: Gsell et ai., 1997: Sandaa et ai., 1999) et du suivi pendant la 

biodégradation (Doj ka et al., 1998; Ducrocq et al., 1999). Lors d'application d'une 

biotechnologie sur le terrain, les résultats en découlant peuvent être jumelés à des 

mesures chimiques pour le monitorage et l'évaluation du risque (Macnaughton et al., 

1999; Power et al., 1998; Reynolds et ai., 1999). Les résultats de ces recherches pourront 

servir de base de comparaison lors d'études sur les effets de la biostimulation sur une 

communauté microbienne indigène (Tableau 2.15). 



Tableau 2.15 Changements de diversité génétique de communautés microbiennes 

exposées à des contaminants 

suiet résultats ~ertinents 

de decharge et des variations amont versus en avd de la zone de décharge (ex. 14000 vs 9000 
saisonnières sur une DPMfg respectivement. équivalant au nombre de 
communauté bactérienne de désintégrations par minute du glucose-~14 incorporé dans les 
l'eau souterraine: ' phospholipides). 

En amont, la communauté microbienne avait un rapport 
d'incorporation de C" dans les membranes supérieure la 
communauté en avd (ex. en septembre : 3.2 vs 1.5 PUGL. 
rapport phospholipides sur glycolipides). 

Companison des microflores Sur les 104 types de séquences de gènes ADNr 16s. la 
de quatre zones de potentiel biodiversité de la zone 3 était significativement différente des 
d'oxydoréduction ( 1 - trois autres zones (ex, Eriguobacreriurn anrantiacum. affiliée à 
méthanogène, 2- sulfato- 99%. Diiganella =oogloeoidesT affiliée i 97%). 
réductrice. 3- réductrice du L'abondance des types de séquences OP (entre 10 et 25 % dans 
fer et sdfm-khctr ice et 4- chaque zone) suggèrent un rôle important de ce groupe 
réductrice du nitrate) d'un bactérien dans Ia bioremédiation. 
site contaminé aux Deux types de séquences ont été sdlectionn~s comme indicateurs 
hydrocarbures et solvants de l'atténuation naturelle en conditions rnéthanogène. pour le 
chlorés en processus cas de cet aquifere. et pouvant servir pour d'autres aquiferes 
d'atténuation naturelle' (types de séquences: Methanosaera pour la méthanogénèse et 

Syntrophus pour la fermentation). 
Mesure des effets de Par rapport au sol témoin, la structure de la communauté était 
l'addition de boues activées significativement modifiée, tel que montré visuellement par la 
et de mgtaux lourds sur une répartition des bandes dTADNr 16s sur un gel d'électrophorèse. 
~ ~ m m m ~ t é  du domaine L'ajout de boues activées a contribué à baisser le pH, donc à 
Archaea (ex. bactéries augmenter Ia solubilité des métaux lourds. amenant une 
méthanogènes)' stnictwe significativement différente des échantillons sans 

boues activées. 

En présence de métaux lourds, la proportion dTArchueu dans Ie 
sol est passée de 1.3% à en-dga de la limite de détection. 



Tableau 2.15 Changements de diversité génétique de communautés microbiennes 

exposées B des contaminants (suite) 

Comparaison des .Le témoin contenait significativement moins de bactéries gram 
communautés microbiennes négatives que les trois autres sols. bactéries représentées par le 
de quatre parcelles de sol (4 phylum Flaibacrer-Cytophaga-Bacteroides. 
x 9 m) recevant différents .La structure et la diversité des échantillons ont évolué pendant la 
types de tmhments : 1- un bioremédiation, sans montrer de différence significative entre 
témoin sans huile. 2- un les trois échantillons contaminés. 
?out d'huile- 3- idem avec .Après 14 semaines de bioremédiation. des résultats 
nutriments et 4- idem avec contradictoires ont été notés : le profü des acides gras des 
un inoculum" communautés bactériennes montrait des similitudes entre les 4 

traitements tandis que Ies gels d'électrophorèse montraient 
d'importantes différences de structure. 

' ( ~ s e l l  et al.. 1997): ' (~ojka  et al., 1998); '(~andaa et al., 1999): " (~acnau~h ton  et ai., 

2.3.1.2 Changements de diversité fonctionnelle mesurés par l'oxydation de sources 

de carbone 

La diversité fonctionnelle réfère aux activités intrinsèques des organismes. Ces activités 

ont un rôle crucial au niveau de l'écologie microbienne (section 2.1.1.3), ayant elle-même 

une importance primordiale dans le réseau de la vie terrestre (ex. agriculture et 

décontamination des sites). Des exemples de diversité fonctionnelle sont présentés h la 

section 2-1.1.4 (p. 17) : oxydation du carbone, fixation du COî, nitrification. 

dénitrification, oxydation et réduction du fer, sulfato-réduction. 

En 1991, Garland et Mills (1991) proposent d'évaiuer les changements de diversité 

fonctionnelle en mesurant I'oxydation des sources de carbone (Annexe 1). Cette méthode 

permet de comparer les profils d'utilisation de source de carbone par des communautés 

microbiennes provenant de différents échantillons (ex. différentes locations d'un site) ou 

encore, sur une même population suite à des changements environnementaux (Garland, 



1997). Le principe de la méthode repose sur le développement d'une coloration, mesurée 

par spectrophotométrie, indiquant l'oxydation des sources de carbone, lesquels sont 

disposés individuellement sur une plaque contenant 96 puits (95 sources de carbone et un 

témoin). L'intérêt de la technique réside dans sa simplicité (ne nécessitant pas d'étapes de 

cuinire et d'isolation des bactéries), sa reproductibilité et son faible coût (Haack et ai., 

1 995). 

Tout comme la diversité génétique, les études sur le changement de la diversité 

fonctionnelle ont surtout porté sur les effets d'une cont;imination (Tableau 2.16). Dans le 

cas d'une phytoremddiation, l'effet d'un inoculum (Pseldomonas aeniginosa et P. 

savastanoi) sur la communauté microbienne entourant les racines de seigle (Elymus 

dauricus) et de safran (Bromus biebersreinii] a été mesurée (Siciliano et Germida, 1998). 

L'inoculation des plantes en processus de phytoremédiation stimule l'activité 

enzymatique de ces dernières (Mawdsley et Burns, L994). Et. les enzymes excrétées 

permettent la biodégradation des contuninants. L'étude visait à observer les effets sur: 1- 

la capacité de dégradation de l'acide 2-chlorobenzo~que (AZCB). 2- la diversité 

fonctionnelle (système Biolog) et 3- la diversité génétique (extraction des esters d'acide 

méthylés) de la microflore racinaire de ces deux plantes. Les résultats ont montré que 

I'inoculum a affecté différemment la microflore des racines de seigle et de safran et ainsi, 

a stimulé différemment la phytoremédiation. La diversité génétique et fonctionnelle 

n'était pas significativement différente entre les communautés microbiennes des racines 

du ternoin et du seigle. Par contre, une analyse des sources de carbone oxydées par la 

microflore entourant le safran a montré une augmentation de l'utilisation des amines, des 

amides et des polymères de la microplaque Biolog. De même, le profil des estes d'acide 

méthylés dans le cas du safran était également significativement différent du témoin. En 

comparaison avec la plante non inoculée, I'inoculation du seigle a permis une 

augmentation la dégradation de I'A2CB de 30 % et de 3,5 fois dans le cas du safran. 



Tableau 2.16 Changements de diversité fonctionnelle de communautés microbiennes 

exposées à des contaminants 

sujet résultats pertinents 
Effets de métaux lourds (Cu. Ni. * Alors que les comptes totaux bactériens n'&aient pas 
Zn) sur la communauté différents. le sol exposé au Cu a montré une diminution 
ricrobienne d'un sol' significativement plus importante de sa capacid oxydarive 

des sources de carbone. 
Effets de la présence de En comparaison à un sol témoin, plusieurs échantillons 
tnchloroéthylène (TCE) et de monmient un profil différent d'oxydation de sources de 
toluène sur une communauté carbone. 
microbienne d'un sol2 Même après 30 jours suivant la volatilisation des 

contaminants, le nombre de sources de carbone oxyde est 
demeuré significativement inférieur pour les sols exposés à la 
contamination (ex. 37 pour le témoin vs 3 pour le sol ayant 
ét6 expose à 100 pg de toluène). 

Effets d'un lixiviat contenant Le système B iolog a montré des changements de divenité 
des phénols sur la communauté fonctiomeiie différents pour les échantillons où la viabilité, le 
microbienne isolée d'une pH et le phosphore total différaient. indiquant des zones de 
rivière3 potentiel de biodégradation. 

Companison des effets de Dans le cas du terreau silteux, les profils d'oxydation du 
l'addition de boues contenant carbone étaient similaires aux profils des acides gras 
des métaux lourds (Cu. Ni et Zn. (diversité génétique) de la cornmunaut6 microbienne pour 
à différentes concentrations) sur l'ensemble des traitements. . 
deux types de sols (terreau Pour ce même sol. la divenit6 fonctionnelle s'est avérée 
silteux et temeau sablonneux)" différente seulement en présence de Cu à de hautes 

concentrations (282 mgkg). 
Pour le terreau sablonneux, aucune différence significative 

de diversité fonctio~elle n'a été mesurée fp > 0.05) quoique 
l'analyse des acides gras suggère une modification dans la 
structure de la communauté microbienne. 



Tableau 2.16 Changements de diversité fonctionnelle de communautés microbiennes 
exposées iî des contaminants (suite) 

Compamison entre la diversité Aucune différence significative entre les sols lorsque la 
fonctionnelle de communautés microplaque Biolog GN (Gnm négatif. comprenant 95 
microbiennes échmtdiomées de sources de carbone) était utilisée. 
sols conta.min& p z  la créosote En sélectionnant 23 sources de carbone pertinentes. certains 
vs un sol témoin5 sols ccntiuninés avaient un indice de diversité plus devé que 

les sols non contaminés (ex. 2.79 vs 2.96) (une oxydation plus 
importante. i.e. une coloration plus prononde) même si 
l'indice de  richesse (le nombre de sources de carbone oxydé) 
n'était pas significativement difftirente (32.7 sources de 

carbone utilisées en moyenne) (p > 0.05). 
Évaluation des changements de Après 94 jours d'incubation d'un sol ayant une longue 
diversité fonctionnelle de sols historique de contamination. la concentration des 
contaminés par des hydrocarbures totaux a diminué de 58 % rit le nombre de 
hydrocarbures6 bactéries hydrocarbonodastes rr augmenté de 5 1 5%. 

Lorsque inoculé dans la microplaque Biolog, la communauté 
microbienne n'a pas oxydé significativement plus ou moins 
de sources de carbone en comparaison avec le sol contaminé 
non incubé. 
Par contre, Ie profil d'oxydation différait: 16 sources de 

carbone n'étaient plus oxydées mais la communauté 
microbienne incubée avait la capacité d'oxyder 12 nouvelles 
sources de carbone nir l'ensemble de la microplaque. 

' ( ~ a m ~ b e l l  et ai., 1995) '(Fuller et al., 1997) 3(~alpsep et al.. 1997) "(~aath et ai., 1998) 

'(Dew et al., 1998) 6(Wunsche et al., 1995) 

La technique utilisant le système Biolog s'est avérée efficace pour montrer des 

changements de diversité fonctio~elle d'une communauté microbienne dans son 

ensemble mais n'informe pas sur le nombre ni le genre bactériens présents dans 1s 



communauté. Pour cette raison, l'interprétation des résultats doit se limiter à une 

indication globale des changements de diversité fonctionnelle. Plusieurs travaux illustrent 

cette réalite. Haack et al. (1995) ont montré que l'oxydation et le taux d'oxydation des 

sources de carbones par une communauté microbienne n'égalait pas la somme des 

oxydations par les membres de la communauté testés séparément. À titre d'exemple, 

l'absorbante mesurée dans le puits contenant du galactose, était respectivement de 1.6, 

0.6 et O pour les genres Cytophaga, Pseudomonas et Corynebacterium. alors que la 

combinaison des trois bactéries dans ce même puits a permis de développer une 

coloration d'adsorbance égale à 0.7 (A = 590 nrn, après 25 heures d'incubation de la 

microplaque). Cette étude a montré qu'aucune association ne peut être avancée entre 

l'oxydation d'une source de carbone et le nombre d'utilisateurs dans la communauté, 

étant donné l'absence de synergisme. 

Seules les bactéries hétérotrophes aérobies et cultivables contribuent à l'établissement du 

profil d'oxydation. Également. ces profds reflètent l'activité des bactéries croissant le 

plus rapidement dans la communauté (Smalla et ai., 1998; Verschuere et al.. 1997). 

L'activité des bactéries croissant relativement plus lentement peut d o n  être masquée. 

Une companison entre une communauté comprenant 90 % de Vibrio alginolyiiais 

(croissance trés rapide) et 10 % de Cytophaga marinoflava (croissance lente) a montré 

que l'oxydation des sources de carbone était attribuable majoritairement à la souche 

Viono (une similitude de 98 % entre le patron de Vibrio et celui de la communauté). 

PIusieurs auteurs ont soulevé la problématique de la densité de I'inoculum dans les puits 

de la microplaque (Haack et al., 1995; Konopka et al., 1998). En effet, le développement 

de la coloration s'avère proportionnel au nombre de bactéries, rendant problématique la 

comparaison de communautés microbienne de densités différentes. Pour remédier à cette 

limitation. Garland (1996) a proposé une normalisation des résultats en divisant les 

valeurs d'adsorbance de chaque puits par la moyenne de la coloration de la plaque (95 

puits). Selon Howard ( 1997)' cette approche permet effectivement un nivellement des 



réponses mais ne traduit pas une réalité biologique, prétextant que la densité des 

communautés microbiennes ne se traduit pas directement en taux d'oxydation. 

232 Évaluation écotoxicologique 

Comme le mot l'invoque, l'écotoxicologie est dérivée des termes écologie et toxicologie. 

Cette science étudie les effets des produits chimiques (toxicologie) dans un contexte 

écosystémique. Relativement aux biotechnologies environnementales, l'écotoxicologie 

est utilisée dans une perspective de gestion des sites (Ministère de l'environnement et de 

la faune, 1996) et d'évaluation des effets écologiques de l'introduction de micro- 

organismes dans l'écosystème (Environnement Canada, 1997). 

Étant donnée I'importance qu'occupe I'evaluation écotoxicologique dans la gestion des 

sites. il convient de la positionner cette science dans la démarche de gestion. L'tvaluation 

écotoxicologique entre dans les stratégies de gestion afin d'établir le danger, l'impact et 

le risque des substances toxiques sur l'écosystème (Forbes et Forbes, 1994). L'évaluation 

du danger vise à fournir l'information nécessaire pour juger du danger ou de l'innocuité 

d'une substance chimique (ex. sélection des essais de toxicité et détermination de 

l'incertitude du risque) (Cairns et aL, 1978). L'impact se définit comme l'identification 

des problèmes environnementaux spécifiques à un projet ou à un site (Barnthouse et al., 

1986). Enfin. Volmer et al. (1988) définissent l'évaluation du risque comme une méthode 

d'estimation de l'importance et la probabilité des effets néfastes des substances 

chimiques sur l'environnement. 

Le gestionnaire de site peut être supporté dans sa démarche en utilisant des procédures 

publiées (CCME, 1996; USEPA, 1992). Au Quaec, comme support à la Politique de 

protection des sols et de réhabilitation des ten-ains contaminés. le Ministère de 

l'environnement du Quekc prépare une Procédure d'évaluation du risque 

écotoxicologique (PÉRÉ) (Ministère de l'environnement et de la faune, 1996). Dans cette 



procédure, l'évaluation écotoxicologique se réalise suivant deux étapes: une évaluation 

du danger suivie d'une évaluation du risque. La caractérisation du danger regroupe: la 

caractérisation des effets (potentiels toxiques et génotoxiques), la caractérisation de la 

source (caractérisation des substances toxiques) et l'estimation du son (devenir, potentiel 

de dégradation, de mobilité et de bioconcentration). Le risque s'évalue par: la 

caractérisation des récepteurs (composantes biologiques en présence, leur abondance. 

leur sensibilitt), l'identification du danger et l'estimation de I'exposition (voies 

d'exposition. durée, fréquence et amplitude). 

Le défi de I'écotoxicologie réside dans l'établissement de liens entre les réponses 

toxiques mesurées sur des organismes et les changements écosystémiques (Figure 2.9) 

(Forbes et Forbes, 1994; Waker et ai., 1996). En relation avec la problématique des sites 

contaminés. plusieurs ouvrages ont ciblé la caractérisation des récepteurs écologiques 

d'intérêt, une analyse des effets directs et indirects causés par la présence de 

contarninants et la traduction en répercussions à court et moyen termes sur les 

écosystèmes spécifiques (Thellen et al., 1995). 

substances toxiques 

changements biologiques 

changements physiologiques 

réponses sur l'organisme complet 

Q changements de population 

effets sur la communauté 

effets sur 1 'écosystème 

augmentation du temps de réponse 
augmentation de l'importance des effets 
augmentation de la difficulté d'établissement du lien 
pour des substances chimiques spécifiques 

Fimire 2.9 Hiérarchisation des effets des substances toxiques sur un écosystème 

(Forbes et Forbes, 1994) 



Les substances toxiques étudiées se rapportent habituellement aux contaminants relargués 

dans l'environnement suite aux activités humaines. Ces contaminants peuvent se 

regrouper en quatre grandes classes: les polluants issus de l'agriculture (ex. pesticides), 

les polluants de sources non agricoles (ex. hydrocarbures). les métaux lourds (ex. le 

cadmium) et les déchets radioactifs résidu des réacteurs nucléaires) (Guthrie et 

Perry, 1980). Les nouvelles exigences réglementaires quant à l'introduction de micro- 

organismes sur un site demandent de vérifier leun effets écologiques (ex. effets du 

micro-organisme sur les espèces aquatiques de plantes, d'invertébrés et de vertébrés 

susceptibles d'y être exposées) (Environnement Canada, 1997). Dans cette optique. les 

micro-organismes, ainsi que leurs métabibdites, doivent être étudiés en fonction d'une 

genération potentielle de toxicité sur l'écosystème (Fimire 2.9). 

Lors d'une évaluation écotoxicologique, l'approche comprend habituellement 

l'application d'une batterie de bioessais, incluant plusieurs niveaux trophiques dont les 

micro-organismes (Guthne et Perry, 1980; Keddy et ai., 1995; Sloterdijk et ai.. 1989). 

Des exemples de réponses mesur6es sur les micro-organismes exposés B des substances 

chimiques sont montrés au Tableau 2.17. Ces résultats pourront servir de référence pour 

l'évaluation écotoxicologique de micro-organismes injectés in situ. 



Tableau 2.17 Utilisation des bactéries pour l'évaluation écotoxicologique 

type de réponse organisme cible substance testée 
génotoxicité Escherichia coli 83 composés, ex. ben~o-a-~~rène '  
(SOS chrornotest) sot contaminé par le PCP, en 

processus de bioremédiation8 
mSalmonella sp. eau potable, municipale, 

souterraine, effluent d'industries 
de pâtes et papier, lixiviats de 
sites d'enfouissement6 

inhibition de Ia -Photobacteriurn phosphoreum sédiments contaminés par les 
bioluminescence métaux lourds2 

plus de 50 composés. ex. phénols 
halogénés3 

eau usée municipalei 
sol contaminé par le PCP. en 
processus de bioremédiationa 

inhibition de bactéries méthanogènes plus de 50 composés, ex. phknols 
production de gaz halogénés3 

inhibition de la -consortium d'une liqueur mixte plus de 50 composés, ex. phénols 
respiration aérobie prélevé d'un procédé de traitement halogénés3 

par boues activées 
-Polytox: consortium vendu 9 22 produits chimiques. ex. 

commercialement comprenant 12 benzène. toluène. éthylbenzène7 
souches bactériennes isolées de 
boues activées 

inhibition de la -consortium d'une Liqueur mixte 0 plus de 50 composés. ex. phénols 
consommation prélevé d'un procédé de traitement halogénés3 
d'ammoniaque par boues activées 

variation du -micro-organismes indigènes d'eau 0 benzène, toluène. xylène et 
profil des de surface et de sédiments trichloroéthylène5 
protéines 

' (Quillardet et al., 1985) ' (Sloterdijk et al., 1989) (Blum et Speece, 199 1) .' (Zhang et 

Sun, 1995) (Ogunseitan, 1996) (Helma et al., 1996) (Peace et al., 1997) (Knoke et 

al., 1999) 



D'après Guthrie et Perry (1980)' les substances toxiques générées dans l'environnement 

par les microorganismes proviennent majoritairement du métabolisme des pesticides (ex. 

DDT métabolisé en DDD), de la transformation du mercure en méthylmercure 

(s'accumulant dans la chaîne dimentaire), du métabolisme de l'arsenic, de la formation 

de drainage minier acide et du dégagement de H2S par les bactéries sulfato-réductrices. 

L'évaluation écotoxicologique de biotechnologies environnementdes a montré que la 

biodégradation de plusieurs contaminam (ex. hydrocarbures aromatiques poIycycIiques) 

pouvait mener à la formation de produits intermediaires parfois plus toxiques que le 

contaminant lui-même (Alexander, 1994; Renoux, 1996; Santini, 1998: Seymour et ai., 

1997). 

Dans une perspective de biostimulation d'une microflore indigène la croissance de 

souches bactériennes pathogènes ainsi que l'accumulation de PMS pourraient 

potentiellement générer une Bcotoxicité. À titre d'exemple, I'espèce Escherichia d i .  se 

retrouvant dans les eaux souterraines contaminées, croît rapidement en condition riche en 

source de carbone (Matthess et H w e y ,  1982). Le potentiel écotoxique des PMS reste à 

être démontré. Neanmoins, certains résultats de travaux suggèrent une toxicité. telles une 

inhibition de la nitrification en condition cuvée (Chudoba. 1985) et une réponse 

mutagène d'un effluent secondaire d'un procédé de traitement d'eaux usées (Barker et 

Stuckey, 1999). Parallèlement, la capacité des PMS à agir comme agents chélateurs 

pourrait contribuer à diminuer la toxicité en présence de métaux (Callander et Barforci, 

1983; Kuo et al., 1996). 



CHAPITRE 3 

sYNTHÈSE DU PROJET 

Initialement, le projet se voulait une exploration du concept des biobarrières pour son 

application dans les aquifères. La problématique typique des rocs fncturés a stimulé ie 

choix de ce d i e u .  L'adoption de nouveaux règlements réderaux concernant les produits 

biotechnologiques a incité à évaluer les impacts environnementaw parailèlement à 

l'étude des bases scientifiques de validation du concept. Dans le présent document, les 

chapitres IV, V et VI forment le corps de la thèse. Ils sont présentés sous forme de 

manuscrits rédigés en langue anglaise et publiés, ou soumis, h des revues scientifiques 

avec comités de lecture. Le corps de la thèse est complété par des résultats présentés en 

annexes. Le chapitre de synthèse expose la démarche scientifique et permet une 

visualisation de l'ensemble des travaux. 

3.1 Vue d'ensemble du projet 

La biostimulation d'une microflore indigene des eaux souterraines représente le point 

central du projet. Cette biostirnulation a été étudiée sous quatre aspects: 1- physico- 

chimique, 2- écotoxicologique, 3- microbiologique et 4- dynamique (Fi-are 3.1). Ces 

aspects ont permis d'évaluer le potentiel d'utiliser la microflore indigène dans une 

perspective de développement de la barrière biologique in situ, en tenant compte des 

récentes orientations normatives et politiques en matière environnementale. 
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Figure 3.1 Démarche scientifique du projet 

3.2 Approvisionnement en eau souterraine et consemation de la microflore 

Les échantillons d'eau souterraine ont été obtenus d'un puits de surveillance entourant le 

Complexe environnemental de Saint-Michel (CESM, Montréal. Qc, Canada). Ils ont été 

pompés d'une profondeur de 70 m et recueillis après une purge de trois volumes de puits 

(n 1ûûû L), suivant une méthode proposée par le Ministère de l'environnenient et de la 

faune (Tableau 3.1) (Ministère de I'enviro~ement et de la faune, 1994). Dans un premier 

temps, une analyse des principaux ions de l'eau a servit pour la formulation d'une eau 

souterraine synthétique. L'eau souterraine synthétique a été utilisée pour pallier la 

problématique d'approvisionnement annuel et de reproductibilité des r&ultats (Matthess 

et Harvey, 1982). En effet, la composition d'une eau souterraine naturelle varie pendant 

l'année, principalement en raison des différences de température qui modifient les 

équilibres chimiques (pH, solubilité). 



Tableau 3.1 Références relative à l'échantihmage de l'eau souterraine et la conservation 

de la microflore indigène 

type d'information référence section référence page 

croquis du puits de pompage Annexe 2 225 

schéma de I'appareillag de pompage Annexe 2 225 

analyse chimique de l'eau souterraine Annexe 2 225 

composition de I'eau souterraine synthétique 4.5.1 76 

protocole de conservation de la microflore Annexe 1 199 

(P12-B) 

Dans un deuxième temps, la microflore indigène de I'eau était conservée pour 

inoculations de l'eau souterraine synthétique. La mdthode de conservation consistait en 

une concentration de la microflore suivie d'une congélation rapide à -80 O C ,  utilisant du 

glycérol comme agent cryoprotecteur (Tableau 3.1). L'eau a été recueillie deux fois par 

année (au printemps et à l'automne) entre 1995 et 1999. Les concentrats de la microflore 

indigène ont été utilisés A l'intérieur d'une période de 6 mois. 

3.3 Détermination des effets des facteurs physico-chimiques sur le développement 

d'un biofilm sur une surface reproduisant un roc 

Il est reconnu que la microflore des eaux souterraines peut contenir des bactéries 

productrices d'exopolysaccharides (EPS) (Hurst et ai., 1997). Également, des études ont 

démontré que l'injection de bactéries productrices d'EPS dans un milieu géologique 

saniré pouvait mener à une réduction substantielle de la conductivité hydraulique (article 

de revue: (Baveye et al., 1998)). Considérant l'approche de biostimulation. la première 

démarche du projet a été de déterminer les facteurs favorisant la sécrétion d'EPS et de 

mesurer dans quelie mesure un bioNm s'accumulerait sur une surface reproduisant un 

m. 



Une revue de la littérature a permis de déterminer les facteurs physico-chimiques 

susceptibles d'influencer la sécrétion dTEPS et l'accumulation du biofilm pour 

l'application de biocolmatage dans un milieu géologique hcturé: le type de source de 

carbone, la concentration de la source de carbone, le ratio C :N :P, la concentration en 

oxygène, l'agitation du milieu, la présence d'ions cdcium et la présence de contaminants 

(Characklis et Marshall, 1990; De Philippis et al., 1996; De Vuyst et al., 1987: Gancel et 

Novel, 1994; Gibbs et Seviour, 1996; Huang et Pinder, 1994; Lau et Liu, 1993: Linton et 

al., 1987; Lintoa et al., 1987; Ludensky, 1998; Morin et ai., 1993; Ohashi et al., 1995; 

van der Wende et ai., 1989). Daas le système utilisé, certains facteurs chimiques, 

physiques et microbiologiques étaient fixes: le pH (pH = 8.3 initialement), la composition 

ionique de l'eau, la température (1O0C), la composition et la rugosité de la surface, la 

composition ainsi que la concentration initiale de la microflore (Tableau 3.2). 

Tableau 3.2 Références relatives à la détermination des effets des facteurs physico- 

chimiques 

type d' information référence section référence page 

méthodologie de l'étude sur les facteurs physico- 4.5 76 

chimiques : description du montage, choix des 

facteurs, statistiques 

protocole de mesure de l'épaisseur du biofüm Annexe 1 199 

(Pl2 - E) 

protocole de la détermination de la concentration Annexe 1 199 

en EPS (P 12 - F) 
protocole de détermination de la concentration Annexe 1 199 

en glucides (Pl2 - G) 



Tableau 3.2 Références relatives à la détermination des effets des facteurs physico- 

chimiques (suite) 

analyses chimiques des sources de carbone Annexe 3 230 

a composition géochirnique de la céramique Annexe 4 23 1 

rksultats et discussion 4-6.1 8 1 

autres analyses du biofilm Annexe 5 234 

production dTEPS et d6veloppement de biofilms Annexe 7 259 

par deux autres microflores indigènes des eaux 

souterraines 

Pour la réalisation de l'étude, un système, permettant la comparaison des effets de 

plusieurs facteurs ainsi que la duplication des essais, a été développé (Figure 3.2). Les 

paramètres présents dans tous les réservoirs étaient: un volume de 500 ml d'eau 

souterraine synthétique, une inoculation avec 1 mL de concentrat de la microflore 

indigène (concentration initiale dans le réservoir 10' bact. hétdrotropheslrnl). une addition 

journalière des nutriments et la présence d'une plaque de céramique (2.5 x 15 cm dont 

2.5 x 7 cm immergés). Les facteurs physico-chimiques à l'étude, ainsi que les niveaux, 

sont présentés au Tableau 4.1 (p.78). Un plan statistique de Plackett-Burman a permis de 

détenniner les effets de ces facteurs sur six variables: la concentration de la biomasse en 

suspension. la concentration dTEPS en suspension, l'épaisseur du biofilrn, fe pH, le 

potentiel d'oxydoréduction et l'accumulation des glucides dans le milieu. Ce plan 

statistique a été choisi en raison de sa puissance à déterminer les effets significatifs de 

plusieurs facteurs simultanément tout en demandant un nombre relativement restreint 

d'essais et de réplicats (32 réservoirs de 1 L) (Clément, 1990). Les résultats de cette 

section du projet sont présentés au chapitre NT ainsi qu'aux Annexe 5 & Annexe 7 

(Tableau 3 -2). 



Figure 3.2 Réservoirs de 1 L utilisés pour l'étude des facteurs physico-chimiques, 

l'évaluation écotoxicologique et l'observation des changements de diversité microbienne 

3.4 Évaluation écotoxicoIogique des composantes eau e t  biofilm 

En vertu de la Loi canadienne sur la protection de l'environnement. la preuve de 

l'innocuité fait maintenant partie de la démarche de développement des biotechnologies 

environnementales (Environnement Canada, 1997). Quoique l'approche de 

biostimulation de la microflore indigène, via l'addition de nutriments et d'accepteurs 

d'électrons, soit exclue de l'obligation de fournir une déclaration à Environnement 

Canada, il importait de vérifier le potentiel de génération d'une écotoxicité suite au 

développement d'un biofilm. Plusieurs recherches ont montré l'écotoxicité des 

contminants et de l e m  sous-produits de dégradation (Addison et Holmes, 1995; Adema, 

1978; Blum et Speece, 199 1; Boxail et Maltby, 1995; Helma et al., 1996; Knoke et a l .  



1999; Makela et Oikari, 1995; Quillardet et al., 1985; Rodgea et ai., 1996; Sixt et al., 

1995; Sloterdijk et aL, 1989; Traunspurger et Drews. 1996) et peu de travaux ont été 

réalisés sur la toxicité due aux micro-organismes ou à leurs sous-produits (Chudoba, 

1985; Schiener et al., 1998; Schlimme et ai., 1999). Dans une perpective de 

développement d'une biobarrière, la génération de produits microbiens solubles (PMS), 

était susceptible d'amener une écotoxicité dans la nappe aquifère (Pitter et Chudoba, 

i 990). 

Pour réaliser l'évaluation écotoxicologique, des réservoirs de L L ont été utilisés en 

appliquant les conditions physico-chimiques significatives pour le développement du 

biofilm sur la céramique (Tableau 3.3). Ce système permettait l'accumulation des 

substances potentiellement écotoxiques: une condition souhaitée à cette étape-ci du 

projet. Les deux bioessais sélectionnés représentaient des organismes couramment 

utilisés pour des mesures d'dcotoxicit6 en milieu aqueux (Keddy et uL, 1995; Sloterdijk 

et ai., 1989). Pour fins de comparaison des réponses écotoxiques, la biostimulation a été 

effectuée en réservoirs ne contenant pas de contamination et en réservoirs ayant reçus une 

concentration de 10 mg L-' de pentachlorophénate de sodium (NaPCP). En tout. les 

organismes ont été exposés à neuf échantillons: trois témoins (eau saline 0.85% NaCl, 

eau souterraine synthétique. eau souterraine synthétique et mélasse), quatre solutions ( 1- 

eau souterraine synthétique et méiasse fraîchement inoculée, 2- la même solution après 8 

jours de biostirnulation. 3- eau soutemine synthétique, mélasse et NaPCP fnîchement 

inoculée et 4- même solution après huit jours de biostimulation) et deux échantillons de 

biofilms, en suspension dans une solution saline, provenant des réservoirs avec et sans 

NaPCP, respectivement. 



Tableau 3.3 Références relatives à l'évaluation écotoxicologique 

type d'information référence section référence page 

r méthodologie des bioessais et de la production 4.5.7 4.5.6 80 

de PMS 

résultats & discussion de !'évduation 4-63 86 

écotoxicologique et de la production de PMS 

0 Informations additionnelles des analyses Annexe 5 234 

écotoxicologiques 

Ainsi, il fût possible de comparer les réponses induites par la présence d'un contaminant, 

ayant fait I'objet de plusieurs études, aux réponses induites par l'accumulation de PMS 

dans le système, de même que de comparer les échantillons d'eau souterraine et de 

biofilms (Gifford et al., 1996; Rao. 1978; Schrnidt et aL, 1999). La quantité de PMS 

générés a été évaluée en déterininant la demande chimique en oxygène attribuable à ces 

produits (APHA et aL, 1992; Chudoba, 1985). Les résultats de I'évaiuation 

écotoxicologique sont présentés au chapitre N et à 1' Annexe 5 (Tableau 3.3). 

3.5 Observation des changements de diversité microbienne suite à la 

biostimulation 

La démonstration de l'innocuité des biotechnologies nécessite égaiement une évaluation 

des changements de structures dans la communauté microbienne indigène 

(Environnement Canada, 1997). Ces changements peuvent avoir comme effet de 

diminuer la biodiversité et entraîner un deodancement dans l'écosystème (ex. les cycles 

biogéochimiques). Un tel débalancement est d'autant plus indésirable s'il favorise la 

croissance de souches microbiennes pathogènes (Reaka-KudIa et ai., 1997). Il est 

reconnu que la modification des conditions physico-chimiques d'un milieu, telle 

l'injection de nutriments et d'accepteurs d'électrons, entraîne des changements de 

structure dans les communautés microbiennes. La majorité des recherches sur le sujet se 



rapportent aux modifications dues il la présence de contaminants (Derry et al., 1998; 

Dojka et ai., 1998; El Fantroussi et ai., 1999; F d e r  et al-, 1997; Hubert et ai., 1999; 

Massol-Deya et ai.. 1997) et peu ont exploré les effets d'une biostirnulation in situ 

(Bossio et Scow, 1995; Insam et al., 1996). 

L'étude de changement de diversité microbienne a été réalisée en utilisant les réservoirs 

de 1 L et appliquant les conditions physico-chimiques significatives pour le 

dtveloppement d'un biofilrn sur la céramique. Deux expérimentations ont été conduites. 

La première visait à comparer la diversité génétique et fonctionnelle des 

ultramicrobactéries (UMB) de l'eau souterraine au biofilm développé sur la céramique. 

La deuxième étude comparait la diversité fonctionnelle des UMB et des bactéries de taille 

« normale » ainsi que leur aptitude à sécréter des EPS et former un biofilrn (Tableau 3.4). 

Tableau 3.4 Références relatives à l'étude de changements de diversité microbienne 

type d'information référence section référence page 

Annexe 1 

méthodologie de l'étude : isolation des UMB, 5.5.%5.5.3 & 5.5.4 103 & 106 

diversité génétique, diversité fonctionnelle. 

statistiques 

protocole d'énumération et de viabilité des 

bactéries (P 12 - A) 

protocole de mesure de l'hydrophobicité de Annexe 1 

surface des cellules (P 12 - C) 

protocole de profil physiologique (diversité Annexe 1 

fonctionelle) (P 12 - D) 

photos de microscopie par épifluorescence Annexe 2 225 

résultats et discussion de l'étude sur les UME3 5.6 108 

résultats de la comparaison des UMB et des Annexe 6 253 

bactéries de taille mormale>> 



Il a éte démontré que les LiMB colmataient des pores et des fractures plus petits et étaient 

transportés sur des distances plus grandes, dans un matériel géologique, en comparaison 

avec les bactéries de taille «nomaie» (Cusack et ai.. 1992; Cusack et al., 1992; Sharp et 

al., 1999). Dans une perspective de biostimulation d'une microflore indigène pour le 

colmatage de fractures, il importait de connaître la proportion de bactéries sous forme 

UMB et les différences en terme de diversité. 

La première expérimentation jumeiait des analyses de diversite genétique (SSCP et gènes 

ARNr 16s) - pour l'observation du changement de la quantité d'espèces UMB dans la 

communauté - et des analyses de diversité fonctionelle (système Biolog) - pour 

l'observation des changements dans Ia capacité oxydative de Ia communauté d'UMB. 

Pour ce faire, les UMB étaient obtenues suite à une filtration de la microflore indigène 

sur un filtre de diamètre de pores 0,4 Pm. Des échantillons d'eau souterraine fraîchement 

inoculée d'UMB indigènes ont été comparés à des échantillons de biofilms. formés sur la 

céramique après 1 3 jours de biostimulation. La deuxième expérimentation mettait en 

parallèle les UMB et les bactéries de taille «normale» quant à la viabilité initiale, la 

diversité fonctionnelle, la sécrétion d 'EH et l'épaisseur du biofilm. Les résultats sont 

présentés au chapitre V et à l'Annexe 6. 

3.6 Mesure du biocolmatage d'une fracture simple dans un bloc de calcaire 

La démonstration du potentiel de biocolmatage d'une microflore indigène suite à une 

biostimtdation représentait une étape cruciale du projet. En effet, bien que la preuve du 

biocolmatage par des bacténes injectées dans un sol ait et6 faite (Baveye et ni.. 1998: 

BeUamy et ai., 1993; Characklis et Marshall. 1990: Dennis et Turner. 1998; 

Frankenberger et aL, 1979; Okubo et Matsumoto, 1983; Paksy et aL, 1998: Sanchez de 

Lozada et al., 1994; Vandevivere et Baveye, 1992; Vandevivere et Baveye, 1992; 

Vandevivere et Baveye, 1992; Vandevivere et aL, 1995), la validation de l'approche de 



biostimulation se profile depuis peu (Johnston et al.. 1997; Johnston et al., 1999: Turner, 

1995). Plus particulièrement, cette approche devait être démontrée dans un milieu 

géologique hcniré  (Cusack et al., 1992; Shaw et al., 1985). 

Une étude préliminaire en colonne de sable a permis d'évaluer le temps de biocolmatage 

de la microflore lorsque biostimulée (Tableau 3.5). Le défi du colmatage d'un milieu 

géologique fracturé demeurait significatif en raison de la différence du volume des vides 

et de la vitesse de l'eau souterraine (Todd. 1980). Également, un montage expérimental 

représentatif devait être développé. Suite h plusieurs essais, il a été décidé d'utiliser un 

roc calcaire ayant une fracture simple (0.05 x 0.5 x 50 cm). Le montage avait la 

particularité. outre celle d'être constitué d'un matériel naturel. de permettre une 

alimentation en eau soutemine et en nutriments sous une charge hydraulique constante. 

Aussi. le monitorage du débit de l'effluent et de la différence de hauteur des piézomètres 

à l'entrée et à la sortie de la fracture ont permis d'évaluer le biocolmatage dans la 

fracture. Les piézomètres permettaient une mesure de variation de la conductivité 

hydraulique de l'ordre de 2 cm min". La Figure 6.1 et le Tableau 6.1 décrivent les 

caractéristiques du montage. 

Tableau 3.5 Références relatives à l'étude de biocolmatage 

type d' information référence section référence page 

résultats d'un essai préliminaire de coimatage Annexe 8 262 

dans une co1ome de sable 

méthodologie: caractérisation de la microflore 6.5.2,6.5.3 & 136. 137 & 139 

initiale, montage, essai de biocoimatage 6-54 

courbe de croissance de la microflore Annexe 2 225 

composition géochimique du calcaire Annexe 4 23 1 

résuitats de l'étude: caractérisation de la 6.6 141 

microflore initiale et biocolmatage 



L'étude de biocolmatage comportait deux parties: une caractérisation de la microflore 

initiale de l'eau soutemine et une mesure du biocolmatage. La caractérisation a consisté 

en une analyse des gènes ARNr 16s. Cette caractérisation a permis d'expliquer en partie 

les résultats de biocolmatage. Le biocolmatage s'est effectué, dans un premier temps. en 

inoculant le bloc de calcaire avec la microflore indigène et dans un deuxième temps. en 

instaurant la charge hydraulique constante en eau et en nutriments. L'inoculation a été 

répétée à tous les sept jours afin de reproduire l'apport de micro-organismes retrouvé 

dans les aquiferes. Le suivi du biocoimatage consistait en une mesure de la diminution de 

la conductivité hydraulique de la fracture et un suivi de paramètres physico-chimiques et 

microbiologiques de l'effluent (concentration en glucides, concentration en bactéries 

httérotrophes, concentration en EPS, pH et potentiel d'oxydoréduction). Les résultats de 

cette étude sont présentés au chapitre VI et à l'Annexe 8. 



c w m 4  

ÉVALUATION ÉCOTOXICOLOGIQUE ET EFFETS DES FACTEURS 

PHYSICO-CHIMIQUES S U R  LE DEVELOPPEMENT D'UN BIOFILM EN 

CONDITIONS D'EAU SOUTERRAINE 

4.1 Titre du manuscrit 

Ecological assessrnent and effects of physico-chernical factors on biofilm development 

in groundwater conditions » 

4.2 Auteure et CO-auteurs 

Nathalie ROSS', Louise n es chênes', Jacques ~ureau', Bernard clément3. Yves corneau', 

et Réjean r am son' 
' Département de génie civil géologique et des mines, École Polytechnique de Montréal 

' Chaire industrielle CRSNG en assainissement et gestion des sites. Département de génie 

chimique, École Polytechnique de Montréal 

Département de mathématiques et génie indusuiel, École Polytechnique de Montréal 

A new concept in groundwater containment is the development of a biobanier forrned by 

the biostimulation of a rnicrobial population and exopoIysaccharides (EPS) production. 

Although the efficiency of biofilms to clog porous media and biotransform contaminants 

suggests their application in aquifen, work on groundwater conditions has to be 

perfomed to c o d m  the potential of this technology. To detemllne the feasibility and 

the ecotoxic potentiai of biobanier development, a groundwater indipnous population 

was inoculated in semicontinuous reactors. The effects of aeration, carbon source, 

feeding rate, C:N:P ratio, calcium ions, and pentachiorophenol (PCP) on biomass, EPS, 

and biofilm production was studied by a statisticd design. The ecotoxic effect of soluble 



microbial products (SMPs) was assessed using two biotests: the Selenastnim 

cnpricornuturn and ~icrotox@ (Vibrio ftcchen? tests. Results showed that the carbon 

source type and its feeding rate had a signifcant impact on b i o f h  development leading 

to a maximum biofilrn thickness of 250 pn after oaly 144 hours. The ecoioxicological 

assessment reveaied that Selenasmim capricomutzim growth inhibition reached 80 % 

while 90 45 of Vibrio fischen bioluminescence was affected by the presence of SMPs. 

Also, a toxic response was induced by the presence of PCP. These results showed the 

potential use of an indigenous microbial population and suggested that the ecotoxic 

potentid have to be taken into account for in situ biobarrier development. 

Key words: Groundwater containment, biobarrier, indigenous micro-orgmisms, 

exopol ysacc haride, physico-chernical conditions, ecotoxicology. 

4.4 « Introduction » 

Microbial barriers formed with micro-organisrns and exopolymeric matter produced in an 

aquifer offer an excellent potential as a means to prevent the spreading of a contaminant 

plume (Bellamy et al.. 1993: Cunningham et al., 1991). The indigenous microbial 

population of groundwater usually contains exopolysacchaide (EPS) producen which 

could be stimulated to produce such compounds by injection of nutrients and electron 

acceptors. 

The physico-chemical conditions wili affect the micro-organisrns' growth, EPS 

production, as well as biofilrn density and thickness in the aquifer (Characklis et 

Marshall, 1990). Very few experiments have been performed on biobarrier development 

at gmundwater temperature in darkness. When dealing with a mixed microbial 

population, the use of in situ temperature (10 OC in Quekc) is important in order to 

promote the development of the appropriate class of micr~rganisms. Psychrophilic and 

psychrotrophic organisms have optimum enzyme production and transport system at low 



temperature (Prescott et oL, 1995). The transport of micro-organisms frorn the bulk to the 

porous or Fractured media is a key step for biobarrier developrnent (Characklis et 

Marshall, 1990). 

In situ application of a biobarrier for the control of groundwater movement has not been 

reported in the literature. The concept of the biobanier has been studied on lab-scale 

under two approaches (i) a bioaugmeotation with either a pure culture or a microbial 

consortium, and (ii) a biostimulation of the indigenous population. Bioaugmentation was 

achieved by injecting starved cells in a porous media followed by nutrient stimulation. 

resulting in production of a plugging biofilm (Turner, 1995). Such ap~roach has been 

studied on small scale models (one-dimensional glass beads or sandstone cores) and 

larger scde models (three-dimensional resemoirs and natural reservoir cores) using 

ultnmicrobacteria (UMB) formed from oi1well water isolates (Cusack et al., 1992). 

Results showed that when the matrix was Booded with nuuients. injecied UMB 

penetnted and renimed to their hl1 vegetative size and their normal level of EPS 

production. The permeability of the matrix was reduced by at l e s t  99 % within 30 days. 

Biostimulation for lab-scale biobarrier development is achieved by stimulating 

indigenous bacteria to produce EPS which eventually will clog the pore space. Flow- 

ihrough experirnents were developed for continuous recirculation of natural groundwater 

(Bellamy et al., 1993). Results showed that 1 L gravel and sand columns were biofouled 

up to 95 % in about 90 days for gravel, and 21 days for sand at room temperature. 

Another laboratory study used aquifer material contarninated by B T M  (benzene, 

toluene, ethylbenzene and xylenes) to measure the production of EPS and the effect on 

hydraulic conductivity in the presence of different electron acceptors and carbon sources. 

Colurnns studies (0.5 m x 80 mm) showed that atmospheric O2 resulted in the largest 

production of EPS while the presence of H20r Limited the production of EPS. Hydraulic 

conductivity decreased from an initial value of 0.33 mfday to 0.023 d d a y  after 390 hours 

(Johnston et al., 1997). 



Ecotoxicological assessments are increasingly used in conjunction with site remediation 

technologies to ensure ihat soi1 and groundwater matrixes are not only decontarninated, 

but also detoxified (Renoux. 1996). The presence of intermediate degradation products 

and the formation of microbial compounds such as soluble microbial products (SMPs) is 

also believed to increase the ecotoxic potentiai (Alexander, 1994). (Pitter et Chudoba, 

1990). An ecotoxicological assessrnent of SMPs has not yet k e n  conducted in the 

prospect of in situ hiobanier as a containment technology. The objectives of this study 

were : fmt, to determine physico-chernical conditions for the formation of biofilm on a 

cerarnic in groundwater using an indigenous microbial population at 10°C in darkness 

and second, to m e s s  the ecotoxic potential of the biofilm and SMPs produced. 

4.5 * Methodology n 

4.5.1 .r Natural and synthetic groundwater w 

Noncontaminated naturai groundwater was obtained from an observation well (Centre 

environnemental Saint-Michel, Montreal, Canada). A purge of 3 well volumes was 

conducted before water samples were collected. The groundwater sample provided the 

biomass used for biofilm development. Also, a chernical anaiysis of the groundwater was 

performed to prepare a spthetic groundwater with the following composition (ma): 

Na2C03 (679), NaCl (6 17), MgS04 (19), CaC03 (15), KIHPOJ ( 1 1), KN03 (6) and FeC12 

(1) (pH = 8.3). The synthetic water was stenlized at 12 1 O C  and 103.4 kPa (20 min.). 

45.2 u Microbid Enrichment n 

Indigenous micro-organisms were cultured in an Erlenmeyer flask (1 L) enriched with 

black strap molasses (5 gL) (West Indies Molasses, Montreal, Canada) shaken at 200 

rpm and placed at 10 OC in darkness, until microbial concentration reached 10' 



heterotrophic micro-organisms / ml. Heterotrophic micro-organisms concentration was 

determined by the most probable number (MPN) method (APHA et al., 1992). 

Carbohydrate concentration was determined by the phenol-sulhiric acid method (Dubois 

et aL, 1956). The culture was maintained at -20 OC with glycerol (15 g/L) before 

utilization (Cargill et al., 1992). Stock cultures were resuspended in fresh synthetic 

groundwater ( 1 ml culture 1 500 ml synthetic groundwater). 

4.53 r Biofiim Development Apparatus » 

Expenments were conducted in serni-continuous reactors (1 L) to which a ceramic 

coupon (2.5 x 15 cm) was attached at the top (Cargill et al., 1992). This simple system 

was chosen to achieve a large nurnber of physico-chemical conditions, to duplicate, and 

also to measure the effects of by-products accumulation on biomass. EPS. and biofilm 

development. Cerarnic was used to simulate a rock surface (Cerarnica Industriale, 

Casalgrande. Italy). Its geochemical composition was : 62.6 % SiO2, 0.7 % TiO?, 18.9 % 

AlOs, 1.3 % Cao, 2.9 % MgO, 1.9 % NazO, 4.0 % K20 and 7.0 % Fez03. The reactors 

were placed at 10 OC in darkness to represent aquifer conditions and prevent photolysis 

of PCP (Rao. 1978). Reacton were fdled with synthetic groundwater (500 ml) and 

inoculated with I ml of the rnicrobial culture. Air bubbles were isolated frorn the cermic 

coupon to prevent biofilm sloughing. The physico-chemical conditions tested are 

presented in Tableau 4.1. 



Tableau 4.1 Physico-Chernical Conditions for the Optimization of Biofilm Development 

on a Porous Media in Synthetic Groundwater 

Condition Designation Level (-) Level (+) 

Carbon Source Feeding Rate A 2 rng/m2.min 20 mg/m2.min 

Aeration B Agitation 200 rpm Sparging 4.2 cm3/s 

Carbon Source C Saccharose Molasses 

PCP Concentration D o m f l  LO mg/L 

Calcium Ion Concentration E om@ 100 mglL 

C: N : P Ratio F 50: 10: 1 200: 10: 1 

4.54 « Carbon sources, ions enrichment and model contaminant » 

Two carbon sources were tested : saccharose and black strap molasses (Sucre Lantic and 

West Indies Molasses, Montreal, Canada). The carbon source was fed once a day with a 

syringe at a rate of 20 mYd (concentrations 4.09 and 40.9 g/L for levels (-) and (+). 

respectively). Since divalent ions are known to improve biofilrn texture, calcium chloride 

solution (100 m@) was injected at the beginning of the test (Bellarny et al., 1993). 

Sodium pentachlorophenate (NaPCP, 10 mg/L) was added to measure the effect of a 

soluble contamination on biofilm development. Since many studies have shown that 

intensive use of PCP as a herbicide, insecticide, and for the protection and prese~ation of 

wood products this compound was chosen as a model to measure the effect of such a 

contamination on biofilm development (Rao, 1978). 

4.5.5 u Determination of the physico-chernical conditions effects » 

A Plackett-Burman statistical design was used to determine the significant effects of 

physico-chernical conditions on biomass growth and biofdm development (Clément, 

1990) (Tableau 4.1). Each of the 6 physico-chernical conditions tested was maintained at 



2 levels those king  (-) and (+). The complete experimental design was divided in 2 sets 

of 8 trials: a basic design and a refiected design (Tableau 4.2). In the reflected block, 

levels (-) became (+) and vice-versa. Each tria. was performed in duplicate for a total of 

32 reactors. 

Tableau 4.2 The 8-mn ~as ic '  Experimental Design to Detennine the Effects of Physico- 

Chernical Conditions on Biomass Growth and Biofdm ~evelo~ment '  

Trials Conditions 

8 + - + - + - 
': In the 8-run reflected design. levels are intrrchînged from (-) io (+) and vice 

versa. 

': The combination of both statisticai desips (16-ans) yields a resolution IV 

design: main effects are separated from two-factor interactions. 

The physico-chernical effects were measured on 6 variables : suspended biomass, 

suspended EPS. biofilm thickness, pH, oxydoreduction potential (ORP) and carbon 

source concentration. A volume of 20 ml of the inoculated groundwater was sampled 

everyday over 192 hours. M e r  this t h e ,  PCP residual concentration was determined by 

high performance liquid chromatography (HPLC) (Barbeau, 1996). Biomass and EPS 

concentrations were determined on a dry weight basis as descnbed by Hacking et al. 

(1983). Biofüm thickness was evaluated by microscopy with correction for light 



refraction (Tnilear et Characklis, 1982). Specific probes were used to measure pH and 

ORP (APHA et al., 1992; ASTM, 1990). The phenol-sulfkic acid method was used to 

measure carbohydrate concentration (Dubois et al., 1956). 

45.6 Evaiuation of SMP production » 

Chernical oxygen demand (COD) tests were conducted to evaluate the production of 

SMPs by a closed reflux colorimetric method (Chudoba, 1985), (APHA et al., 1992). 

CODwdate was obtained by subtracting the CODçltembie frorn the CODtod. CODPh,h, 

came from suspended biomass and EPS. CODfl,mbie came from SMPs, PCP and the 

carbon source. CODsltdie was obtained from filtered culture sarnple (Hydrophilic PVDF 

filten of 0.45 p. Milipore Millex-HV, Bedford. MA). The concentration of SMP 

(CODSMP) was obtained by subtracting the COD of soluble components from the filtered 

COD (Equation 1). 

CODSMP = CODfi~iaab~e - (CODmiym + CODPCP) (1) 

The COD of molasses and of PCP were calculated theoretically. using 0.5863 g COD/g 

for molasses and 0.499 g COD/g for Na-PCP. SMPs were assumed to include cornpounds 

resulting from the bacterial metabolism and intemediate compounds of PCP degradation. 

45.7 a Ecotoxicological assessrnent » 

Evaluation of the ecotoxic potential was conducted on synthetic groundwater and biofilm 

sampled from the reactors with molasses fed at 20 mglm2.min, sparging aeration (4.2 

cm%), calcium ions ( 100 mgL) and a C: N: P ratio of 50: 10: 1. Biofilm samples were 

collected from the ceramic coupons after they were placed in 500 ml saline solution (0.85 

% NaCI) and sonicated for 2 minutes at minimal power (Mathieu et al., 1992). Growth 

inhibition of the green algae Selenastndm capricornutum was measured as described in 

the method suggested by Environnement Canada (Environnement Canada, 1992). The 

statistical method used was an interpolated linear method with a confidence coefficient of 



a = 95 %. Due to the large variations in inhibition results obtained from the diluted 

sarnples, only the non diluted samples (100 % v/v) were considered. Results of the algal 

growth inhibition test were expressed in percentage. The bioluminescence inhibition of 

Vibrio fichen' test (~icrotox@) + was conducted accorduig to the method suggested by 

Bureau de normalisation du Québec (1987). Results are given as sample concentrations 

needed to inhibit the bioluminescence of 20 % and 50 % of a Vibriofircheri population 

(ICX and IC50). 

4*6 « Results and Discussion » 

4.6.1 u Effects of physico-chernical conditions on microbial growth and biofilm 

development * 

The physico-chernical conditions studied significantly influenced the microbial growth 

and biofilm development. The minimum and maximum effects of the significant 

conditions on biomass concentration, EPS concentration, biofilm thickness, pH, ORP and 

carbon source concentration over 192 hours are show in Fimire 4.1. This implies that d l  

the results obtained with the Plackett-Bman experirnental design were between those 

minima and maxima. The growth of indigenous groundwater micro-organisms showed a 

typical batch growth curve (Characklis et Marshall, 1990) (Fimire 4.14). The suspended 

EPS concentration curve resembled a logistic curve such as those obtained in batch 

cultures and the biofüm thickness increased following a sigrnoidal curve (Fimire 4.1- II & 

Ili) (Characklis et Marshall, 1990). The global effects of the physico-chernical conditions 

on rnicrobid production over 192 hours are given in Tableau 4.3. These results, 

expressed in percentages, show the effect on suspended biomass, suspended EPS, and 

biofüm thickness of changing the condition level from (-) to (+) (a = 95 %) (Tableau 

4.1). 
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Fime 4.1 Microbial growth and biofüm deveiopment under groundwater conditions in 

semicontinuously fed reactors. Conditions not statistically different were grouped 

together (a = 95 %). Tableau 4.1 describes conditions tested 



Tableau 4.3 Significant Effects of Physico-Chernical Factors on Microbial Production 

Variables over 192 hours (a = 95 %) 

Variables Conditions Effecta p > F 

(W 
Suspended Biomaîs Concentration A +??.? f 8.7 O - 0  1 

D -21.8'8.7 0.0131 

E +17.2t8.7 0.0500 

Suspended EPS Concentration A + 16.3 + 6.2 0.0094 

Biofilm Thickness A +90.4 f 14.0 0 . W  1 

B +69.9 f 14.0 0.000 1 

C +69.2 f 14.0 0.0001 

a : signs + and - are related to the condition e f ' i  on the variable when level (-) is c h m p d  for 

level (ç). 

The type of carbon source and the feeding rate had the most significant effect on biomass 

growth, EPS production and biofilm development (Fimire 4.1 & Tableau 4.3). Biofilms, 

when molasses was used as the carbon source, were 70 % thicker than biofilms 

developed in saccharose-fed reacton (Fimue 4.1 & Tableau 4.3) (p = 0.0001). The 

carbon source played several roles in the system. Fit, it promoted the growth of the 

microbial population, and conditioned the cenmic surface before ce11 attachent which 

is a key step in biofilrn development (Honig, 1953). The molasses composition probably 

conuibuted to an effective conditioniog of the ceramic. Inorganic salts (= 8 %) and amino 

acids (s 2 %) in molasses could adsorb onto ceramic by ionic interactions (Characklis et 

Marshall, 1990). Second, divalent ions in molasses (e 3%) could have prornoted the 

irreversible ce11 adhesion onto the ceramic (Characklis et Cooksey. 1983). Third. the 

molasses offered more interactions between cells, EPS and the surface with hydrogen, 

hydrophobie, and ionic bonding (Bryan et al., 1986; Flemming, 1995). Saccharose. which 

contained less than 0.02 % of ashes and no trace of amino acids, was probably not 



effective in conditioning the cerarnic surface and promoting ce11 attachrnent. Although 

some bacteria are stimulated to produce more EPS in nitrogen starvation condition. it has 

been s h o w  that the response was not a genenl d e  (De Philippis et aL, 1996). That 

could explain the finding that no significant effect was measured between C :N :P ratio of 

50 :10 : 1 and 200 : 10 : 1 (p > 0.05). 

A high carbon source feeding rate (20 mg/m2.min) resulted in the production of 78 % 

more suspended biomass than at low rate (2 mg/m2.rnin) on average dunng the 192 hours 

(p = 0.01).  This large production of biomass also contributed to a decrease in pH due to 

the production of organic acids (Fimire 4.1- IV). Also, carbon sources accurnulated in 

the water at concentrations up to 10.9 g/L after 192 hours (Fimire 4.1 - VI). Meanwhile. 

the production of suspended EPS and the development of the biofilm on ceramic at 20 

mg/m2.min were 16 % and 90 % respectively more important than at 2 mglm2.min (p = 

0.0094 and p = 0.0001. respectively). ORP was higher (195 mV in average) at a Iow 

feeding rate and when air was sparged rather than dissolved by agitation (Fimire 4.1- V). 

The effect of a high substrate loading rate is well known to contribute to the formation of 

a thick and uniform biofilm (Wanner et ai., 1995). But under such condition, the 

sloughing of the biofdm into the bulk could be more important than with a low feeding 

rate. Such biofilm detachment explains in part the increase in the EPS concentration 

between 144 and 156 h o m  which corresponded to a noticeable decrease in biofilm 

thickness (Figure 4.1). 

The type of aeration system used in the reactors influenced the dissolved oxygen 

concentration and water turbulence. On average, air sparging resulted in a biofilm 70 % 

thicker than with agitation at 200 rpm (Figure 4.1 & Tableau 4.3) (p = 0 . 0  1). However, 

a closer analysis of the biofilm development revealed that a biofilrn was visible after 24 

hours with agitated water (1.5 p) cornpared to 96 hours with air sparging ( 1.1 p). In 

addition, the suspended biomass and EPS concentrations were not significantiy affected 

by the type of aeration (p > 0.05). Those results indicate that the dissolved oxygen 



concentration was not a limiting factor in the reactor but the water turbulence would have 

played a key role in the development of the biofilm. It is well known that transport 

controls the rate of initial deposition on the surface (Characklis. 1981). A possible 

expianation for the longer lag penod for biofilm development with air sparging is the 

increase in the hydrodynamic forces. A visual observation of the system under air 

sparging and agitation showed a difference in the water velocity. Such difference could 

have improved the lift force which generated a normal force to the ceramic. As reported 

by Characklis (198 1) and Characklis et Marshail (1990) the desorption of cells weakly 

adsorbed to the ceramic could have been greater when the water velocity increased. In the 

sarne way, the overall thicker biofilm with air sparging could be explained in part by an 

increase in downsweep forces. Afier the conditioning and the irreversible adsorption of 

cells on the ceramic, greater drag and lifi forces would improve the mus  transfer from 

the bulk into the biofilm leading to a thicker film (Charackiis et Marshall. 1990). 

Moreover, Marshall (1982) reported that an increase in water turbulence Ied to a thicker 

biofilrn due to (i) a preferential attachment by certain species. (ii) a rnicrobial 

physiological response to environmentai stress, and (iii) the squeezing of Ioosely bound 

water from the film by the fiuid pressure force. The fact that the oxygen concentration 

was not lirniting to the growth of the indigenous micro-organisms could be that mixed 

microbial population from groundwater usually contains a large fnction of facultative 

aerobic bacteria (Fetter, 1992). 

E~ch rnen t  with calcium chloride (100 mg/L) contributed to an increase in the microbial 

population (p = 0.013 1) which suggested that the number of micro-organisms in the 

biofilm also increased (Huang et Pinder, 1994)). The concentration of calcium ions in the 

synthetic groundwater was probably not optimum for the development of the suspended 

biomass. An increase in the microbial population in biofilrns is associated with a 

densification of the biofilm rather than an iocrease in thickness (Ramsay et al., 1989). 

The b i o f h  m a s  was not measured but it would not have been surprising that it had 



increased with the calcium enrichment due to a higher biomass content and EPS gelation 

(Vandamme et Soetaert, 1995). 

PCP addition (10 mg/L), to simulate groundwater contamination, affected rnicrobial 

growth by decreasing the population on average by 22 % (Fi- 4.1 & Tableau 4.3) 

( p d . 0 1 3  1). A decrease in PCP concentration from 10 mg/L down to zero was dso 

obsenied in some cases which indicated the presence of PCP degnders. Biodegndation 

of PCP either by a microbial consortium from a PCP-coniarninated soi1 or a biofilm 

developed with pure culture bacteria has been reported at high concentration such as 500 

mgR. and 366 mg/L respectively with lab-scale experiments (Edgehill. 1996; Panneton et 

ai.. 1995). 10 mg/L PCP addition did not influence significantly either EPS production or 

biofilm thickness over 192 hours (p > 0.05). No assumptions of the biofilm fixed biomiiss 

viability can be made because of the resistance mechanisms for penetration of toxic 

substances such as PCP. Those mechanisms include EPS binding, chernical reaction with 

EPS, uptake of the PCP by cells, and catalytic detoxification of PCP in the biofilm 

(Characklis et Wildener, 1989). 

4.6.2 u SMPs accumulation and ecotoxicological assessment m 

The green dgae (Selenastrum caprïcomutum) and ~ i c r o t o x ~  (Vibrio fisciteri) tests are 

known to be very sensitive and they are widely used for water toxicity assessment 

(Keddy et al., 1995; Sloterdijk et ai., 1989). The algal growth inhibition results, when 

submitted to non diluted groundwater sarnples at different period of the microbial 

development, are shown in F iwe  4.2. The ~icrotox@ test results are presented as the 

concentration of the sample needed to inhibit 20 % and 50 % of the bioluminescence 

(ICZO and ICso). ICzo is considered as the threshold of detection and ICso is the reference 

measurement used in ecotoxicology (Tableau 4.4). As the presence of SMPs in water was 

suspected to increase the toxicity, COD was measured to evaluate the production over 

192 hours. Controls I and II, which consisted of synthetic groundwater with and without 



molasses (3.2 mg/L) respectively, were moderately toxic (algae growth inhibition = 39.3 

% and ~icrotox" ICm 1s min = 45.1 %) (Figure 4.2 and Tableau 4.4). Addition of the 

microbid indigenous culture to synthetic groundwater and molasses did not significantly 

affect bioluminescence of Vibrio fischen but Selenastnun capricorniitum growth was 

inhibited of to 72.6 % CTableau 4.4) (Fime 4.2). 

ConWols Water and Biomass Watered Biofilms 

Samples 

C Control l noPCP,t=O m WlthPCP, t=192 
Control II wittiPCP,tiO 
conttol III a no PCP,t=l92 I 

- - -  

Figure 4.2 Growth inhibition of Selenastrwn capricornutum submitted to different 

synthetic groundwater and biofilm samples. Physico-chernical conditions in the reactor 

were: molasses fed at of 20mg/mz.min, sparging aeration (4.2 cm3/s), addition of calcium 

ions (100 m a )  and a C: N: P ratio of 50: 10: 1. Controls : 1 : synthetic groundwater, II : 

synthetic groundwater and molasses (3.2 m a )  and III : saline solution (0.85%) 



Tableau 4.4 Bioluminescence Inhibition of Vibriofischeri Exposed to Water and Biofilm 

Samples for Different Inhibition Concentrations and Time Exposures. Physico-chernical 

conditions in the reactor were: molasses as carbon source fed at a rate of 20 rng/m'.min, 

sparging aeration (4.2 cm3/s), addition of calcium ions (LOO mgL) and a C: N: P ratio of 

50: 10: 1. 

Sample ICLD * C.C. Ica i C.C. 

(%) (W 

5 min 15 min 5 min 15 min 

Controis 1 > 49.5 > 495 > 49.5 > 49.5 

II 37.4 I 0.6 45.1 I 10.4 > 49.5 > 49.5 

Groundwater no PCP, t d  45.3 14.8 41.8 I 15 > 49.5 > 49.5 

& Mictobiai with PCP, t=û 4.5 2 0.8 2.9 k 0.3 13.3 I 1.2 8.4 2 0.9 

Population no PCP, t= 192h 2 1.3 2 0.7 20.4 2 2.7 42.5 I 3.7 30.8 5 1 .S 

with PCP, t= I92h 5.2 a 0.7 4.2 .- 0.8 15.6 2 1.2 11.01 1.2 

Biofilms no PCP, t=192h > 49.5 > 49.5 > 39.5 > 49.5 

with PCP, t=I92h > 49.5 > 49.5 > 39.5 > 49.5 

IC: Inhibition Concentration, C.C.: Confidence Coefficient, Convoi 1: synthetic groundwater. Control II: 

synthetic groundwater and molsisses (4.09 mg/L) 

Selenastrum capricornutum growth showed an inhibition of up to 80.4 Clo on average 

when aigae were exposed to inoculated synthetic groundwater or saline watered biofilm 

samples, whether or not PCP (10 in@) was present (Fiare 4.2). Standard deviations 

were so wide that no significant difference was detected between the inhibition results of 

groundwater and saline watered biofilm samples (a = 95 %). Cornpetition for nutrients 

between micro-organisms and algae could explain the inhibitory effect on dgae growth 

when the microbial population was added. The presence of SMPs after 192 hours, 

especially abundant when PCP was added to water (CODSMP = 8427 mgOt/L). did not 

affect more the growth of the algae ( F i m  4.2). SMPs might have provided nutrients for 

algae growth (Landis et Yu, 1995). Results also showed that the Control III (0.85% 

NaCI) had a repression effect on algal growth. The toxicity of the saline solution on the 



green algae probably interfered with the possible ecotoxic effect of biofilm dispersed in 

the solution. 

Microtox@ resdts revealed that addition of PCP to the culture (t = O h) allowed TCzO 

to decrease by 12.2-fold (Tableau 4.4). Even if the PCP concentration considerably 

decreased between O and 192 hours, (from 10.0 to 1.6 m@), bioluminescence inhibition 

was not significantl y different. Phenolic compounds are known to disrupt ce11 

membranes, resulting in the leakage in solution of nucleic matenal, proteins and other 

organic material (Dutka et Bitton, 1986). The intermediary metabolites of PCP 

degradation, the release of endotoxins, and the lysis of bactena are also SMPs that may 

have contributed to the inhibition of Vibrio fischen' bioluminescence (Figure 4.3). 

Cultivation in a semi-batch reactor under aerobic conditions is known to promote the 

accumulation of SMPs (Pitter et Chudoba, 1990). Moreover, cultivation with a high 

concentration of glucose results in the release of organic compounds into the medium 

(Daiggeret Grady, 1977). In water with no PCP addition, the CODsup increased from 92 

to 4149 mgL in 192 hours. Such production might explain the fact that bioluminescence 

of Vibriofischeri was reduced by haif when exposed to the culture at times O and 192 

hours (Tableau 4.4). Biofilms which were detached from the ceraxnic in a saline solution 

were non toxic to Vibrio fischeri, possibly because the organic compounds were too 

diluted. 



- - -  II 3 COD part [ 

C)  no PCP 1OmglL PCP no PCP 1OrngL PCP 

t = O h  t=192h  
Groundwater Samples 

Fieure 4.3 COD values of culture constituents for the evaluation of SMP production. 

Physico-chernical conditions in the reactor were: molasses fed at of 20 mg/m2.min, 

sparging aeration (4.2 cm31s), addition of calcium ions (100 mgL) and a C: N: P ratio of 

50: 10: 1 

In conclusion, the stimulation of an indigenous microbial popdation to produce EPS and 

biofdms was effective under groundwater conditions, at 10 OC in darkness. In this 

oligotrophic milieu, the type of carbon source and the feeding rate significantiy 

influenced the speed and the magnitude of biof ih  development suggesting a large 

contribution of ionic, hydrophobic and hydrogen bonding interactions between the solid 

surface, microbial cells, and EPS. The resistance of biofilm to the presence of PCP (10 

m@) supports the concept of using a biobarrier for contaminated groundwater 



containment. The relative ecotoxicity revealed by the green dgae growth and a marine 

bacteria bioluminescence inhibition tests indicated that compounds such as SMPs could 

possibly be adverse to the ecosystem if accumuiated on a local basis. Future investigation 

on biobmier development should focus on (i) fnctured media hydrodynarnics, (ii) 

accumulation andor biodegradation of contaminanü in the biobmier, and (iii) 

comprehension of the ecologicd significance of SMPs production in groundwater 

environmen t . 

The authors acknowledge the financial support kom the Chair partnen: Alcan, Analex, 

Bell Canada, Browning-Fems Industries. Carnbior, Centre québécois de valorisation de 

la biomasse, Hydro-Québec, Natural Science and Engineering Research Council. Petro- 

Canada, Premier Tech and SNC-Lavalin. This research wûs also supponed by the 

Fondation québécoise de la recherche en environnement. We thank Dr. Élise 

Marcandella for her valuable recornmendations on the manuscript. Participation of 

Martin Héroux and Michel Demen from the CESM in providing groundwater sample 

was appreciated. Assistance of Denis Bouchard in chernicd analysis is gratefully 

acknowledged. 

4.8 Literature Cited w 

ALEXANDER. M. ( 1994). Biodegndation and bioremediation. Academic Press, Inc., 

San Diego, 302. 

APHA, AWWA et WEF (1992). Standard methods for the examination of water and 

wastewater. 

ASTM (1990). Standard Test Method for pH of Water. 350-358. 



BARBEAU, C. (1996). Bioaugmentation de sols contaminés au ~enntachloro~hénol par la 

méthode des sols activés. Mémoire, École Polytechnique de Montréal, Montréal. 

BELLAMY, K.L., DE L N ,  N., CULLIMORE, D.R. ET ABIOLA, A. ( 1993). In-situ 

Intercedent Biologicai Barriers for the Containment and Remediation of Contaminated 

BRYAN, B.A., LINHARDT, R.J. ET DANIELS. L. (1986). Variation in Composition 

and Yield of Exopolysaccharides Produced by Klebsiella sp. Strain K32 and 

Acinetobacter calcoaceticus. Aoolied and Environmental Microbiology, 2 (6) .  1304- 

1308. 

BüREAU DE NORMALISATION DU QUÉBEC (1987). Eaux - détermination de la 

toxicité méthode avec la bactérie bioluminescente Vibrio fisheri, BNQ. 

CARGEL, K.L., PYLE, B.H., SALER, R.L. ET MCFETTERS, G.A. ( 1992). Effects of 

culture conditions and biofilm formation on the iodine susceptibility of Legionella 

pneiimophila. Cm. J. Microbiol., 28 423-429. 

CHARACKLIS, W.G. ( 198 1). Bioengineenng Report Fouling Biofilm Developmrnt: A 

Process Analysis. Biotechnoloev and Bioengineering, a 1923- 1960. 

CHARACKLIS, W.G. ET COOKSEY, K.E. (1983). Biofilms and Microbial Fouling. 

Advances in Aodied Microbiology, a 93- 138. 

CHARACKUS, W.G. ET MARSHALL, K.C. (1990). Biofilms. John Wiley & Sons, 

Inc., New York, 796. 

CHARACKUS, W.G. ET WILDENER, P.A. (1989). Structure and Function of 

Biofilms. Bernhard, S., John WiIey et Sons, New York, 387. 



CHUDOBA, J. (1985). 

Compounds Produced by 

43. 

Quantitative Estimation of COD Units in Rehctory Organic 

Activated Sludge Microorganisms. W ater Research, ( 1 ), 37- 

cLÉMENT. B. (1990). La qualité par la planification d'expérience (méthode Taguchi) in 

Gonds .4sscci~ion ~uéhécoise de 12 pudité. regionde de Qu&Sec, I?. 

CUNNINGHAM, A.B., CHARACKLIS, W.G., ABEDEEN, F. ET CRAWFORD, D. 

(1991). Influence of Biofilm Accumulation on Porous Media Hydrodynamics. Environ. 

Sci. Technol., 25 (7), 1305- 13 1 1. 

CUSACK, F.M., SMGH. S., NOVOSAD, J., CHMILAR, M., BLENKINSOPP, S.A. ET 

COSTERTON, J.W. (1992). The Use of Ultramicrobactena for Selective Plugging in Oil 

Recovery by Waterflooding in SPE Intemaltional Meeting on Petroleum Engineering. 

Beijhing. China 34 1-355. 

DAIGGER, G.T. ET GRADY, C.P.L.J. (1977). A mode1 for the Bio-Oxidation Process 

Based on Produc t Formation Concepts. Water Research, 1_' 1049- 1057. 

DE PHILIPPIS, R., SILI. C. ET VINCENZINI, M. (1996). Response of an 

exopoiysacchaide-producing heterocystous cyanobacterium to changes in metaboiic 

carbon flux. J. ARDI. P h y o l o ~ ,  8 275-28 1. 

DUBOIS, M., GLLES, KA., HAMILTON, J.K., REBERS, P.A. ET SMTI'H, F. (1956). 

Colorirneuic Method for Detemination of Sugars and Related Substances. Analflical 

Chemistry, 28 (3), 350-353. 

DUTKA, B.J. ET BITTON, G. (1986). Toxicitv Testing us in^ Microorganism. II, 

CRC Press, Inc., Boca Raton, 202. 

EDGEKILL, R.U. (1996). Degradation of PentachlorophenoI (PCP) by Anhrobacter 

Strain ATCC 33790 in BioNm Culture. Water Research, 3 (2), 357-363. 



ENVIRONNEMENT CANADA ( l992). Essai d'inhibition de la croissance de l'al eue 

d'eau douce Selenastrurn ca~ricomutum, Ottawa. 

FETI'ER, C.W. (1992). Contaminant Hydroeeolopv. Maxwell Macmillan Canada, 

Toronto, 458. 

FLEMMING. H.-C. (1995). Sorption Sites in Biofilms. Writer Science and Technolop~, 

32 (8), 27-33. - 

Alginate Biosynthesis by Pseudomonas mendocina. Journal of Genenl Microbiology, 

129 3473-3480. - 

HONIG, P. (1953). Principles of Sugar Technology, Elsevier Press, 767. 

HUANG, J. ET PINDER, K.L. (1994). Effects of Calcium on Development of 

Anaerobic Acidogenic Biofilms. Biotechnologv and Bioenaineering, a 2 12-2 18. 

lohnston, C.D., Rayner, J.L., De Zoysa, D.S., Ragusa, S.R., Trehy, M.G. et Davis. G.B. 

( 1997). Studies of Bioclogging for Containment and Remediation of Organic 

Contaminants in Fourth International in Situ and On-Site Bioremediation Symoosium. 

New Orleans, Louisiana, 24 1 -245. 

KEDDY, CJ.9 GREENE, J.C. ET BONNELL, M.A. (1995). Review of Whole- 

Organism Bioassays: Soil, Freshwater Sediment, and Freshwater Assessrnent in Canada. 

Ecotoxicolow and Environmental Safetv, 3 221-25 1. 

LANDIS, W.G. ET W, M.-H. (1995). Introduction to Environmental Toxicolo-gy. 

Lewis Pubiishers, 328. 

MARSHALL, K.C. (1982). Advances in Microbiai Ecology, Plenum press, New York. 



MATHIEU, L-, PAQUDl, J.L.9 BLOCK, J-C., W O N ,  G., MAELARD, J- ET 

REASONER, D. (1992). Parametres gouvernant la prolifération bacterienne dans les 

réseaux de distribution. Revue des sciences de l'eau, 5 9 1 - 1 12. 

PANNETON, C.7 RAMSAY, JeT BERTRAND, $.-LeT MAYER, R. ET CHAVARIE, C. 

(1995). Biodegradation Potenria! of 3 PenbcMomphenol-Degnding Micnbial 

Consortium in Third International in Situ and On-Site Bioreclamation Sym~osium. San 

Diego, California, 205-2 1 1. 

PlTTER, P. ET CHUDOBA, J. (1990). Biodemadabilitv of Organic Substances in the 

Aquatic Environment. CRC Press, Inc., Boca Raton, 305. 

PRESCOTI', HARLEY ET KLEIN (1995). Microbiologie. De Boeck-Wesmael S.A., 

Bmxeiles. IO 14. 

RAMSAY, J.A., COOPER, D.G. ET NEUFELD, R.J. (1989). Effects of Oil Reservoir 

Conditions on the Production of Water-insoluble Levan by Bacilltts lichenformis. 

Geomicrobioioav Journal, 2 155- 165. 

RAO, K.R. ( 1978). Pentachioro~henol - Chemistrv. Pharxnacolonv, and Environmentai 

Toxicolow. Plenum Press, New York, 402. 

RENOUX, A.Y. (1996). Évaluation de bio~rocédés d'assainissement en phase 

solideAiquide oar l'utilisation de biotests écotoxicoloeiaues. institut national de la 

recherche scientifique (INRS-Eau). Sainte-Foy. 

SLOTERDUK, H., CHAMPOUX, L., JARRY, V., COUILLARD, Y. ET ROSS, P. 

(1989). Bioassay responses of micro-organisrns to sediment elutriates from the St. 

Lawrence River (Lake St. Louis). Hvdrobiologia, l88/I 89 3 17-335. 

TRULEAR, M.G. ET CHARACKLIS, W.G. (1982). Dynamics of biofilm process. 

Jounial WPCF, 0 (9), 1288-1301. 



TURNER, J.P. (1995). Biofilm Barriers: A New Concept for Waste Management in 

Proceedin~;~ of the National Conference on hovat ive  Technoloies on Site Remediation 

and Hazard Waste Management. t O f - 109. 

VANDAMME, E.J. ET SOETAERT, W. (1995). Biotechnicd modification of 

carbohydntes. FEllS Microbiolom kvizws,  M 163- 186. 

WANNER, O., CUNNINGHAM. A.B. ET LUNDMAN, R. (1995). Modeling Biofilm 

Accumulation and Mass Transport in a Porous Media Under High Substrate Loading. 

B iotechnoloev and Bioengineenng, 703-7 12. 



CHAPITRE 5 

STIMULATION D'UNE COMMUNAUTÉ D'ULTRAM~CROBACTÉRIES DES 

EAUX SOUTERRAINES POUR LA FORMATION D'UN BIOFILM: 

COMPARAISON DES CHANGEMENTS DE DIVERSITÉ GÉNÉTIQUE ET 

FONCTIONNIELLE 

5.1 Titre du manuscrit 

Ultramicrobacteria Isolated fiom Groundwater and Stimulated to Form a Biofilm: 

Assessrnent of Changes in the Biodivenity by Combining Genetic and Functional 

Methods » 

5.2 Auteure et CO-auteurs 

Nathaiie ROSS', Richard villemu?, Élise v arc and el la^ et Louise v es chênes^ 
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Chaire industrielle CRSNG en assainissement et gestion des sites, Département de génie 

chimique, École Polytechnique de Montréal 

5.3 « Abstract » 

The stimulation of groundwater microtlora to form biofiùns is a worthwhile snidy for the 

remediation of polluted aquifers. This biostimulation, as an environmentai biotechnology, 

is subjected to risk assesment, which often includes measuremenr of changes in 

biodiversity. ln this study, the ability of naturally occurring ultramicrobacteria to secrete 

exopolysaccharides and fom a biofdm on a cernmic surface was investigated in reactors 

reproducing groundwater conditions. Also, the microbiai communities of groundwater 

and the resulting b i o f h  were compared for changes in genetic and functional 



biodiversity using the Single Strand Conformational Polymorphism method, the 

sequencing of representative 16s rRNA genes and the Bioiog microplates system. Results 

showed that within 13 days of biostimulation, ultramicrobacteria produced 700 mg& of 

exopolysaccharides and fomied a biofilm up to a thickness of 1100 pm. The genetic 

diversity decreased while the functional diversity increased in the b i o f b  cornpared to 

groundwater. The decrease in the genetic divenity was shown by a reduced number of 

bands in the DNA profiles of amplified 16s rRNA gene sequences, examined by the 

Single Strand Conformational Polymorphism method. The sequencing of representative 

clones fiom the biofilm revealed the predorninance of four bacteriai groups: 

BacilZusPaenibacillus, Enterobacteriaceae, Pseudomonads and Zoogloae. The significant 

increase in functiond diversity was revealed by a highest substnte richness profile and a 

lower substrate evenness profile of the biofilm microflora (p = 0.0 and p = 0.09, 

respectively). Biostimulation of ultramicrobacteria, isolated from groundwater. was 

effective to form a biofilm having a high fùnctional biodiversity. ïhis combination of 

molecular-based and functional-based methods expanded the insight into monitoring 

biodiversity changes. 

5.4 M Introduction » 

The technology of biobarriers for the remediation and containment of polluted aquifers is 

increasingly used (Gavaskar et al., 1998). A specific application consists in bioclogging 

the geologic media either by injecting bacteria directly in the aquifer or stimulating the 

indigenous microflora to f o m  a biofiim (Beilarny et al., 1993). Groundwater is known to 

contain biofilm-forming bactena and it has been demonstrated that a biofiim can develop 

when growth conditions are adequate (Characklis et Marshall, 1990; MarshaIl, 1982). 

Several studies reported effective bioclogging resuiting from bacterid injection (Brough 

et al., 1997; Cunningham et al., 199 1; Sharp et al., 1999; Vandevivere et Baveye, 1992) 

whereas the biostimulation of indigenous microflora remains an unexploited option (Ross 

et al., 1998). The biostimuiation approach has its niche of applications when 



environmental regulations restrict the spreading of bacteria in ecosystems (Environment 

Canada, 1997; United States Environmentai Protection Agency, 1997), such as an 

addition of geneticaily modified micro-organisms, or where the geologic media is 

difficult to reach using conventional injection techniques, such as fractured rock quifers 

(Ketcheson et Zwiers, 1997). 

An aquifer, the saturated zone of the ground, is basicaily composed either of 

unconsolidated geologic materials, such as sand and gravel, or consolidnted matenais, 

such as limestone and sandstone (Todd, 1980). The voids in these geological formations 

are named: interganular and fractured type, respectively. The principle of the biobanier 

is based on the stimulation of bactena to secrete exopolysaccharides (EPS), leading to the 

clogging of the voids. This bioclogging decreases the hydraulic conductivity (m / day) of 

the aquifer, which results in the containment of the groundwater. Although several 

snidies have focused on porous media (unconsolidated materials) (Bellamy et d.. 1993; 

Brough et al., 1997; Cunningham et al., 199 1; Vandevivere et Baveye. 1992), few have 

explored the bioclogging of fractured media (consolidated materials) (Ross et al., 1998). 

In order to maintain and protect the biodiversity, a vast investigation of microbial 

comrnunities in ecosystems has intensified since the mid-1980s (Derry et ai.. 1998: El 

Fantroussi et aï.. 1999; Power et al.. 1998; van Elsas et al., 1998; White et ai., 1998). In 

relation to environmentai biotechnologies, such as  the biobamer, assessrnent of changes 

in microbial ecology airns to venfy the biosafety of the technology itself and/or to 

complement the monitoring of remediation (El Fantroussi et ai., 1999; Lehman et al., 

1995; Power et al., 1998; van Elsas et al., 1998; White et al., 1998; Wunsche et al., 

1995). According to reported literature, a comparative study of the biodivenity of 

n a W y  occurring micro-organisrns in groundwater and into biofilm. developed 

following biostimulation in aquifer conditions. had not yet k e n  assessed. 



Among different strategies of studying biodiversity, one approach combines genetic 

characteristics of bacterial communities, such as species identification, and huictional 

characteristics, such as nutrient cycling (El Fantroussi et al., 1999; Lehman et al., 1995; 

White et ai., 1998). This rnultifaceted approach allows the establishment of interrelations 

between genetic, taxonomie and functional diversity towards changes in an ecosystem. 

Ribosomal RNA (16s) sequences analyses are the most utilized methods for studying the 

genetic diveaity of micro-organisms in natural environments (El Fantroussi et aL, 1999; 

Gillan et al., 1998; Head et al., 1998; Iizuka et al., 1998; Janssen et al., 1997; Marilley et 

al., 1998; Power et al., 1998; van Elsas et ai., 1998; White et al., 1998). One important 

advantage of these methods is the possibility of identifying bacteria without cultivation. 

Knowing that a srna11 proportion (O. 1 - lO %) of bacteria present in samples from natural 

environments is actudly culturable, the development of that type of molecular methods 

led to a better understanding of structural ecology (Head et al., 1998; Marilley et al.. 

1998). Garland et Mills (199L), by using the Biolog microplate identification system for 

studying the functiond diversity of heterotrophic bacterid communities, propelled the 

cornparison and differentiation of environmental samples based on carbon source 

utilization patterns (Derry et al., 1998; Lehman er al., 1995; van Elsas et al., 1998). 

Because of the fimdamental role of groundwater in the hydrogeological cycle, impacts of 

biotechnologies on its microbial biodiversity must be more extensively snidied (Schut et 

al., 1997; Todd, 1980). 

The utilization of ultramicrobactena (UMB) for the development of biobmien in 

aquifers is effective because of their capacity to reach smdler pore size or fracture 

aperture han "normal size" bacteria (Sharp et al., 1999). Generally, UME3 are defined as 

bacteria having a diameter length = 0.3 pm (Marshall, 1982). Such smdl cells exist both 

as ""normal size" bacteria reduced in volume by starvation-swival conditions, and, as 

naturally occurring smail active bacteria (Iizuka et al., 1998; Kemp et al., 1993). While 

the latter micrwrganisms grow slowly in oligotrophic conditions and keep their smdl 

sîze in copiotrophic conditions, the former are in domancy state in oligotrophic 



conditions and return to their full vegetative size, and metabolic activities, when flooded 

with nutrients (Janssen et al., 1997). 

Nanually occumng UMB are present in environrnents where the carbon source 

concentration is low, such as soils, oceans and groundwaters (Iizuka et of., 1998: Janssen 

et al., 1997; Kemp et al., 1993; Marshall, 1982; Schut et al., 1997). Studies on 

oiigotrophic waters showed that less than 0.01 % of the total direct count of üMB were 

culturable (Novitsky et Monta, 1976). This finding suggests that previously investigated 

strains, which have been identified as starved forms of identified taxa, represented, in 

fact, a minute fraction of the UME3 community. It is increasingly evident that the majority 

of natunlly occuning UMB are metabolically active, growing, and form an unknown 

group of bacteria (Schut et al., 1997). UMB from groundwater represent a mostly 

unchmcterized bacterial community for which data such as the physiologicd status 

(stuved or active) and the biodiversity, are lacking. Also, the participation of naturaily 

occumng LJMB in the formation of a biofilm in aquifer conditions had not yet been 

demonstrated. 

Starvation-survival conditions are known to induce changes in bacterial physiology and 

morphology, including a reduction in volume, a diminution in EPS production and a 

decrease in outer membrane hydrophobicity (Holmquist et Kjelleberg, 1993: Novitsky et 

Monta, 19%; Schut et al., 1997). Such modifications limit the physicochemical 

interactions between the cells and the geologic material, which enhances the 

transportation of the cens through the aquifer (Cusack et al., 1992). Transportation is a 

major concem when baciena are injected in the aquifer because of the potential of 

bacterial adherence and biofilm development in close proximity of the injection wel1, 

leading to weiI bioclogging (Driscoii, 1989). It as been demonstrated that üMB 

cuitivated under starvation-survival conditions recovered their "normal size" and shape 

within less than 48 hours when inoculated into kesh medium or flooded with a carbon 

source (Hoimquistet Kjelleberg, 1993; Novitsky et Monta, 1976). As show by Cusack et 



al. (1992), EPS production takes place rapidly after carbon source addition, when EPS- 

producing bacteria are resuscitated from starvation. The injection of both nutrients and 

starved UMB in an aquifer leads to the formation of a biofilm which could act either as a 

containment barrier (cut-off wdl) or a permeable reactive bmier (Bellarny et al., 1993; 

Sharp et ai.. 1999). 

This work focused on UMB from groundwater with the prospect of validating the 

concept of in situ biostimulation for the development of a biobarrier in a fractured rock 

aquifer. Specifically, the potential of a groundwater UMB community to produce a 

biofilm when growth conditions are changed kom oligotrophic to copiotrophic was 

investigated. AISO, the effects of that biostimulation on the biodivenity were monitored. 

Using a ceramic coupon to simulate a rock surface and considenng bactena filtered 

through a 0.4 pm pore size membrane as UMB, the present study aimed to: 1- mesure 

the biofilm thickness formed by groundwater UMB, and 2- assess both- the genetic and 

the functiond diversity of UMB from groundwater and the resuiting biofilrn. The 

assessrnent of the biodiversity was realized by observation of, respectively, 16s rRNA 

gene sequence profiles, using the Single Strand Conformational Polymorphism method 

(SSCP) and cornmunity-level physiological profiles, using the Biolog microplates 

system. The cloning and the sequencing of representative 16s rRNA gene sequences 

were performed to evaluate the type of bacteria contained in the biofilm. 

5.5 Materiai and Methods » 

53.1 M Groundwater sampling and üMB isolation » 

The groundwater was obtained in May 1997 from a subsurface observation well (70 m 

deep) located in the metroplitan Montreai m a ,  Canada A purge of three well volumes 

was conducted before water samples were collected. Then, a volume of groundwater ( 1  

L) was filtered through a 0.4 pm pore membrane filter (H?TP fdter type, MïIiipore, 



Bedford, MA. USA). The bactena in the filtrate were centrifuged (7 500 rpm, 20 min., 

Rotor JA-20, Beckrnan Instruments Inc., Fullerton, CA, USA) and concentrated 100 

h e s .  They were considered as üMB. A chernical analysis of the groundwater was 

performed to prepare a synthetic groundwater with the following composition (mg/L): 

Na2C03 (679), NaCl (6 17). MgSQ (19), CaC03 (15). K2m04 ( 1 l), KN03 (6) and FeClz 

(1) (pH z 8.3). The UMB population was stored at -80 OC with glycerol(15 g/L). 

5.5.2 « UMB enurneration, E H  production, and biofilm development » 

UMB were inoculated (1 mL microbial suspension 1 500 mL synthetic groundwater) in 1 

L reactors and a biofilm developed on a ceramic coupon (2.5 x 15 cm) immersed in the 

synthetic groundwater as previously described (Ross et al.. 1998). To simulate aquifer 

conditions. the reacton were kept at 10 OC in darkness. The growth conditions were 

selected according to a previous study on biofilm development in groundwater 

conditions: molasses fed at 20 mg m" min", sparging aeration (4.7 crn3/s). addition of 

calcium ions ( 100 m a )  and a C:N:P ntio of 50: 10:1 (Ross et al.. 1998). The viable 

bacterial counts were detennined using the L I V E I D E A D @ B ~ C L ~ ~  epifluorescence kit 

(L-7007) (Molecular Probes, Eugene, OR, USA) following the method descnbed by 

Boulos et al. (1999). The concentration of suspended EPS was deterrnined on a dry 

weight basis (Hacking et al., 1983) and the biofilm thickness was evaiuated by direct 

microscopie measurements (100 x magnification) with correction for light refraction 

(Charac Wis et Marshall, 1990). 

5.5.3 « Genetic Diversity of UMB from groundwater and the resulüng b i o f i i  >r 

55.3-1 "DNA extraction" 

Bacterial samples were centrifuged then resuspended in TEN buffer (Tris-HCI 50 mM pH 

8.0, EDTA 20 mM, NaCl 150 mM) containing lysozyme (5 m m )  and incubated 30 



min at 37 OC. The biofilm sample was dispened with a hand homogenizer before the 

incubation. Sodium dodecyl sulfate (SDS) and P-mercaptoethanol were ûdded to a final 

concentration of 0.5% (w/v) and 1% (vlv), respectively. The suspensions were frozen in 

dry ice/ethanol for 10 min then thawed at 65' C. This step was repeated twice. The 

extracts were incubated at 45' C for 2-3 hrs with proteinase K (50 pg/mL). DNA was 

extracted once with phenol (saiurated with Tris-HCl pH £!.O), once with 

phenol/chloroform/isoarnyl alcohol (25:24: 1) and once with chloroform/isoarnyl alcohol 

(24: 1). DNA was then precipitated with ethanol and resuspended in TE buffer (Tris-HCl 

1 rnM pH 8.0, EDTA 0.1 mM). Finaily, DNA was treated with 1 pg of RNAse A for 15 

min at 37' C. 

5.5.3.2 "PCR amplfication and cloning of the 16s rRNA gene" 

Universal eubacterial primen (5'-AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3' and 5'- 

TTACCGCGGC(T/G)GCTGGCAC-3') corresponding to positions 8 to 27 and 533-5 15. 

respectively, in the 16s rRNA gene of Escherichia coli (Genbank accession #J01695) 

were synthesized by the Gene Assembler Plus (Pharmacia, Baie d'Urfé. Canada). 

Amplifications were accomplished in 50 ~,LL reaction volume with 10 mM Tris-HC1 pH 

9.0, 1.5 rnM MgCI2, 50 mM KCI, 200 pM dN'ïT, 10 pmol of each primers. and 2.5 U of 

Taq DNA polymerase (Pharmacia). Amplifications were done at 80 "C for 3-5 min in 

which the bacterial DNA (100 pg-10 ng) was added, 94OC 5 min, 55 OC 5 min, then 30 

cycles at 72 O C  2 min, 94'C 40 sec, 5S°C 1 min, and finally. an extension time at 7 2°C 

for 10 min. 

The PCR products were cloned in a T-vector according to the manufacturer specifications 

(pCRII, Invitrogene, San Diego, CA, USA). Ninety-six white colonies were picked from 

each PCR samples, grown in SOB medium in 96-weli microplates (Sambrook et al., 

1989). Cultures were then frozen at -70 OC in 15 8 glycerol. Plasmid extraction of 

several clones were perfomed and digested by EcoRl and Rra1 restriction endonucleases 



as recommended by the Company (Pharmacia) (Sarnbrook et oL, 1989). DNA 

fractionation was performed on 10 % polyacrylarnide gel electrophoresis (29:l) as 

described in Sambrook et al. ( 1989). 

5 53 .3  "Single Strand Conformationai Polymorphism" 

PCR products frorn each bacteriai DNA extractions were precipitated with % vol. of 

ammonium acetate 10 M and 2 vol. ethanol 100 %. DNA were resuspended in 10 pL of 

water and 1-3 pL were mixed with water (3 pL final volume) and 5 pL of the loading 

buffer (formamide 95 %, EDTA 20 mM, brornophenol blue 0.02 % and xylene cyan01 

0.0296, NaOH 10 mM [NaOH was freshly prepared]). This mixture was heated in boiling 

water for 5-10 min, put on ice for 5 min, centrifuged for 30 s and put on n 5 % 

polyacryiarnide gel (49:l) containing 10 % glycerol. The electrophoresis was run in a 

Microprotean II apparatus (Bio-Rad Laboratones Ltd. Mississauga, Canada) at 150 volts 

for 70-90 min. DNA was stained with silver nitrate as descnbed by Bassam et al. ( 199 1). 

5.5.3.4 "DNA sequence and phylogenetic study" 

Plasrnid DNAs were prepared by the ;ilkaline lysis protocol (Sambrook et ni., 1989). One 

strand of the cloned 16s rRNA gene sequences was sequenced by the dideoxynucleotide 

method (Sanger et al., 1977). The BLAST prognm (National Center for Biotechnology 

Information) was used to find in gene banks the rnost similar 16s sequences to the ones 

obtained from groundwater and biofüm. Typical 16s sequences were chosen and digned 

with the respective 16s sequences using the PILEUP program (Genetics Computer Group 

Inc.). Phylogenetic analyses were canied out with different softwares from the PHYLIP 

package 3.5 (Felsenstein, 1989). Painvise cornparisons were achieved using the 

DNADIST program with the h u r a  2-parmeter (Kimura, 1980). Distance matrixes 

representing a number of substitutions per site for each pairwise cornparison were 

generated. The Fl'T'CH program was used to derive the best phylogenetic trees. Bootstrap 



of 500 replicates was also derived with the SEQBOOT program. A distance matrix for 

each replicate was calculated with the DNADIST program with the Kimura 2-parameter 

and the FITCH program was used to generate the best tree of each replicate. The 

CONSENSE program was used to derive consensus trees. 

5.5.4 u Functional diversity of UMB from groundwater and the resulting biofilm 

5.5.4.1 '4Mlcroplate inoculation and incubationy' 

Biolog Gram-negative (GN) 96-well microplates (B iolog Tnc., Hayward, CA, US A) were 

used to compare the hnctiond diversity of UMB from groundwater to the bacterial 

community developed into a biofilm after 16 days. Biolog GN microplates include one 

blank and 95 carbon substrates, in addition to buffered nutrient medium and a tetrazolium 

dye on a dned fom. Reduction of the tetrazolium dye produces a color indicating 

oxidation of the carbon sources. The 95 substrates of the GN plate have been grouped 

into 1 1 guilds : polymen, carbohydrates, esters, carboxylic acids, brominated chemicals, 

amides, amino acids, arornatic chemicals, amines, alcohols and phosphorylated chemicals 

(Garland et Mills, 199 1). 

Groundwater samples ( 150 pl) were inoculated directly into Biolog microplates. 

Biofüms that developed on the ceramic coupon were rinsed with a sterile saline solution 

(0.85 % NaCl) and were detached fiom the surface by a sonication treatment as described 

by Mathieu et al. (1992). Biolog GN microplates were inoculated with 150 pl of the 

biofilm suspension. Dupiicate plates were incubated at 10 OC in darkness to simulate 

aquifer conditions. The absorbance was read at 590 nrn (ODsw) (MRX Microplate 

Reader, Dynatech Laboratones, Chantilly, VA, USA) over 14 days at different time 

intervals varying fiom 1 to 7 days. 



5.5.4.2 ''Data processing" 

Before profiling the patterns of carbon source utilization and perforrning the statistical 

anaiysis, the raw data were adjusted by subtncting the O D 5 ~  from the blank. To 

eliminate the effect of the inoculum density on the color development between 

groundwater and biofilm samples, (IDsso were corrected by dividing with the Average 

Weii Color Developrnent as suggested by Garland et Mills (1991). Results of the 

hinctional biodiversity are presented as community-level physiological profiles: substrate 

ricimess (9, substrate evenness ( E )  and substrate diversity (H) defined as (Zak et al.. 

1994): S: the number of substrates utilized (maximum 95), E a measure of the equability 

of substrate utilization between al1 utilized substrates, and H: diversity which 

encompasses both substnte S and Er 

H = -L pi pi) (1 )  

where pi is the proportional color development of the i" well over total color 

development of ail wells of a plate. and: 

E=Hl logS  

Information about the type of substrate oxidized was obtained by counting positive 

responses (adjusted ODSg0 > 0.15) in each of the I l  substrate guilds using the adjusted 

0D590 at day 7 (Wc et al., 1994). Day 7 was selected because kinetics of color 

development showed maximum values for most substrates at that time, as well as being 

similar to other studies using the Biolog technique for environmental samples (Wc et ai.. 

1994). 

55.43 "Sstaüstical analysis" 

The overd adjusted ODsw fiom groundwater and biofilm samples were processed 

following a repeated measure analysis of variance, using tune as a within factor (a = 95 

%), and a principal component aoaiysis (PCA) (Sigrnaplot, Jandel Scientific, San Rafael, 



CA, USA). Responses from the substrate utilization within guilds (% of substrate 

utilization) were analyzed by the Duncan test (a = 0.05). 

5.6.1 Groundwater UMB growth, EPS production, and biofilm development * 

Groundwater was filtered on a 0.4 prn pore membrane füter to separate W, contained 

in the filtrate, from non-filterable bacteria, retained on the filter. UMB were then added in 

reacton in which copiotrophic conditions were supplied to favor the secretion of EPS, by 

EPS-producing bactena, and the formation of a biofilm on a ceramic surface. These 

conditions allowed UMB to reach 9.0 x 10' viable bact. / ml after six days, including a 

lag phase of four days (initial concentration = 2 x lo5 viable bact. 1 ml ), while producing 

700 mg / L suspended EPS (initial concentration = 125 mg 1 L suspended EPS) (Figure 

5J. The development of a biofilm on the ceramic coupon took place after seven days 

and it reached a maximum thickness of 1100 pm within 13 days. 
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Fimire 5.1 Changes in suspended viable bactena concentration (O), suspended EPS 

concentration (A), and biofilm thickness on a ceramic coupon (O), from groundwater 

indigenous UMB inoculated in reacton maintained at 10 OC in darkness. The values are 

averages of duplicate experiments. 

5.62 u Genetic diversity of UMB from groundwater and the resulting biofilm » 

5.6.2.1 '4Monitoring microbial diversity by SSCP" 

Total DNA was extracted from each bacterial samples. The 5' region of the 16s rRNA 

genes (appr. 500 nt) was amplined by PCR. Although the PCR products had the same 

lengths, they were composed of numerous DNA hgments of different sequences. To 



determine the diversity of these fragments representing the total rnicrobid diversity. PCR 

products were tested by the Single Strand Conformational Polymorphism method (SSCP) 

in which PCR products were denatured and the single strand DNAs were fractionated 

ont0 a non-denaturing 5% polyacrylamide gel (Fimire 5.2) (Lee et al., 1996). A smear 

pattern composed of numerous DNA fragments was observed with the groundwater 

sample reflecting the high microbid dîversity of this habitat. Notably, a lower number of 

DNA fngrnents were generated from the biofilm sample indicating a decreased 

biodiversity in the biofilm community. 

Fime 5.2 Detelmination of the diversity of the 16s rRNA gene sequences generated 

fiom the groundwater and biofilm bacterial samples by SSCP. The 5' portion of the 16s 

rRNA genes from each bacterial sample was amplifed by PCR. DNA were then 

denatured and nin ont0 a 5% PAGE. Lane 1: groundwater sample, lane 2: biofilm 

sample, lane 5: a 600 nt DNA hgment. 



5.6.2.2 "16s rRNA gene cloning" 

Mini 16s rRNA gene libraries were derived from each PCR product. DNA extracted 

fiom several clones was digested by RsaI. Among 20 clones from the groundwater 

sample examined, no specific restriction patterns were observed confinning the high 

microbial diversity of this comrnunity. Four clones were sequenced. None of the 

groundwater UMB were found in the b i o f h  saniples, even though a mal1 percentage of 

clones was examined (Tableau 5.1). 

Tableau 5.1 Possible affiliation of the seventeen 16s rRNA cloned sequences obtained 

from groundwater UMB and the resulting biofilm comrnunity 

Clones % homology Possible % 

beniveen affiliation homology 

clones 

Groundwater 

F2C6 

F2C7 

F2ClO 

F2D4 

Biofilm 

B2D3, B2C8 

B2D8 

B2G8 

B2B6, B2C1, B2C5, B2H3 

82D2, B2G2, B2G4 

Rhizobium spp. 

Strain B D ~ -  1" 

Desdfiocapsn shiotymogenes 

S train 72cholb 

Strain OCS7' 

Paenibacillus amylolyticus 

Paenibacillus macquariensis 

Rahnella genosp. 3 

Pseudomonas spp. 



Tableau 5.1 Possible of the seventeen 16s rRNA cloned sequences obtained 

from groundwater UMB and the resulting biofilm community (suite) 

Chimera 

B2G9 Sixain 0CS7 / Rhanella 

genosp. 3 

B2A4 Psertdomonas / Strain 0CS7 

"nclassified bacteria. 

denitriQing bacteria. 

subdivision, proteobactena. 

Three repetitive specific restriction patterns were observed arnong the 57 clones frorn the 

biofilrn sample examined. Pattern #1 contains no RsaI site leading to a 550 bp uncut 

insert. Pattem #2 contains one Rra1 site Ieading to 500 and 50 bp fragments. Pattem #3 

contains two RsaI sites generating 350, 150 and 50 bp fragments. Three clones had no 

specific pattern. Ten clones representing each restriction pattern plus the three unrelated 

pattern clones were sequenced. Tableau 5.1 shows the relationship between the tested 

sequence types and the most related sequences found in the gene banks. A phylogenetic 

analysis was done with the sequence types and representative bactend species from 

different bactend groups (Fimue 5.3). 



Ps. fluoresc8ns 
Ps. ekaligenes 

Ps. mendocure 

Ps. aenrginosa 

Proteobacteria a 
(Rhizobiaceae group) 

Proteobacteria y 
Pseudomonads 

Proteobacteria y 
Enterobacteriaceae 

Rahneila aquatilis 
Yetsinia pesfi 

1 soo Mlnzsolobus rnuttilbrmjs 
~ ~ b o s ~ r i a  mnsis  

F? leutus 
~ l y m y ~ a  Fimicutes 

P. rnacpuathnsis PaenibaMus group 
B?GI 

P dionchifinus 



AFM0610 

391 AF047574 Unclassified 
ABOISSn 

1 cn~amydre aacnomatls 
(Chlamydiales) 

0.05 

v a  l - ~ ~ u l ~ ~ p a l ~  VBC~~O~B~W Proteobacteria A 

Fiare  5.3 Unrooted phylogenetic trees showing the relationship among our sequence 

types and some representative membes of different bacterial families. Trees were 

inferred from a matrix of painvise distances using a total of 488 to 522 aligned positions. 

The nurnbers at the nodes of the trees indicate bootstrap vdues for cach node of 500 

bootsuap resamplings. Only values above 200 were shown. The scde bar represents 0.02 

(panel A) and 0.05 (panel B) base changes per nucleotide position. P.: Paenibacillus, Ps.: 

Pseudornonczs, Pi: Pirella. Unnamed species are referred to their GenBank accession 

number. 

The four 16s rRNA gene sequences From the groundwater sample grouped to four 

different heages of the Bacteria domain. Clone F2CIO grouped with the delta 

subdivision of the proteobacteria more specifically to the sulfate-reducing Desulfocapsa 

thiozymogenes (93%) (Janssen et al., 1996). Most genera in this subdivision are sulfate or 

sulfur-reducing bactena that are usuaîly fouad in anaerobic sedimeot of aquatic 

environments (Bergey, 1984; VanDemark et Baaing, 1987). Clone F2C6 grouped with 

the alpha subdivision of proteobactena, more specificaiiy to the Rhizobiaceae without, 

however being related to any specific known genus. These bacteria are present in the 



rhizosphere and are often associated with plants (Vandemark et Batzing, 1987). Clone 

F2D4 grouped with the beta subdivision of proteobacteria. The closest 16s rRNA gene 

sequence (92.5% identity) is the denitrifjhg bacterium strain 72chol that can mineralize 

cholesterol anaerobically (#Y09967). Harder et Probian (1997) related strain 72chol to 

Rhodocyclus, ninuera, and Azoarcus species. However, the bootstrap analysis revealed 

that the affiliation of strain 72chol and F2D4 couid not be related to either these three 

genera (bootstrap less than 40%) or to other ammonia-oxidizing bactena such as 

Nirrosospira or Nitrosolobus species. The 16s sequence of clone EX7 is the most 

diverse and deeply branched with unclassified bacteria. Most of them are environmental 

bacteria such as suain BD7-1 (#AB015577), isolated frorn deep-sea sediments (from 

Genebank annotations) (Janssen et al., 1997; Schut et al., 1997). 

The thirteen 16s rRNA gene sequences ftom the biofdm smple  grouped in four specific 

bacterial families. Clones B2D8 and B2G8 grouped with the Puenibacillus genus. 

Paenibacill~rs species represents a new phylum that encompassed several species 

described as nitrogen-fixing bacilli (Rosado et of., 1998). Bacteria in that genus have the 

property to secre te extracellular polysaccharide-hydrol yzing enzymes (S hida et al., 

1997). Sequences of clone B2D8 is almost identicai to P. amylolyticics, a starch 

dissolving bactenum and clone B2G8 is related to P. macqim-iensis, a psychrotrophic 

bacterium isolated from a subantarticus soi1 (Bergey, 1984; Marshall et Ohye, 1966). 

The second group is composed of two clones (B2D3, B2C8) highly identical to each 

other and that grouped with the beta subdivision of the proteobacteria. Their 16s rRNA 

sequences are highly identical to two unpublished 16s rRNA sequences retrieved from 

the uncultured proteobacteria strains 0CS7 and OCS 1 1 l (#AF00 1646, MF00 1646, 

respectively), that were found in a bacterîoplankton comrnunity (unpublished, from 

Genebank annotations). These two strains were grouped with the Zoogloea species, 

which are found ofien in organically polIuted fieshwater and wastewater treatments and 

are involved in floc formation (Bergey, 1984; Rossello-Mora et al., 1995). 



The third and fourth groups are composed of seven clones that branched with the gamma 

subdivision of proteobacteria. Four of hem are alrnost identical to each other and are 

related to the Enterobacteriaceae more specifically to the Rahnella genosp. 3 (Brenner et 

al., 1998). However, our phylogenic analysis revealed that these species are more related 

to the Klebsiello genus than to the Rahnella genus. The three remaining clones are related 

to Pseudornonads such as Ps. putida, Ps. pavonaceae and Ps. stutzeri. These bacteria are 

widely distributed in the environment. Analysis of two chimeras obtained from the 

biofilm samples revealed sequences that originated fiom Pseudornonas, Rahnella genosp. 

3 and strain 0CS7 sequences. 

5.6.3 « Functional divenity of UMB from groundwater and the resulting biofilm >r 

Samples of groundwater (t = O d) and of biofüm developed on the ceramic coupon (t = 16 

d) were inoculated in Biolog GN microplates to study the difference in functiond 

biodiversity. Compared to the UMB from groundwater, the microbial community from 

the biofilm significantly oxidized a Iarger number of substrates (S) while the equability of 

color development between ail positive wells (E) was significantly lower (p = 0.00, and p 

= 0.09, respectively) (Fime 5.4). However, the pattern of substnte diversity (H), which 

was obtained from the ratio of the color development on a particular substrate to the total 

color developrnent of al1 substrates, was not significantly different between groundwater 

and biofilm rnicrobid communities (p = 0.21). The patterns of S. E and H showed limited 

variations after 4 days of incubation at 10 O C  in darkness both for groundwater and 

biofilm bacterial communities (Fimire 5.4). Between days 4 and 14, the S index ol the 

biofilrn community was 2.2-fold the one of groundwater community by utilizing 93 

substrates compared to 43 substrates, respectively. Eveo if the E index of the biofilm 

community was lower than of the groundwater community, 0.86 md 1.04 respectively, it 

remained uniformiy hi& for both communities. 





Fimire 5.4 Community-level physiological profiles of UME3 isolated from groundwater 

(O), and the resulting biofilm (A): substrate richness (S), substrate divenity (H), and 

substrate evenness (0. The Biolog GN microplates were incubated at 10 O C  in darkness 

The @Id-structure analysis revealed that the oxidation of the 95 carbon sources was 

different between the groundwater UME and the biofilm community (Tableau 5.2). The 

substrate utilization within guilds varied from O 9b to a maximum of 60 % by the 

groundwater community, whereas the biofilm community oxidized between 88 % and 

100 % of the substrates in each guild. Notably, the biofilm cornmunity was able to 

oxidize substrates. such as brominated chernicals (100 %) and aromatic chemicds (88 

%), that the groundwater cornmunity did not oxidize at dl. 

Tableau 5.2 Substrate-guild analysis of UMB isolated from groundwater and the resulting 

biofilm cornmunity following 7 days of incubation of the Biolog GN microplates at 10 OC 

in darkness. Substrate utilization in guilds with the same exponent was not significantly 

different (a = 95 95). 

% Utilization within guild 

Substrate guild Groundwater Biofilrn 

Polymers " 60.0 100.0 

Carbohydrates ' 51.8 98.2 

Phosphorylated Chernicals 50.0 100.0 

Esters ' 50.0 100.0 

Carboxylic Acids ' 47.9 100.0 

Amino Acids " ' 42.5 95.0 

Alcohols ' 25.0 100.0 

Amides a ' 16.7 100.0 

Amines " ' 16.7 100.0 



Tableau 5.2 Substrate-guild analysis of UMB isolated fiom 

groundwater and the resulting biofilm cornmunity following 

7 days of incubation of the Biolog GN microplates at 10 O C  

in darkness. Subsate utilization in guilds with the same 

exponent was not significantly different (a = 95 %) (suite) 

Brominated Chernicals b* C. ' 0.0 100.0 

luornatic Chernicals ' 0.0 87.5 

5.7 u Discussion » 

The stimulation of UMB isolated from groundwater was effective to form a biofilm on 3, 

surface simulating a rock surface. The growth of UMB suggests that a fraction of the 

community contains actively growing cells (Kemp et ai., 1993; Schut et ai*, 1997). Even 

if a fraction of the bacterial community was possibly in a dormancy state. these UMB 

became active when flooded with nutrients, as shown by the rapid production of EPS and 

the development of a thick biofilm in aquifer conditions. Biofilm accumulation on the 

ceramic coupon followed a typical sigrnoidal curve that is comparable in shape and 

magnitude to biofilms developed in groundwater conditions (Characklis et Marshall. 

1990; Manhall, 1982; Ross et al., 1998). These results confirm the potential of naturally 

occuning UMB to participate in the formation of a biofilm for the clogging of geologic 

media. 

Globally, the diversity of the bacterial community geneticaily decreased but hinctionally 

increased when the biofilm was compared to the groundwater. suggesting a reduction in 

the number of species coupled to a shift in the population structure (Manhail, 1984; Zak 

et al., 1994). The genetic analysis results, as well as community-level physiological 

profdes, seem to indicate that the biostimulation led to a shift from a specidized 

population (ex. Desulfocapsa thiozymogenes) to a more generalist population (ex. 

Pseudomonas spp.) (Tableau 5.1 & Tableau 5.2) (Vandemark et Batzing, 1987). 



A high genetic divenity was observed in groundwater as shown by the SSCP method. 

Examination of cloned 16s rRNA gene sequences analysis, by restriction enzyme 

digestion, confmed the latter observation, as no specific RsaI pattern was observed. 

Nucleotide sequences of some clones were al1 related to bacteria known to be found in 

aquatic and terrestrial environrnents. Compared to the groundwater samples, the biofilm 

samples showed an important decrease in the number of bands of DNA fragments in 

SSCP patterns, suggesting that a major change occurred in the microbial diversity. 

Analysis of 57 clones from biofilm sarnples revealed three major RsaI patterns. Among 

the 13 representative clones sequenced, it was found that the subjected sequences were 

related to four bacterial groups: Bacillîcs~aenibaciIlus, Enterobacteriaceae, 

Pseudomonads and Zoogloae. None of the UMB identified in groundwater were found in 

the biofilm samples, even though only a small percentage of clones was examined. 

Bacteria identifird in the biofilm must have been present in groundwater even at a very 

low level. However, in presence of oxygen and a complex carbon source. the biofilm 

bacterir should possess a growth advantage over the denitrifying and sulhte-reducing 

bacteria present in the groundwater. 

The Biolog microplates identification system was effective to detect a change in the 

functional diversity from groundwater LTMB to the resulting biofilm. after feeding with 

molasses (20 mg m-* min*') and other nutrients for 14 days. This change was due to the 

selection of bacteria having the capacity to participate in the formation of a biofilm, and. 

to the environmental changes fkom oiigotrophic to copiotrophic conditions and fiom 

anaerobic to aerobic conditions. The Biolog technique measures the potential of aerobic 

respiratory activity, which can be expected io be inferior in groundwater samples, where 

the concentration of dissolved oxygen was lirnited (sulfate reducing conditions, [s-'1 = 34 

mg/L)- 



The significant difference in the substrate richness (S = the number of positive wells) 

from groundwater to biofilm cornmunities is explained by the structural change in 

microbial cornrnunities, as confirmed by the SSCP analysis. This result is in agreement 

with the ecologicd pnnciple stating that oligotrophic populations include non-dominant 

species that may adapt and develop when environmental conditions change. such as a 

variation in nutrients concentration or oxydoreduction potential (Marshall, 1984). As 

demonstrated in marine ecosystems, naturally occurring microbial communities are 

physiologically and nutritionally diverse and they use many substrates under varied 

environmental conditions (Horowitz et al., 1983). 

The S index is generdly defined as the number of different groups of micro-organisms 

found occumng together (Marshall, 1984). in the present study, the significant increase 

in S index between groundwater and the resulting biofilm nther suggests that bacterial 

communities had to be stimulated in order to oxydize a Iarger number of organic 

molecules. Wunsche et al. (1995) obtained an increase in the S pattern using both Biolog 

GN and Biolog GP microplates when they compared a soi1 microbial community before 

and after an acclimatization to hydrocarbons pollutants. The identification of dominant 

species in the acclirnated-community showed the presence of Pseudornonads. which had 

played an minor role in the non-contaminated soii and therefore, did not contribute to the 

substrate utilization pattern. The catabolic versatility of Pseudomonads was dso 

demonstrated using the Biolog microplates system when the contribution of individuai 

popu1 ations (Pseidomonas fluorescens, Vib rio alg inolyticur and Cy top h a g ~  marinoflava) 

were compared (Veachuere et ai., 1997). 

The substrate divenity index (N) infomis about the proportional color development in al1 

the wells. Thus, the H index indicates the homogeneity of responses for the microplate 

taking into account the total color developrnent. High H indexes (If from 3.6 - 4.0) are 

typical of ohgotrophic conditions (Horowitz et al., 1983). It has been demonstnted that 

non-dominant species act to stabiiize the cornmunity and to give a high H index 



(Marshall, 1984). This stability is attributable either to parasitism, commensaiism andor 

mutualisrn (Giîian et al., 1998). Although bacterial communities in groundwater and into 

the biofilm were different, the homogeneities of color development throughout each 

microplate were not significmtly different. That means, even though the diversity 

decreased in the biofilm, the community was SU diversified enough to oxidize substrates 

with an intensity of the same range. Such trends were reported in a study conducted in a 

thermal Stream, in which the substrate divenity did not deviate significmtly, despite 

abundant seasonal changes, and shifi in species of diatoms (Stocker, 1968). This result 

was interpreted as an indication of the community stability under environmental changes 

even if a modification in the structure occurred. Derry et al. (1998) reported no 

significant difference in the H indexes between uncontarninated and creosote- 

contaminated soil microbiai cornmunities. They associate this absence of difference to the 

adaptation of the community to creosote, as the soil was contaminated for more than 

three years. 

The substrate evenness ( E )  is an index of equability of color development across al1 

utilized substrates (Zak et aL, 1994). I t  relates the homogeneity of color development 

through the microplate (H) to the number of positive responses (S), giving an average of 

the activities pq.  (2)J. The ecological meaning of E index is the expected distribution of 

microbial groups within the community (Marshail, 1984). A relationship has been 

previously established between a decrease in genetic diversity and a lower E index 

(Marshall, 1984). In the present study, the significant inferior E index of the biofilm, 

indicating a poor distribution of bacterial groups in the community, reinforces the 

assurnption of an acclimatization of the community. This acclimatization includes a 

reduction in the number of species, as shown by the SSCP method, and the predominance 

of some species over the communirj, as suggested by the E index. 

The confinnation of generalist species in the biofilm has k e n  obtained with the substrate 

guiid anaiysis. The biofilm community oxidized 100 % of the substrates in 8 guilds, 



utilizing types of substrates that were not used by the groundwater UMB. Results from 

the gdd-structure analysis validate the approach of stimulating a groundwater microbial 

population to f o m  a biof ih  in an aquifer in prospect of using the biobmier as a reactive 

wall. Indeed, a b iof ih  containing generalist bacteria would probably be efficient to 

oxidize a wider range of organic pollutants. 

The stimulation of groundwater indigenous UMB, by the addition of a carbon 

source and aeration in reactors kept at 10 O C  in darkness, led not only to the production of 

a thick biofilm, but also ro a shift in the microbial population. Bacterial species in the 

biofilm were fess diverse but more physiologicaiIy versatile than the initial groundwater 

comrnunity. The use of the SSCP method, the analysis of 16s rRNA gene sequences and 

the Biolog microplates system were complementary to monitor structural and functionai 

changes in the biodiversity . 
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CEIAPITRE 6 

BIOCOLMATAGE D'UN CALCAIRE FRACTU& AVEC UNE MICROFlORE 

INDIGÈNE DES EAUX SOUTERRAINES 

6.1 Titre du manuscrit 

Clogging of a single fracture in Iimestone with a groundwater microbial community » 
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Biologicd clogging is promoted in aquifers either to contain or to decontaminate 

groundwater. In this study, an apparatus was developed to measure the potentid of an 

indigenous microflora to clog a single Encture in limestone, with a section of 2.5 mm2 

and a length of 50 cm. Results from the initiai characterization of groundwater revealed a 

bacterial viability of 63 9% and concentrations of heterotrophic and sulfate-reduciog 

bacteria of 2.5 x 10" and 56 bact ml-', respectively. The sequencing of representative 

clones h m  16s rRNA genes. isolated fiom groundwater. showed significant affiliation 

with seven bacterial groups. Among hem, Cyiophaga spp., Arcobacter spp. and 

Rhizobium spp. are well known to secrete exopolysacchaxides and form biofilms. A 

decrease in hydrauiic conductivity occurred after 8 days, to reach after 22 days, 0.8 % of 

its initial value (initiai 4 = 340 cm min-'). Measurements of heterotrophic bacteria and 



exopolysaccharides in the effluent confirmed the colonization of the rock surface. This 

study showed that an indigenous microflon from groundwater was effective to clog a 

macrofracture in limestone, suggesting a potentid application of biobarriers in fracnired 

rock aquifers. 

Key words: fiactured rock, clogging, biofilm, groundwater. indigenous rnicrobial 

population, exopolysaccharides 

6.4 Introduction * 

The biological clogging of an aquifer leads to a decrease in hydraulic conductivity 

(Johnston et al., 1999: Sharp et al., 1999). This bioclogging represents, in some cases. a 

lirniting factor, such as the recharge of groundwater through injection wells or infiltration 

in recharge basins, land disposai of septic tank effluents. generation of black plug layers 

in the soi1 of cereal crops and in the greens of golf courses (Lindenbach et Cullimore, 

1989; Okubo et Matsumoto, 1983; Paksy et al., 1998; Ralph et Stevenson. 1995). In 

others cases, bioclogging is promoted to conuol the movement of contaminated 

groundwater. to enhance oil recovery by selective plugging of high prmeability zones. or 

to seal the bottom of artificial lakes and ponds (Cusack et al., 1992; Davey et al., 1998: 

Gallagher, 19%). 

Bioclogging of aquifers in the perspective of remediation is increasingly studied for the 

Iast 10 years. Such techniques, grouped under the designation of biobaniers, aim to 

control the groundwater movement for its containment or biotreatment (Beiiarny et al., 

1993; Turner, 1995). Biobarriers are formed pnmarily by micro-organisms and 

exopolysaccharides (EPS) secreted by bacteria (Vandevivere et Baveye, 1992). However, 

the reduction of hydrauiic conductivity in an aquifer is also attributable to poorly soluble 

gas, produced by methanogenic and denitnfjmg bacterîa. precipitation of metais via the 

activity of sulfate-reducing bactena (SRB), deposition of hydroxides produced by Fe 



bactena, filtration of suspended particles in groundwater, and soi1 swelling (Baveye et aL, 

1998). 

Several studies have demonstrated effective clogging of geologic materials via microbial 

injection (Sanchez de Lozada et ai., 1994; Sharp et al., 1999; Vandevivere et Baveye, 

1992). However, the penistence of some injected micro-organisms and the introduction 

of new environmental regdations created a need to investigate aquifer bioclogging via 

stimulation of the indigenous microflora (Environment Canada, 1997: United States 

Environmental Protection Agency, 1997; van Elsas et al.. 1998). Recent work. achieved 

by Johnston et al. (1999), showed the potential of an indigenous groundwater population 

to bioclog an aquifer of medium grained sand using biostimulation. The biostimulation 

was perfomed by injecting a nutrient solution (glucose 20000 mg L-'. 1600 mg L- 
I , NaNOs 1ûûû mg L-' and NaBr 130 mg L") for two days in delivery wells. The 

objective was to reduce the hydraulic conductivity (initiai K n 7 rn d") on a volume of 10 

m long by 2 rn wide and 4 m below the water table. The biobamier generated a measured 

fivefold decrease in hydnulic conductivity within 5 days. After siopping nutrient 

addition, the hydraulic conductivity retumed to ambient values within a 2-weeks penod. 

In another study, the hazard potential of biostimulating a groundwater microflora when 

forming a biofilm was assessed in a batch system, using a ceramic to simulate a rock 

surface (Ross et al., 1998). In that batch system, a b i o f h  developed up to a thickness of 

250 pm after 6 days and an ecotoxic effect, iissociated with the accumulation of soluble 

rnicrobial products, was showed using two biotests (growth inhibition of Selenastrzim 

capricomufzim and bioluminescence inhibition of Vibriofischen). 

Fractured rock aquifers, because of their complex fiow patterns, still represent a 

challenge for remediation (Hardisty et ai-, 1994). A summary of limitations for 

restoration technologies in a fractured rock irnpacted by DNAPLs have k e n  reported by 

Ketcheson et Zwiers (1997). According to the literature, several studies have focused on 

porous media and few have explored the bioclogging of fiacnired media (Cunningham et 



al., 199 1; Dennis et Turner. 1998; Vandevivere et Baveye. 1992). Shaw et al. (1985) 

have obtained a decrease in hydraulic conductivity of two orders of magnitude when they 

have inoculated a mode1 core system with Pseudomonas sp., an EPS producer bacteria 

isolated from natural water systems. Using starved bactena, Cusack et al. (1992) 

demonstmted the penetration, resuscitation and plugging of a rock matrix up to a 

reduction of 99 % of the hydraulic conductivity. 

Hydraulic conductivities in fractured rock aquifen cm be significantiy higher than in 

aquifers of unconsolidated geologic matenal (Todd, 1980). As a result, the dynamic of 

biofilm formation is different from porous media, particularly because of 1- the 

difference in the transport of organic molecules and rnicrobial cells and 2- the higher 

fluid shear stress (Peyton et Characklis, 1993; Trulear et Characklis, 1982). In addition to 

micro-orgdsms and EPS involved in the formation of a biofilrn, changes in the chemical 

composition of rock and groundwater will influence the extent of bioclogging. indeed, 

rock weathering could be detrimentai to bioclogging, by accentuating the porosity. 

whereûs formation of precipitates would accumulate on the biofilm and then, contnbute 

to the clogging. Fems et Lowson (1997) reported significant weathering of limestone by 

endolithic micro-organisrns, showing an enrichrnent of some elements (e.g. magnesium, 

calcium, iron, and copper) in the endolithic zone, over the host rock. On the opposite, 

chemical precipitation of ions from the limestone to fonn insoluble compounds (e.g. 

calcium carbonate) would participate to the clogging (Todd, 1980). In the present work, 

the porosity of the iimestone rnatrix was not taken into account, considering the large 

volume of the single Fracm. 

Stimulation of indigenous groundwater micro-organisms could Iead to a potentiai hazard. 

The coacem about ecologicai impacts of biotechnologies has intensified for the last 20 

years, and effective twls have been developed to study genetic and taxonomie diversity 

(Tuolid, 1999; van Elsas et al., 1998; White et al., 1998). Ribosomal RNA (16s) 

sequences analyses are the most utilized methods for studying the genetic divenity of 



micro-organisms in naturd environments (Head et al.. 1998; Power er al., 1998). One 

important advantage of these methods is the possibility of identifiing bacteria without 

cultivation. Knowing that a srnail proportion (0.1 - 10 %) of bacteria sampled from 

natural environments is actually cultivable, the deveiopment of this type of molecular 

rnethods led to a better understanding of stnictural ecology (White er al., 1998). Although 

EPS-producen bacteria have been isolated from rocks, relations between bioclogging, 

potential hazard and groundwater microbiai population have to be established (Fems et 

Lowson, 1997). 

The study aimed to ver@ the potential of a groundwater microbial population to clog a 

fractured media by: 1- characterizing the initial microbial population via direct counts, 

cultivable counts and sequencing of representative clones from 16s rRNA genes, in order 

to relate with bioclogging results and 2- observing the formation of a biofilm in a single 

fractured limestone using a dedicated apparatus. 

6 5  u Material and methods N 

63.1 * Groundwater sampling and preparation of the microbial population » 

The groundwater was obtained in June 1998 from a subsurface observation well (70 m 

deep) located in the metropolitan Montreal area, Canada. A purge of three well volumes 

was conducted before water samples were collected. The groundwater was used to 

provide the indigenous microbial population and a chernical analysis was performed to 

prepare a synthetic groundwater with the foliowing composition (mg L"): Na2C03 (679), 

NaCl(6 17), MgSQ (1 9), CaC03 ( IS), KzHPO~ (1 l), KNOl (6) and FeCI? ( 1) (pH m 8.3). 

The preparation of the microbid population coasisted of a centrifugation (7 500 rpm, 20 

min., Rotor JA-20, Beckman Instruments Inc., Fuilerton, CA, USA) and a concentration 

(100 times). The microbial population was stored at -80 O C  with glycerol(l5 g L"). 



6.5.2 Characterization of the microbial population » 

Prior inoculation of the limestone, 1.1 ml of the concentrated microbial population was 

resuspended in LOO ml of synthetic groundwater and enumerated for viability, 

heterotrophic bactena and sulfate-reducing bactena (SRB). Bacterial identification was 

perfonned with representative clones issued from 16s rRNA gene sequences by 

affiliation with gene sequences banks. The viable bacterial counts were determined using 

the L I V E / D E A D % ~ C L ~ ~ ~ ~ ~ ~  epifluorescence kit (L-7007) (Molecular Probes. Eugene, 

OR. USA) following the methoci described by Boulos et al. (1999). Heterotrophic 

bactena (APHA et of., 1992) and SRB (ASTM, 1990) were enumerated using a most 

probable number (MPN) method with a modification in the incubation time and 

temperature. Several incubation periods, varying from 1 day to 56 days. have been tested 

previously and showed that an incubation of 2 1 days was adequate to obtain reproducible 

results. The culture tubes were maintained at 10 OC in darkness to simulate groundwater 

conditions. 

The processes of DNA extraction, PCR amplification and cloning of the 16s rRNA gene 

sequences are descnbed extensively by Ross et al. (1999). After total DNA was extracted 

from groundwater, the 5' region of the 16s rRNA genes (appr. 500 nt) was amplifed by 

PCR. Although the PCR products had the same lengths, they were composed of 

numerous DNA fragments of different sequences. Mini 16s rRNA gene Iibraries were 

denved from each PCR product. DNA extracted from several clones was digested by 

RraI. Among the 20 clones isolated from the groundwater sample. no specific restriction 

patterns were observed confirming the high microbiai diversity of this community. Then, 

eight clones were chosen randomly and sequenced. The BLAST program (National 

Center for Biotechnology Information) was used to find in gene banks the most similar 

16s sequences to the ones obtained fiom groundwater. 



65.3 u Single fracture apparatus and inoculation with the groundwater microbial 

population » 

The single fncnire apparatus was made of iimestone rock obtained from a quarry 

openting in the metropolitan Montreai area, Canada. A large block was extncted and 

two pieces of 5 x 10 x 60 cm were cut (Fime 6.1 and Tableau 6.1). A naturd limestone 

rock was chosen to simulate aquifer conditions, which includes heterogeneities in 

chemicd and pore stmctures resulting from dissolution and precipitation of mineral 

matters (Chemyshev et Dearman. 1990). The geochemjcal composition of the limestone 

rock was: SiO? (9.30%), !&O3 (2.56%), TiQ (0.02%), Ca0 (27.35%), M g 0  (17.40%), 

KzO (1.86%), Na20 (0.05%), Mn0 (0.06%) and Fe,,, (0.93%). 

Synaietic Groundwater Carbone Source 
Feed Tank Media 

Fime 6.1 Schematic diagram of the single fractured apparatus 



Tableau 6.1 Characteristics of the single fiactured apparatus and initial conditions 

Parame ter Symbol Vdue b i t s  

Fracture width 

Fracture aperture 

Fracture lengt h 

Fracture cross sectional area 

Fracture surface 

Fracture volume 

Initial h ydnulic conductivity 

Initial hydraulic gradient 

Fracture Reynolds number 

Effluent initial flow rate 

Effluent initial volumetric flow rate 

Effluent initial velocity 

Initial carbon source loading rateb 

Initial surface loading rate 

cm 

cm 

cm 
7 

cm- 

cm2 

cm3 

cm min-' 

8.6 

2.98 mlmin" 

2.38 ml ml fracture'' min-' 

1 19.2 cm min" 

1 .O8 x IO-' mg C ml'' min" 

2.45 x IO-' mg C cm" min' 

= I = (Ah) L" 

366 mg C / g molasses 

A single fracture, having the width (B) of 0.5 cm, an aperture (a) of 0.05 cm and a length 

(L) of 50 cm (fncture volume = 1.25 cm3), has been cut on one limestone block using a 

lame core cutting (JKS Lamage, Dorval, Quebec, Canada) (Fi- 6.1 and Tableau 6.1). 

Aquarium silicone and clamps were used to fu: the limestone pieces together. Two 

piezometers (Tefion tubing, LD. 5 mm) were installed at both ends of the fracture to 

measure changes in the hydraulic head (Vandevivere et Baveye, 1992). Flexible Teflon 

tubing ( ID.  5 mm) and stainless steel quick comections were attached to the limestone 

rock. Except for the limestone rock cartridge, aiI parts in contact with groundwater and 

the carbon source media were autoclaved at 12 1°C and 103.4 kPa (20 min). 



The experirnental apparatus consisted of limestone, single fractured, fed with synthetic 

groundwater and molasses (carbon source loading rate = 1.08 x IO-' mg C ml" min"), 

maintallied at 10 OC to sirnulate aquifer conditions ( F i w e  6.1 and Tableau 6.1). 

Synthetic groundwater was pumped (Cole-Palmer, Chicago, IL, USA) in a constant head 

reservoir (volume: 18L, initial Bow rate: 2.98 ml min") whereas the molasses was 

supplied directiy to the inlet at a rate of 0.1 ml min-' using a syringe pump. Molasses, as a 

carbon source, and its feeding rate were selected according to a previous study on biofilm 

development in groundwater conditions (Ross et aL, 1998). Both groundwater and the 

carbon source media were filtered through a series of two 0.45 pm pore membrane filters 

(Millipore, Bedford, MA, USA) before their injection in the limestone. 

Before microbial inoculation, synthetic groundwater was fed to the apparatus at a rate of 

5 ml min" for two days to saturate the single fncture. Then the Iimestone rock was 

disconnected from the constant head reservoir. The micro-organisms were introduced in a 

closed-loop system, using a penstaltic pump at a fiow rate of 0.15 ml min-'. The closed- 

loop system consisted of aseptic Tefion mbes (I.D. 5 mm) and a 250 ml flask, containing 

the rnicrobiai population freshly resuspended in 100 ml of synthetic groundwater and 

molasses (0.88 g L"). Following this method, the rock was inoculated once a week 

during the bioclogging experirnent. This interval was chosen in relation to the growth 

cuve of the microbial population in similar growth conditions, which showed a 

stationary phase at day 7 (unpublished data). Those inoculations were achieved to 

simulate aquifer conditions and to prevent a microbial shift in the population (Crozier et 

al., 1999; Ross et al., 1999). 

65.4 u Bioclogging measurement and analyses of the effluent w 

The effluent flow rate (cm min-'), the eluted volume (L) and piezometers levels (cm) 

were recorded daiiy for the cdculation of hydraulic conductivity (Fimire 6.3). nie 



hydnulic conductivity of the fracture was evaluated using the cubic law (Fetter, 1992): Q 

= Kc B a (Ah)& where Q is the outflow rate (initial rate = 2.98 ml min-'), Kr is the 

hydraulic conductivity of the fracture (cm min-'), P is the fncture width (0.5 cm). a is the 

fracture aperture (0.05 cm), Ah is the difference in levels of water between the two 

piezometers (cm), and L is the distance between the two piezometen (50 cm). The 

reduction in the hydraulic conductivity was expressed as a percentage of the initial value 

(Kfis).  The initial value of Kr was 340 cm min", a value found typically in kant 

limestone and permeable basalt rocks (Freeze et Cherry, 1979). The cubic law is vdid for 

laminar flow (Ref < 2000, in open channels). The Reynolds number of the fncture (Rer = 

8.6) was cdculated according to flow in a dit  (Bud et al., 1960): Rer = a vr plp, where vt 

is the water velocity in the fracture (vc = -Kg (Ah)/L = 119.2 cm min-'), p is the nuid 

density (0.999 x 10 -~  kg at 10 OC) and p is the viscosity ( 1.15 N sec m.', at 10 OC). 

Effluent samples were collected every two days to monitor carbon source concentration, 

bacterial concentration, suspended EPS concentration, pH and oxydoreduction potentid 

(ORP). The microbial population was separated from the suspended EPS by addition of 

NaCl (5 M), EDTA (0.5 M) and a centrifbgation (24000 x g, 40 min) (Hacking et ai.. 

1983). Then ethanol was added to the supernatant to precipitate EPS, which were 

recupented on a Whatman GFlA filter. The fi lme was analyzed for its carbohydrate 

concentration, determined by the phenol-sulfuric acid method (Dubois et ai., 1956). The 

concentration of suspended EPS was detemiined on a dry weight basis (Hacking et aL, 

1983) and specific probes were used to mesure pH (ASTM, 1990) and ORP (ASTM, 

1993). Heterotrophic bacteria were enumerated using a MPN method (APHA et al., 

1992). 



6.6 u Results and discussion » 

6.6.1 w Characterization of the microbial population » 

Prior to the bioclogging experiment in the single fractured lirnestone rock. the initial 

microbial community from groundwater was characterized to relate with bioclogging 

results. The viability of the groundwater microbial population was 63%. representing 9.9 

x 10' viable bact. ml*' and 5.8 x 10'' non-viable bact. ml". Cultivable counts of total 

heterotrophic bacteria were 2.5 x 10" bact. ml-' whereas the SRB concentration was 56 

bact. r d .  Compared to reported literature, the viability of the microbial population was 

higher of approximately one log whereas the concentration of SRB was one or two ordea 

of magnitude Iower (Martino et al.. 1998). 

The phylogenetic analyses revealed that seven out of the eight L6S rRNA sequences were 

related to seven different bacterial groups (Tableau 6.2 and Figure 6.2). Clones 8 3  and 

A5 were related to the cytophale phylum with 89 % hornology to Aavobacteriaceae and 

Cytophagaceae. Species included in these groups were isolated from marine waters, and 

freshwater (Manz et al.. 1996). They are known to secrete EPS and were isolated from 

biofilms (Gillan et De Ridder, 1997; Manz et al., 1999). Clone A6 was related to the 

Verrucomicrobiales. more specifically to Verrucomicrobium sp. strain VeCbl (94 %), 

bacteria found in anoxic nce paddy soil. These bacteria were found in soil. freshwater 

and marine pelagic environment. Clone B6 jgouped with the epsilon subdivision of 

proteobacteria, more specifically to the Arcubacter genus (91 9% homology). Bactena in 

this genus are potentially pathogens for animal and human, as it cm cause enteritis. They 

were found in different environments, such as  activated sludge and contaminated aquifers 

(Rice et ai., 1999: Snair et ai., 1997). 



Tableau 6.2 Possible affiliations of the eight 16s rRNA cloned sequences obtained from 

groundwater 

Clones Possible Affiliation Homology 

A5, B3a Cyrophaga spp. 89 % 

A6 Vemcomicrobiitm spp. 94 % 

B6 Arcubacter spp. 91 % 

Cd Rhizobium spp. 93.5 % 

C7 Strain B D ~ - l b  82 % 

Cl0 Desiilfocapsa fhiozyrnogenes 93 % 

D4 S train 72choIC 92.5 % 

" Hornology between clones: 99.6 % 

unclassified bacteria 

denitrifjmg bacteria 



Verrucomicrobium spinosum 

Prostheioba cter fusiformis Verrucomicrobiales 
Verrucomicrobiu m sp. VeSM 1 3 
Verrucomicrobium. sp. V e C b l  

F? AE 

rHe I i coba~ te r  pylori 

I-Arcobacter nitrofilis 1 Proteobacteria E 

Arcobacter kirrowi 

Arcobacter butzlerii 
(Arcobacter group) 

Arcobacter cryaerophilis 

1 Bacteroides fragilis (Bacteriodaceae) 
t00 a 7 Flavobacterium sp. lC001 - I 

Cytophaga columnaris 

Flavobacteriurn aquatile 
F I 6 3  - 

Psychroflexus torquis 

Flexibacter maritinus 

Flavobacteriaceael 
Cytophagaceae 

Fimire 6.2 Unrooted phylogenetic trees showing the relationship among sequences types 

obtained in the present study and some representative members of different bacteriai 

families. Trees were inferred from a rnatrix of painvise distances using a totd of 

approximately 500 aligned positions. The numben at the nodes of the trees indicate 

bootstrap values for each node of 100 bootstrap resampiing. Only values above 40 were 

shown. The scaie bar represenü 0.05 base changes per nucleotide position. Unnamed 

species are refened to their GenBank accession number 



In a previous study on the groundwater microbial population, four other clones, isolated 

from a filtered fraction of groundwater (0.45 pm pore membrane filter), were 

charactenzed: C6, C7, CIO and D4 (Tableau 6.2) (Ross et al., 1999). Cells that passed 

through the filter were refered to as ultramicrobacteria (UMB). These types of bacteria 

are found naturally in environments where the carbon source concentration is low, such 

as soils, oceans and groundwaters (Iizuka et aL, 1998; Schut et al.. 1997). The clones 

represent bacteria that belong to Rhizobiaceae (C6). denitriQing bacteria (D4), 

Desu[focapsa sp. (CIO) or unclassified bacteria (C7). Rhizobiaceae are present in the 

rhizosphere but were also isolated fiom biofilms, particularly in smd filters. and are 

known to secrete EPS (Leigh et L., 1992; Neef et al., 1996). Denitrifying bacteria (D4) 

grow at high ORP (100 mV < ORP< 700 mV) whereas Desulfocapsa sp. are active in 

sulfate reduction conditions (ORPc 200 mV) (Appeloet Posma, 1993). Most of 

unclassified bacteria, such as BD7- I (C7), were isolated from deep-sea sediments (from 

Genebank annotations) (Schut et aL, 1997: Vandemark et Batzing, 1987). Amy et ai. 

(1992) isolated cells from rock sarnples, the bactena of which were srnaller than 1 pm 

and remained smdi even when cultured. Indeed, dthough it is known that UMB can be 

obtain from starvation of «normal size» cells (1-10 ym), it has been shown that several 

UMB, isolated from naturai environments, keep their small size either in oligotrohic or 

copiotrophic conditions (Amy et Morita, 1983; Janssen et al., 1997). The presence of 

such small cells represents an advantage for the bioclogging of microfissures (fracture 

width n IO-' pm), while «normal size» bacteria have access to microfracms (fracture 

width = 10' - 10' p rn) and macrofractures (fracture width a 10' p m - 1 cm) (Chemyshev 

et Deman,  1990). 

6.6.2 M Bioclogging of the single frachued ümestone rock w 

When the groundwater microbiai population was stimulated to secrete EPS, a decrease in 

the hydraulic conductivity of the single fractured limestone took place after 8 days, where 

K f i s  dropped from 100 % to 86 5% @mire 6.3). The process of clogging accelerated 



after 16 days to reach, after 22 days, 100 times less than the initial hydraulic conductivity. 

This bioclogging was obtained after the passage of 63 L of synthetic groundwater, 

representing 50720 fracture volumes. Totai heterotrophic bacteria in the effluent varied of 

1 log dunng the experiment (between 2.3 x 10' and 4.6 x 10' bact ml") while the 

suspended EPS concentration was between 104 mg L-' and 188 mg L-'. The pH of the 

effluent increased from 7.8 to 8.2 whereas the ORP decreased from 206 mV to 150 mV. 

Those conditions were favorable for the growth of aerobic EPS-producing bacteria. 
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Fimue 6.3 Eluted volume, tirne and hydraulic retention time (HRT) changes of hydraulic 

conductivity in the single fractured limestone (0) and effluent analyses: carbohydnte 



concentration (A), total aerobic heterotrophic bacteria (a), EPS concentration (a), pH 

(A) and ORP (m). Arrows indicates bacterial inoculations of the limestone rock 

The magnitude of the clogging of the single fnctured limestone (2 orders of magnitude 

within 32 dayr) is comp~zb!e te e x p r h e n t s  conduced in porous mealri, such as sand 

and soi1 columns (Demis et Turner, 1998: Frankenberger et al., 1979; Vandevivere et 

Baveye, 1992; Vandevivere et Baveye, 1992). However, the fracture section (2.5 mm') 

was large in cornparison to the typical pore volume of sand (porosity î 40 %. being the 

ratio of the volume of interstices to the total volume) (Todd. 1980). Typicaily, hydraulic 

conductivity in porous and fracnired media is affected by the presence of ceus. secretion 

of EPS, metabolic precipitates and gas bubbles produced by bacteria (Baveye et ai., 

1998). In addition to the presence of EPS and bacteria, a possible explanation for the 

substantial decrease in Kr could be an accumulation of precipitates due to changes in 

chernical composition of groundwater and limestone. Indeed, the high sodium ions 

concentration in the synthetic groundwater could have led to a displacement of calcium 

ions on the rock surface and a precipitation as calcium carbonate (Todd. 1980). Also. the 

oxydoreduction potential and the pH of the groundwater could have promoted the 

formation of Fe(OH)3, a precipitate, and formation of carbon dioxide ( 

Fimire 6.3) (Appeloet Postma, 1993). The fomation of both calcium carbonate and 

ferrous hydroxides contribute to incrase pH. However, in the range of pH and ORP 

measured in the present snidy, neither sulfate reduction by SRB nor methanogenic 

production by methanogenic bacteria could have occuned. Hence, Desulfocapsa 

thiozymogenes (clone CIO) could not have participate in the biofilm formation. Also, the 

precipitation of divalent rnetallic ions with sulfide and methane gas bubbles production 

was prevented (Sanchez de Lozada et al., 1994). 

Reduction in the hydradic conductivity of the limestone rock fracture seemed to have a 

relation with bacterid inoculations made on days 7 and 15 ( 



Fimire 6.3). hdeed, hydraulic conductivity dropped of 14% after day 8 and the decrease 

accelerated d e r  day 16, to reach after 22 days, 0.8 % of the initial value. Although the 

dynarnic of attachment and detachment of bacteria is govemed by several factors, 

including shear stress, surface roughness and cell surface hydrophobicity, it is difficult to 

predict their concentration in limestone. AS an example, CIement et al. ( 1997) reported a 

fmt order attachment and detachment rates from a soi1 column opented under 

denitrification conditions. Vandevivere et Baveye (1992) reported that 60 % of 

Psetîdomonas putida cells in the effluent accounted for cells newly formed within a sand 

column, in which EPS secretion was copious (visual observation with scanning electron 

rnicroscopy). The decrease in EPS concentration in the effluent, following bacterial 

inoculations, could be an indication of EPS attachent on the rock surface, leading to a 

decrease in the fracture porosity and an enhancement of cells adhesion and retention 

(Vandevivere et Baveye, 1992). 

The capacity of aggregated cells to bioclog a porous media was demonstrated by 

(Vandevivere et Baveye, 1992), using Arthrobacter sp. strain AK19. The strain did not 

produce EPS, was an obligatory aerobic and non-motile. In that case. the hydraulic 

conductivi ty in sand colurnn decreased 100 times after 10 days (initial K = 0.49 cm min") 

and oniy 1.2% of the cells were washed out. The authors attributed the high biomass 

accumulation in the column to the convective transport of cells, which remained attached 

on sand particle after ce11 division, via physical adsorption. Stenstrom (1989) have 

demonstrated the evidence of bacterial adhesion on quartz particles, according to ce11 

surface hydrophobicity. Previous analyses on the groundwater microbid population used 

in the present snidy showed an increase in ceIl surface hydrophobicity (an increase fiom 

5 1 to 25 % of ceiis adsorbed on hexadecane, after 6 days) when cultivated in a batch 

system (unpublished data). Another work demonstrated that sandstones and limestones 

are the most cornmon rocks colonized by endolithic microbid communities, such as 

cyanobactena, heterotrophic bacteria, green aIgae and fun@ (Bell et Sommerfeld, 1987). 



Those results suggest that limestone offers a large quantity of adsorption sites for organic 

molecules (molasses), bactena and EPS (Characklis et Marshall, 1990). 

Other findings fiom literatme showed that 1- bacteria fouled preferentially high 

permeability zones of an heterogeneous sandstone because of the better transport of 

nutrients to bacteria (Cusack et al., 1992) and 2- a bioclogging of only 1.6 % of the total 

void space was sufficient to decreased the hydraulic conductivity of a sand column by 

half, and 3- a bioclogging of 3.0 % led to a decrease of 2 orders of magnitude (by 

rneasurement of the biovolume occupied by biomass vs the porosity of porous media) 

(Vandevivere et Baveye, 1992). Those results. as well as the clogging of the single 

fnctured limestone obtained in this study, suggest that the biostimulation of an 

indigenous groundwater microbial population could be qpiicable to reduce the hydraulic 

conductivity of a fractured rock aquifer. However, the stimulation of an indigenous 

microflora could resuIt in a biological hazard such as an increase in the release of 

pathogens (e.g. Arcobocter sp., Tableau 6.2). Also. the decrease in water velocity. as 

clogging occun, would lead to oxygen depletion and changes in redox potential. Hence. 

the biodivenity could shift to anaerobic bacteria and SRB, such as Strain BD7-1 and 

Desulfocapsa thioqmogenes. 

6.7 u Conclusions » 

The hydraulic conductivity of a limestone, having a single fracture of a width of 0.5 cm, 

an aperture of 0.05 cm and a length of 50 cm, was decreased by a magnitude of 100 times 

at the end of 22 days, after inoculations with a groundwater microbial community. This 

result suggest the potentiai of an effective bioclogging in microfractured aquifers 

(Fncnire width a 1 - 10 pm) following stimulation of the indigenous microflora. 

Analyses of chernical composition of groundwater and limestone, as well as identification 

of representative bacterial groups in groundwater, provided insights about microbial 

activity and physical processes involved in the clogging. Funher research shouid address 



the measurement of bioclogging resistance to organic coataminants and persistence over 

tirne, including the effects of carbon source depletion and a shift in microbial population, 

following a decrease in fracture volume. Evolution of biologicd hazard over time needs 

dso to be addressed. 
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CHAPITRE 7 

CONCLUSIONS ET AVENUES DE RECHERCHE 

Dans une perspective de remédiation à la problématique des rocs fracturés contaminés, le 

concept des biobarrières est envisagé. En utilisant l'approche de stimulation de la 

microflore inilighz, le projet visait i Bvduer ie pokntiri de biocoimütüge d'un milieu 

géologique fracturé. Panllèlement, l'innocuité environnementale de la biostimulation a 

été évaluée en observant les changements de diversité de la communauté microbienne et 

en mesurant les effets 6cotoxicologiques. 

7.1 Aspects physico-chimiques 

Le concept de la biobmière repose sur un apport en nutriments et accepteurs d'électron 

dans la nappe aquifère. L'objectif premier était de mesurer les effets des facteurs physico- 

chimiques sur la croissance des micro-organismes, la sécrétion d'EPS et la formation 

d'un biofilm sur une surface reproduisant un roc. Mettant en évidence les effets 

significatifs du type de source de carbone ainsi que son taux d'injection dans le système, 

ces travaux ont permis de montrer une production dTEPS et une formation d'un biofilm 

en quantité suffisante pour envisager le colmatage d'un milieu géologique fracturé. 

Également, les essais effectués en présence de NaPCP ont suggéré une résistance du 

biofilm à la contamination et une protection des bactéries hétérotrophes présentes dans le 

biofilm. 

Dans une perspective d'application du concept des biobarrières à l'échelle de terrain, la 

viscosité de la mélasse comme source de carbone sera à considérer. En effet, l'injection 

NI situ (z 10 OC) de mélasse non diluée pourrait amener une problématique de dispersion. 

Dans cette optique, un substrat substitut, tel le sirop de maïs, pourrait être utilisé en 

s'assurant préalablement d'une composition aussi riche que la mélasse en ce qui concerne 

les nutriments mineurs (ex. ~ a " ,  acides aminés). 



L'injection d'air et de nutriments in siîu risque d'entraîner un colmatage des puits par les 

micro-organismes et les minéraux. Pour y remédier, il est possible d'envisager dans un 

premier temps, l'utilisation de pompes à jets pulsés. Daas un deuxième temps, la solution 

d'injection devra contenir un minimum de minéraux pouvant former des précipités avec 

les minéraux de l'eau souterraine (ex. ~ e " ) .  

Afin d'approfondir la compréhension des mécanismes de biocolrnatage in situ, le 

monitorage de l'eau souterraine pour les paramètres physico-chimiques suivants seront 

primordiaux: la concentration ainsi que le type de colloïdes géologiques, la concentration 

ainsi que la composition des EPS, la production de gaz par la microflore (CO2, C&) et 

concentration des contaminants. 

7.2 Aspects d'écotoxicité 

La recherche dans le domaine de I'écotoxicité des biotechnologies in situ est récente et la 

littérature s'avère limitée surtout en ce qui a trait aux concepts de biostimulation. En 

utilisant deux biotests. la companison des effets écotoxiques d'échantillons d'eau 

souterraine et de biofilrns a permis d'évaluer le potentiel de générer une écotoxicité suite 

à la biostimulation en condition cuvée. Les travaux ont montré que I'accumulation de 

PMS dans le système peut engendrer une écotoxicité relative et indiquent la nécessité 

d'une prise en considération pour le développement du concept des biobarriéres. 

L'écotoxicitk de la biostimulation a lT6chelle terrain devra être considérée en terme de 

taux d'écotoxicité. En effet, le mouvement de l'eau souterraine amènera une dilution des 

PMS et les organismes cibles seront exposés à un certain t a u  de PMS. Pour la poursuite 

des recherches sur les aspects écotoxicologiques, il est suggéré d'élargir la batterie de 

biotests et y intégrer des tests de différents niveaux trophiques. Le choix de ces tests 

pourra être guidé par le milieu récepteur avec lequel l'eau souterraine communiquera. À 



titre d'exemple, un bioessai utilisant la truite serait pertinent dans le cas oii un lac serait 

un milieu récepteur de l'eau soutenaine. 

Puisque peu de données existent concernant les biotechnologies in situ, les réponses 

écotoxicologiques devront être observées en comparant l'ensemble des données physico- 

chimiques et ce, d'isoler les éléments responsables de la toxicité. Quoique la 

génération de PMS ait montré une écotoxicité dans un système en cuvée, les effets 

Ccotoxiques sur le terrain pourront également provenir d'autres sources, telles les 

changements de composition en eau, la contamination et même, le changement de 

température de l'eau. 

La perspective de démantèlement de la biobarrière, via une biodégradation suite à un 

arrêt de l'injection de nutriments, représente un avantage du concept. L'étape de 

démantèlement devra comprendre un volet de monitorage des effets écotoxicologiques 

puisque qu'elle pourrait être synonyme de relargage de contaminants organiques et 

inorganiques adsorbés sur le biofilm. de PMS provenant de la lyse des ceIluIes et d'EPS. 

7.3 Aspects de diversité microbienne 

Les modifications physico-chimiques d'un système se traduisent de façon générale par 

des changements de divenité de la communauté microbienne présente. La majorité des 

travaux effectués ont étudié les changements de diversité microbienne dus à la présence 

de contaminants. La biostimulatioa, par l'ajout de source de carbone et d'oxygène, a 

diminué la diversité génétique tandis que la diversité fonctionnelle a augmenté, en 

condition cuvée. Ces résultats ont suggeré une modification de structure de la 

communauté et une silmulation de bactéries oxydant un large spectre de sources de 

carbone. La présence de bactéries généralistes dans la biobanière pourrait contribuer à 

une augmentation de la tolérance la contamination organique présente dans l'eau 

souterraine. 



Les UMB de l'eau souterraine ont été peu étudiées à ce jour. Une comparaison des UMB 

et des bactéries de taille anormale» a montré que f'eau souterraine comprenait une 

majorité dVUMB dont une faible proportion était hétérotrophe cultivable. Le séquençage 

de gènes 16s ARNr a permis d'identifier certaines bactéries se trouvant sous forme UMB 

et d'autres ayant formé la matrice de b iofh .  La présence d'une large fraction d'WMJ3 

dans l'eau souterraine indique que des fractures de I'ordre du micron pourraient être 

colmatées. 

Un aspect d'innocuité environnementale à considérer pour le concept des biobmières est 

le fisque de stimuler la croissance de bactéries potentiellement pathogènes. Parmi les 

bactéries identifiées, un seul genre bactérien potentiellement pathogène a été trouvé dans 

la communauté initiale de l'eau souterraine. Tandis que le séquençage de certaines 

bactéries du biofilm n'a pas permis d'affiliations avec des espèces bactériennes 

reconnues comme pathogènes. 

L'approche multi-techniques a été pertinente pour l'observation des changements de 

diversité d'une microflore indigène suite à une biostimulation en condition cuvée. A 

I'echelle de terrain, l'approche devrait comprendre des techniques pour déceler la 

stimulation de bactéries potentiellement pathogènes, mesurer la fraction de cellules 

cultivables et non cultivables et évaluer la diversité génétique et fonctionnelle. Les 

changements de diversité génétique, hormis le séquençage des gènes 16s ARNr, 

pourraient se mesurer par le profil des acides gras bactériens. Le système de 

microplaques Biolog, utilisé pour observer les changements de diversité fonctionnelle, 

pourrait être complété en incorporant des sources de carbone spécifiques avec l'étude de 

terrain. À titre d'exemple, le potentiel d'oxydation des contaminants organiques présents 

dans la nappe aquifère pourrait être comparé. L'innocuité environnementale devra 

également être étudiée sous l'aspect des modifications à long terme de la biodiveaité. En 



effet, il importera de vérifier la persistance des changements de diversité suite au 

démantèlement de la biobarri2re. 

7.4 Aspects d'hydrogéologie 

En condition dynamique, le biocolmatage avait été étudié principalement dans les milieux 

poreux. Suite à la biostimulation des micro-organismes indigènes de I'eau souterraine, le 

montage expérimental développé a permis de mesurer le colmatage d'un calcaire fracturé 

avec une sensibilité de l'ordre du cm min''. Une diminution de la conductivité 

hydraulique de 2 ordres de grandeur à l'intérieur d'un délai d'un mois a confirmé le 

potentiel de l'approche des biobarrières appliquées aux milieux géologiques fracturés. 

Le montage expérimental possédait certaines caractéristiques se retrouvant in situ dont 

une alimentation en eau souterraine sous une charge constante, une vitesse d'eau 

souternine comparable à ceUe des nappes aquif2res de roc fracturé ainsi qu'un milieu 

naturel. le calcaire, permettant d'établir des équilibres minérales. Afin de valider le 

concept des biobmières in situ. plusieurs autres facteurs hydrogéologiques devront être 

étudiés, à savoir: l'ouverture des fractures, la géométrie des fractures. la pression dans 

l'aquifère et la vitesse de l'eau souterraine. 

À l'échelle terrain, une connaissance approfondie de l'hydrogéologie du site permettra 

d'établir le réseau de puits d'injection de nutriments et de puits de pompage. Des essais 

de traceur serviront à connaître la distribution des nutriments dans la nappe. À l'aide de 

tests de pompage, il sera possible de mesurer la conductivité hydraulique et la 

transmissivité de l'aquifère. Un essai de terrain informera sur le mouvement de la nappe 

aquiEre suite au colmatage local et sur la nécessité d'une injection soutenue de 

nutriments. Les effets de l'arrêt de la biostimulation seront également mesurés quant à la 

conductivité hydraulique et la tmnsmissivité de I'aquifere. 



7.5 Aspects socio-politiques 

Comparativement aux technologies de décontamination physico-chimiques et thermiques, 

les biotechnologies enviro~ementales jouissent de la faveur des citoyens canadiens. Cet 

intérêt s'avère toutefois accompagné de craintes quant à I'injection de bactéries non- 

indigènes. Cette rédite, jumelée à certaines incertitudes scientifiques concernant le 

devenir des micro-organismes dans i'environnement, a incité Environnement Canada à 

amender la Loi canadienne sur la protection de l'environnement. 

Ainsi, la preuve de l'innocuité environnementale d'une biotechnologie comprenant une 

injection de micro-organismes doit être démontde avant son application Ni situ. D'après 

le RRSN, le concept de développement d'une biobarrière suite à la biostimulation des 

micro-organismes indigènes est exempt de la nécessité de vérifier l'innocuité 

environnementale. Or, les travaux ont montré que l'activité de la microflore stimulée peut 

amener une réponse écotoxique chez certains organismes cibles. Ces résultats incitent à 

investiguer davantage sur la portée scientifique de la toxicité des PMS. De même. Ia 

recherche devra permettre de mettre en perspective les demandes de renseignements 

exigés en vertu du RRSN. 

7.6 Projets de recherche découlant des travaux 

Ce projet ouvre la voie au créneau du biocolrnatage d'une nappe aquifère de roc fracturé 

pour le confinement d'une contamination. Les travaux ont donné suite à un projet de 

maîtrise qui sen  réalisé à la Chaire industrielle CRSNG en assainissement et gestion des 

sites, du département de &nie chimique de l'École Polytechnique de Montréal. Le projet 

portera sur la résistance du b i o f h  à diffdrentes sources de contamination et sa 

persistance suite à l'arrêt de l'injection de nutriments, dans un milieu géologique fracturé. 



Également, un essai B l'échelle de terrain se prépare, visant le biocolmatage d'une nappe 

aquifere de roc fracturé contaminée aux hydrocarbures. Cet essai sen réalisé par une 

équipe multidisciplinaire provenant de l'École Polytechnique de Montréal, de 

i9Université de Ste-Catharines et du National Water Research Lnstitute, situé à 

Buriington, Ontario. Au cours de ce projet. une série de puits d'injection de nutriments 

seront instdlés pour favoriser la formation d'un biofilm dans les fractures. Parallèlement. 

des essais de traceur et des tests de pompage permettront de suivre le biocolmatage et de 

modéliser le mouvement de la nappe d'eau souterraine. Des échantillons d'eau 

souterraine seront égaiement recueillis pour des analyses physico-chimiques, 

écotoxicologiques et microbiologiques, permettant d'approfondir les connaissances sur 

l'innocuité environnementale de la biostirnulation. 
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Annexe 1 Protocoles expérimentaux 

* P l 2  - A: Énumération directe des bactéries viables et totales d'un échantillon d'eau 

souterraine par microscopie à épifluorescence 

OP12 - B: Préservation et conservation de la diversité microbienne d'un échantillon 

d'eau souterraine 

P 12 - C: Mesure de l'hydrophobicité de surface d'une population microbienne indigène 

des eaux souterraines 

l P l 2  - D: Profil physiologique d'une population indigène des eaux souterraines via le 

système de microplaques BiologM 

P 12 - E: Mesure de l'épaisseur d'un biofilm par microscopie optique 

l P l 2  - F: Détermination par poids sec de la concentration d'exopolysaccharides en 

suspension 

P l 2  - G: Détermination de la concentration en glucides par colorimétrie 



h u t c u n ~  Nathlie Ross 
Aliprouv6 p a r  1 Signatures: 

btots cl&: énuiiiintion directe. brictcrics v iable  cc towles. Cpinuoresctncc BxLighifu. a u x  soirierraines 

~ l i x  hi3rc3ndella 
Benoit Barbc;lu. associé de .herche. Chaire cn a u  patablc 
dépanenient de gcnic civil. Ecolc PoIyuhniquc dc Mon- 

1. OBJ ECTIF(S) 

i'-) LV-?* fi 
w 
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La rncthodt permet dc denombrer directement par tipifluorescence le nornbrc de brictfrics totales ci viabics d'un 
ichrintillan d ' a u  soutcminc. Le dtnombrcmcnt a t  simple. npidc t t  tiiiblc. 

Ruct i f  A: colonnt sYTo' 9 dilue dans du 
dimeth~lsulfox~ds (DMSO) anhydre 

Rhctif B: iodure de propidium dilui d m  du 
DklSO anhydre 

huilc i immcnian B; icLi~trM 

solution salinc (0.053% NaCl) stenlisic ct 
f i l trie  sur O.2pm 

a u  distillk stcrilc 

+ support i filtre en acicr inoxyciablc 25mm 

+ filtra noirs cn polpztrbonrite Nuclcoporc 0.2 
Fm. 25 mm (numiro de criwloguc Porctics 
t 0552) 

microscope j: kptfluorcsccncc 

tigc en verre stirile 



Lcs r~kctifs A ct B doivent être conscn.is i -20°C J la noirceur. Avant I'ou\ertun d a  vids contcnmr Iss 
rhctifs. hisser dkongclcr le contenu ct ccntrihger quelque temps. L'huile pour l'immersion peut Etri: consenie 
jl tcmpiraiure ambiante. Lorsque conscn.&s adtiquatement. ces solutions peuvent durer 1 m. 

Les riactifs A et B se fixent aux acidcs nucliiquu. La capaciti rnunghe de l'iodure de propidiuni cst rCCOMUC 
Par contre. aucune donnk n'est disponible sur h tosicit i  ou la capacitt mutasine du rrhctif sYTo' 9. Lc 
D M 0  frictlite h ~ n c t m i o n  d u  moliculcs o rp iques  dms Ics tissus t e  port dc deux paires de gants est 
lortement recomtnandè ~ o u r  la  manutention des rtactifs dans le DbISO. L a  solutions contenant la 
colorants doivent Cire filtrtcs sur du charbon active a p r k  usage. Les ~ n i n s  dc chxbon devront Ctn: incinird 

2.2 .  Filtration de I'ichntiHon 

Lr valumc d*au  i filtrer dipend de la dcnsitc m ic rob i c~e  de I'Cchmtillon. titre d'cxmplcs. da expiriences 
ont rnontrti que Ics volumes suhaninu étaicnt adquats : 1 ml pour une a u  dr rivitire. 5 3 10 ml pour une a u  di: 
&mu de distribution et jusqu'i 20 ml pour une a u  souterninc de tris bonne qiiditc. Pour l ' a u  souterninc. un 
volume dc 10 ml cst su~gëri. Lc filtre en ccllulosc. piacE en premicr sur Ic support. est utilisê pour assurer unc 
distribution unifomc des bactéries sur la surfacc du filtre dc polyclirborwtr. Ajouter le filtre en polycarbonate 
sur k filtrc cn ccllulosc. ia filtration sous vide s'effectue sous un faible gradient de pression 

3.1 Colontion des bancrics immobiltsk sur une membnnc 

hilélangcr un volunie é p l  des rbctifs A et B dans un tube i centrifuger et agiter vigou~usemc.nt Ajouter I ml 
d'cru d i n c  stcnlistic ct 3 )il du mèlmgc A et B dircctcmcnt sur Ics filtrcs mont& sur 1~ suppon Agiter 
ddicritcmrnt avcr: unc tige de \are  stCrilisét et laisser incuber I j  minutes j; la tcmpCnture ambimtc. et it Iri 
notrccur. 

h l c~ re  4 pl  d'mu stirilr: sur unc I m c  i microscope. Retircr les filtrcs du s~tpport cn les drainant, c'est-idire en 
les laismit SC dgorgtr  d'au. et les placer sur h goutte en conscrvuit le c6tc du filire ou 1 6  b~ctericr sont vcrs 
Ic but.  Ajoutçr 6 - 10 pl d'huile ji immersion BacLight sur le dcssus du filtrc. Placcr une lamellc dc 22 mm sur 
I'huilc i imrncrsion ct appliquer une Ifg2rc pressron pour dispcncr l'huile dans tout le filtrc. Sceller le monmg 
avcc dc la panf ine ou un autre sccllmt. 

0bscn.cr la Iamc avcc le microscope 3 Cpifluorcscence. La bactcries vcrtcs ont Ics rnembnncs intsctcs. tandis 
que tes bactcrics muges ont Ics n w n b m t s  alttrirs. 

L'mm'se p tovçmt  dc la compagnie Molcculx Pmbes fournic des informations supplCmcrirriins quant i la 
sclcction da filtres optiqucs, d'sutra pmtocola de colontion. la liste des produits disponibIc5 ct Ictrr prix dcr 
ri-f;.rcncir et dcs c o o r d o ~ k s  pour unc assktmcc technique. 



REFERENCES 

Eaulos. L (1932). lnflucnce de I'iui physiologique des coliforma sur leur r&ismcc a la disinfection. Gnic ci\il. htoninhf. 
UMvcnitt de Montréal: t21. 

Taghi-K~hnt. R. Gymk. L t.. Mtilard. T. i, i i?%j. K u d c i ~  A i r l  S a h  ~ l i  :nûiw:cn ûf C L d a  u;ü+s V i h i ! i ~  Fîl!cc\ ing 
Cyn Irijcùrztion Inicrn;itiond Jouml for P ~ t o l o g v  3.. 6: 637446. 

RESULTATS ET RECOMMANDATIONS 

Lc groupe de h Chaire cri au potable. au dipartment de ginic civil. posside un microscope i Cpifluon.sccnce 
Dans ccnc @uipc dc recherche, la mithode a etc utilisie notamment par M. Bmoic B a r b u  cc Mme Jacinthe hlailf> 

ANNEXES: MODIFICATIONS 



PROTOCOLE EXPERIM ENTAL 
~ r o t o c o ~ c # : ~ ~  3 12 8 P a g ~ :  3 
Verrien I Dz:t DLbr:: 23 rk !33? 

1 Titre: Prknat ion  ci conscn~tion & la divcrshc microbienne d'un Pluntillon d'mu routemine I 
Mots clCs: popubtion microbienne indiene de l'au soutemine, ultnrniciobrictcrics (LibiB). conscmiion h long 

terme. filiniion. congclation l 
L? mithode visc i conserver 1s divcrsite d-une populrition microbirnnc indighc d u  mus souterraines sur unc 
pèriodt. pouvant s'énlcr jusqu' 5 t m. La mithodc de filtntion en strie perrnct de &uperrr les bactirics 
dormrintcs. c'est-idirc dc diamitre < 0.3 p 

montrigc dc filtration hlilliparc cn ~ c r r c  (D = glycGrol liquids 
47rnn1) 

luotc liquide 

th voIurnc dc iOL d - a u  soutcminc (pnilc\ic depuis moins dt. 30 hcurirs et conscrvtc 1 4°C) est filirti sws vide cn 
cond~tions sti.nlcs (sous Iri h o m  microbiologique cc le b d m r  allumi-) sur dcs tiltnu mcmbrrincs dsoporc 



Polycarbonrrtw de lclilliporc monte sur un montage a filtntion cn verre. Unc séric de 3 filtntions permcnn dc 
CSkup3cr diffcrcntes fnctions de fa population rnicmbicnnr: (FICGRE 1). 

La pression cscrctk p3r It: vide doit être li.gèrc (cnviran !'a tour du robinct dc vidc). Dt: même. le \ide cst m 3 C  s m t t  
I'asskhcmmt coniplct du filtre. A 1'3idc de pincrv hlilliparc stirilisk. Ic frltn: cst diliatement rctiri. ct place Tur 
u w  paroi de I'Erlcnrnc\~cr 250rnl Lc Gkrr s k.7~2 c i i c i  56 mi d'au saline pour Ic dctrichanent de la biomasse. Les 
diffircntcs frictions r n i c m b i t ~  prwvtnt ëtrc m~lmgcirs pour obtenir un ponnir $lobal dc 13 popuhtion microbienc. 
ou cncorc, àn. conssliks sCpartimnt+ 

fs conçcnrnt est agite ddicatemcnr pour crnsuirc Etre siparti d3ns Ics t u b  1tEppcndorf)r cn i c h t i i l o n s  dc lm1 dans 
Icsqucls un volumc de IjOpl 'de glyctirol (stlrilig 5 I'riutoclavc : 20 minutes h 12 lac et IO5.4kPa) ri i t S  
p i ia l~b lcm~nt  ajoutc (conccntntion t ir ici l t  15% (vlv)). Quelqucs invcnions da tube suffiront pour rndangcr Ir: 
conccntnt cf Ic ~lyci.rol. La tubes sont ensuitc trernpis dans l'azote liquidc jusqu'i kvlrpontion dc I'azotc. 
Prompt~mcnt. l a  tubes sont p l d s  au congciarcur i -8j°C. 

4. REFERENCES 

i Kctnp. P. F.. Slurr. B. F.. Slicrr. E. B and Colc. 1. I. 1393. Hnndbook of blcdiods in Aqwtic hficrobial Ecologs. Lcwis 
Publislicrs, Boca kton. 777p. 

2 Hursi. C. J . Kniidscn G. R.. bfcfncrnq. hl. I.. 8crzcnb;ich. L. D and \V;iItcr. M. V 1397. bhnual of Envimnmcnwl 
Xlicrobiolo@. ASM Pras. Wsshingran D.C.. 8Wp. 

LIi n~iliodc dc conçc!ricion d-unc poptthtion microbienne. tout comme cclle de lyophiliwtion. cntninc 
assun;.rncnt un taus dc rnortaliti micmbicnnc Dcs dicompta micmbicns pcnncttnicnt d'cvalusr cc t3u.r. 
Toutefois. cn nisoli da faiblc taux dc rnicroorgrtnismcs cuiiiv;iblcs (moins de 576). suriout dans un milieu 
oligotroplic: conimc l a  taux souterraines. Ics n%tnts des dkornptcs nc rddcnt  qu'une fnction dc la flan.. 

G. ANNEXES: >tODIFICt\TIONS 

Notes : 

U Protocole el;pi.rimcnnl lu a ripprouvë par Xt Richrd Vill~mur. Prolcsscur au dS-prrrtcmcnt dc 
nticrobiolo~is appliquée dc ïlnstttut Armand-Fnppicr 



Filtration 

Récupération de la 
> 0.4pm 

biomasse 

Recupération de la biomasse 
comprise entre 0.2 et 0.4pm 

Filtration 

Récuperation de la biomasse 
compnse entre 0.1 et 0.2pm 

Filtration 

Biomasse < O.lpm? 

FICL'RE 1 - Filtr.itiun cn serie pour l a  r icu~icnt ion dcs fmctions d'une po~iulaiion indighc d u  eaux soutcmincs 
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des eaux souterraines 

L'hydrophobicite des cellules est un paramètre chimique important dans les phenomenes de fixation des 
cetlules aux interfaces solidelliquide, tiquid4iquide et liquiddgar La méthode d'adhérence de la 
population microbienne a un hydrocarbure aliphatique, I'hexadécane, donne une mesure simple de 
I'hydrophobicité de surface des cellules 

Matériels 

échantillon d'eau souterraine 
solution tampon (PUM) (pH 7.1): 22.2 g K:P04 ' 3Hz0, 7.26 g KHzP04,  1.8 g urée, O 2s MgS0~7H.0 
et amener à 1000 ml avec de l'eau distillèe 
tubes a essais (diamètre 12 x 75 mm) 
n-hexadicane 
mélangeur " Vonex" 
pipettes Pasteur 
cuvettes i spectrophotométrie 1.5 ml (FÏsher Semicro Cuvets, polystyrene) 
specirophotomètre 



3. Méthodologie 

5 .1 .  Préparation de la suspension microbienne 

L'échantillon d ' a u  soutemine est centrifirge à 7500 rpm pendant 20 minutes et les microorganismes 
sont resuspendus dans le tampon P ü M .  La centrifitgation et h resuspension sont effectuées deus fois. 
Privoir un volume sufisant pour le témoin, i.e. la suspension microbienne sans ajout d'hexadecane. ainsi 
que pour effectuer les analyses en triplicata. 

3 3. Préparation de l'émuls~on 

Les tubes a essais doivent être préalablement lavis à l'acide chlorhydrique (1%). Un volume de l .Z ml 
de la suspension microbienne est mis dans un tube à essai avec différents volumes d'hexadecane. compris 
entre O et 0.3 ml. En fait, le volume optimal d'hexadécane doit être detini, c'est-à-dire te volume i partir 
duquel I'absorbance mesurée est stable. a partir duquel la quantité d'hexadécane permet le mmimum 
d'adsorption des cellules. 

Les tubes sont ensuite agités pendant 120 secondes a t'aide du mclangeur. Une attente de 15 rninures 
permet la separation de la phase aqueuse ct de l'émulsion. Avec précaution, une pipette Pasteur est 
introduite dans la phase aqueuse et le volume est transfert dans une cuvette a spectrophoton#trie de 1.5 
nil 

2 . 3 .  Lecture et détermination de I'hydrophobicite 

La cuvette est introduite dans le spectrophotometre et I'absorbance est mesurée à 400 nm. Les résultats 
soni exprimes en pourcentage de diminution de la turbidité en comparaison avec te temoin dans lequel 
ïhexadecane est absent : 

I % ccliulcs adsorbées sur I'hcxadicme = (1- MAO) x 100 1 
ou A . absorbmce a 400 nrn 

.-Li. abmbance de la suspension avant l'ajout de I'hexadecane 

Les analyses sont effectuées en triplicata. 
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6. Annexes: Modifications 
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Titre: Profil physiologique d'une popuhiion indighc da eaux souicmincs via Ic syrdmc de rnicroplaqws BlOLOG 

hloîs cl&: diversiid lonciionnctle. popubtion microbienne mixte. Biolog 

LI diversirt microbienne peut se diviser cn trois ccttigorics : gCnCtique. fonciionnellc et t;lxinomique. La 
mjorid des recherches sur la biadivcrsiri ont été de nature taxinomique. Cependant dans les écosysr2mes. 13 

connaissance des changements d'xtiviris foncrionnclles bactériennes s ' a v h  primordiale. Le sysr&me de 
rnicroplqucs Biolog. conçu pour l'identification microbienne. est utilisé de plus en plus pour I'itablissement de 
profil d'utilisation de diffkrents subsvats par des populations microbiennes mixtes. L'objectif de la méthode est de 
nusurcr la diversid fonctionnelle de h population indighe d'une cm souternine Ion de 13 formation d'un biofilm 
en conditions de  laboratoire reproduisant un milieu fncturi, 

échantillon d'eau soutemine 

r eau saline stérilisée (NaCl 0.858) 

* centrifugeuse 

s p c r r o p h o t o ~ t r e  (DU 590 nrn) - chambre froide ii 10 "C 

pipettes Pasteur sririlisdes 

ir plat de Pétri 

m plaques Biolog - multipiperri: i huit conduits (8 x iml) 

embouts 5 multipipttc incolores st6rilis&s - lecteur optique pour plaques (590 nm. bIRX 
blicmplatc Rradtr, Dymtech Lribontories. 
Chantilly. VA. USA) 
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Toutes les manipulations sont effectuées stérilement. La densité optique des ichmtillons d'eau soutcmine 
doit être ajustir entre les longueurs d'ondes des standards fournis par Biolog. c'est-Mire entre 0.170 et 
0.331A. Suivant le cas. les échantillons devront être diluCs ou conccrntrls. La dilution est nidisét avcc de 
l'eau saline stinlisiir. La conccntnrion s'effcctuc en centrifugeant l'eau soutemine (7500 rprn pendant 20 
minutes) et en rcsuspendant le culot dans un volume permettant ta concentration nécessaire. 

3.2. Inocutrition des plaquis. incubation et lecture dc Iri dcnsitd optique 

Un volume de 20 ml est versi dans un plat de PEtri pour faciliter le pipetrage. Les puits des microplaques sont 
remplis avec la muftipipette Z x 75 pl. Les plaques sont incubées ii IO "C. L;\ densitt optique est lue sur le 
lecteur auromtique toutes les huit heures pendant une semaine. Lc temps d'incubation de la microplaque est 
sujet à ajustements en fonction du temps de réponse. c'est-Mire de l'apparition de 13 colontion pourpre (voir 
nEsultats). 

3.3. Préscntatian des dsultrits 

Lt test Biolog a ire dtvclopp! pour l'identification bactiriennc en tnvaillant avcc des souches pures. Son 
urilisation avec des popuhtions mixtes et en conditions indighes laisse place h de multiplrs interprdtations 
des &ultrits de diveniii fonctionnelle. 

1- La cindtique de divcloppernent de la couleur peut être determinie. Des auteun ont obtenu une courbe 
suivant un modèle logistique à trois pandtres  (Lee, Russell et al. 1995). 

2- La sornnution du nombre de substnts utilisds et des partons d'utilisation de substrats en fonction du 
temps d'incubation ont étC itudiés par Wi. Willig ct ai. (1994). 

3- Unc méthode statistique utilisant les deux premiers facteurs de l'analyse principale des composantes 
permet de comparer l'ensemble des dsultats d'une micropbqurs avec ceux des autres ichrintillons d'eau 
(O'Conncll. Lchmm c i  31. 1997). 

REFERENCES 
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O'Canncll. S. P.. R. hl. Lrhman. cr 31. (1997). biimbiolonical bfnnitnrine of Contaminsnrs in a Fnciurcd B;15..al\ 
m. In Situ and On-Site Biorcmediation. Ncw Orleans. Baticllc Prcss. 

23k, S. C.. M. R. W t i g .  ct ai. (t994). "Functional diversity of microbial comrnunities: a quantitative 
approach." Soit Bioloev and Biochrmistry 26(9): 1 1 O 1 - t 108. 

tes résultats cidessaus montrent le pourcennge d'utilisation dw 95 subsinis par une microflore indigène des 
eaux soutemincs de Montréal ainsi que d'un biofilm fortnt i IO0C. Les 95 substnts ont été regmupis en 1 1  
iyps (Table 1). La Fipue I montre Ics profils de diversité ronctionnclle de la microfiore dr t'eau souternine 
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et du biofilm: siibstratr ricltness (SI. sitbsrrare diversin, {HI er srrbsrrare eveness'lE). La méthodologie utilisée 
pour ccttc Ctude est dtcnte dans l'article : a Ulrnmicrobacteria isolûtd frorn Groundwaicr and Stimulaicd IO 

Form a Biofilm: Assessmnt of Changes in  rhc Biodiversity by Combining &netic and Funcrional 
Mrihods 1.. soumis j: Irr rcwe a Applicd and Environmntd Microbiology m le 28 juillet 1999. 

Afin d'opdmiscr la présentation des ~sultats provenant du profil physiolooiquc p r  rine rnicre~lzqvr 
BIOLOG, il est recornmandi de bien cibler l'infomtian recherchée. Par txtmpk. les nsultats d'une 
cornpuaison de plusieurs Cchruitillons provenant dc sols, entourant une source de contamination, ne seront 
pris prgsentés de la dm façon que ceux d'une compîraison de chmgetnent de divtrsiii fonctionnelle \on 
d'un biotmitcrncni. II serait également important de consulier un spicialiste cn silitisriquc afin d'inblir le 
meilleur rnitcmcnt des données, Une source additionnelle d'information sur Ir sujet est ajoutée ji I'Encadri I .  

Table 1. Substntoguild anaifsis of UMBs isolattd tmrn groundwoter and the rcsulting biofilm community 
following 7 days of incubation of the Bioog CN microplates at 10 OC in drirkness. Substmte utilization in 
guilds wilh the samc exponcn t was not significantly different (a = 95 %). 

9 Utilization within pi td  
Substnte p i ld  Groundwarcr Biofilm 
Polynun ' 60.0 100.0 
Carbahydntcs & b  

Phosphorylated Chcrnicats a 
Esters L J  

Carboxy lic Acids 
Amino Acids ' 
Alcohols * ' 
Amides L r  

Amines 
Brominmd Chcmicsls 
Aromritic Chernicals ' 

Figure 1. Community-level physiologinl profiles of UhIBs isolated from groundwater (O), and the rcsulting 
biofilm (A): substrate r ichnw fS), substntc diversity (fl), and substnte evenness (B. The Biolog GN 
micropt~tcs wcrc incubated at 10 OC in dsrkness. 





Encadré 1. Extrait du bulletin k a - ~ a d a r ,  novembre 1998 

Titre: Monitorage microbiologique d'un biotraitement par I'étrtblisserncnt d'un profil d'utilisation de substnts 

(sysremc BiologB) 

Veilleun: Nathdic Ross & Rqtan Samson 

Analyse: Ce texte présente une mithode simple, rapide et économique de diterminer des différences spatiale et 

tcrnparellc de populations miCmbiennes dans Iénvironnerncnt. Lts u~ilisations pertinentes pour un biotnitemnt 

de site coniaminc! sont 6plcrnent discutirs. 

L'utilisation du systhnc de micro-plaques BiologI9, lcquer coniicnt 95 substnts. p r m t  de diterminer des 

diffirenccs de diversité fonctionnelle, ou rn&tabolique. d'une population microbienne mixte en itablismnt un profil 

d'utilisation de substnts. Ce systéme a étC d6veloppé 3 Ibriginc pour t'identification de bactçries isolics mais son 

utilisation s'est étendue aux populations mixtes suitc aux tnvaux de Gxland and btitls (1991). Le principe de la 

méthode repose sur le drfvcloppemcnt d'une colontion pourpre suitc 5 I'oxydation des substnts permeriant la 

réduction du retnzolium violet formant un complexe pourpre imivenible. L'intensité du développernent de la 

colontion pourprc est mesude par spcctrophotornétric et Ics rfsultms sont analys6s sratistiqurmcnt pcmt tant  de 

, comparer la diversité foncrionnclle des populations microbiennes d'khrintillons di l f i r rnts ou de mêmes 

6chmtillons dont les conditions physico-chimiques ont é t t  modifitcs (Strong-Gunderson and Palumbo 1994). 

Pour les biotrjirements des sites contaminés, cinq applicrttions du sys3me Biolo@ sont documenties: 1- le 

monitonge microbiologique pendant un biotnitcrnent. 2- les rffsis ponctucIs d'une contamination sur une 

population microbienne. 3- 13 détermination de la capacité de dignd;ition microbienne d'un ichriniillon. 4- 
1 

I'utilisation comme outil d'6valuation du risque et 5- I'4iablisscmcnt des limites d'une contamination sur un site. Le 

manitongc microbiologiquc avec le systéme Biolo@ a permis de constater le changement de populatian 

microbienne (community shift) ton de Is dégradation d ' h y d m r h r c s  et d'un pesticide (Hcrrbopil) d u s  les sols ~ 
(Wunschc et al. 1995: Engelen et al. 1998). Les risultats ont Cd cornbords avec des analyses biomliculriirrs. 

1 Une Ctudc de Campbell c i  al. (1995) a montré les effets significatifs des &taux lourds Cu. Ni c i  Zn sur Ic profil 
1 

i diitilisation de substmts prir les micro-orgitnismcs d'un sol et un effet spicifique du Cu sur l'étendue de la diversitir 

microbienne. La classificjtion dcchruitillons de différents sites en fonction de leur capacité de biodtigndation de 
! 

/ lixiviats riches en phinol a été réaliXe prir le système Biolo@ montnnt une étroite relation entre Ic profil 
l 1 Gutilisaiion de subsmts et I'cxposition des échantillons 3 la source de contrminntion (Talpsep cc al. 1997,. De 



nSmc. O'Connel1 er 31. (1997) ont utilise la  technique pour i'&iblisscmnt des zones limites d'une contamination 

iu tnchloroéthyltnc dans I'eau souternine ct soutiennent que le systimt Biolofl poumient servir d'outil 

flinalvsc de risque. 

Commentaires: L'intirit de I'utiluation des micro-phques Biolofl réside dans 13 simpliciti de son application. la 

npidi t i  d'obtention des risultats et le faible investissement financier cn cornprinison avec les techniques 

biomot~ulaires. Px contre, deux défauts majeurs peuvent tire attribués 1 cette iechnique. Pnmihment. 

I ' infomtion obtenue rcflite une tendance de 1s population microbienne par rapport 3 un profii d'utilisricion de 

substnts mais ne dfterminc pas la biodivcnitcf gCnCtiqur. rcsrreignant son utilisation 3 des companisons entre 

fchantillons. Deuxitmtmcnt, k s  analyses nécessaires pour le dégagement des tendances issues des profils 

d'utilisation de substnu demandent des connaissances ilabodes des outils statistiques. En considinnt 

I'imponancc du suivi des populations microbiennes dans i'application d'un biotniremnt. cette technique possldc 

définitivement unc niche d'applications qui. couplies avec des analyses physico-chimiques et microbiolopiquçs. 

pemiiront le succks des opdntions. 
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Etrc: Efesurc dt  I'ipriisxur d'uii biofiliit p;ir iiiictowopic optiqtit 1 1 Pou cl&: biofilm ipriscur. niicmscopie optiqiic I 

La mesure dircctc dc lëpaisseur du btotilm permet de suivre le divtloppcmcnt de cc dcmier ct d'ètzblir d u  
rclattons avec dcs variables espcrirtit~itd~u chimiques. ph!3iqua cc biolosiqucs. 

2. AIATERI EL 

Microscope optique 

Imuiipc pour éct31rw le slipport sotid: si c rk i - c i  est opaquc 

biofiirn farmE sur un suppon 

3.1.  hlcsurc par microscopie 

Le support aucr 1s biofilm L T ~  instnllc sous Ir microscope. L'obj~utif f0 N (grossissemcnc t o t d  : 100 X) est 
utilisi ct mis au point sur 13 surhcc du biofiIm (Figure 1)  Puis. la position de 13 vis de mise au point fine at 
notk (Figure 2). L-objr~t i f  cst ctisi~itc dc~cmdu pour effectuer une mise au point sur Ic support. Encore une 
fois. 13 position de la vis dc mise au portit fine CS[ notk. 



Pz = position de h vis de mise au poitit fine sur lc support : 

Pt = position de la vis de niisc ;ru point titis sur Ic biofilm : 

F, = hcrcur dc convrrsioii de la ~ n d u x i o n  de 1î vis 1 s 13 distuice parcouru par l'objectif (pm) ; 

Fr = facteur dc correction pour l'indice de rtfncrion du biofilm mouillc. 

Pour k microscope Alpliaphot 7 de Sikon. Iri vis de mise au point fine ii unc graduarion dc 1 i 100. Une rotation 
de m e  vis quivaut i une distance ~ ~ ~ C O U N C  par l'objectif de 200 pm. Dans ce as, F, = 1 Fm. Le bctcur de 
correction pour l'indice de rifncrion. F,. est dc l'ordre dc 1.3. L'kn t!pc de la méthode, incluant les 
irrCplaritis du biofitiii. est d'cm tron 10 - 12 W. 

IOX 
OPjtcIiv t 



- Chncklis, W. G. et Marshrill, K. C. (1990). Biofilnq. New York, John W i l q  R: Sons. Inc. - Ross. N. ,  Dsschenis, L., Bureau, J. (accepte). Ecotosicolqial hsessrnrnt and E f f i t s  of Physico-Chcmicd 
Fricton on Biofilm Dcvetopmcnt in Gmund\\;lter Conditions. Environmentd Science and Tzchnoloev.. . - Tmlar. M. G. et Ciunckfis, W. G. (1982). D y a m i a  ofbiofilm proces. Jouml WPCF 2.. 9: 1288-1301. 

5. RESULTATS ET RECOBIBIANDATIONS 

L'cpriisseur d'un biofilm divcloppi sur une cÊmiqiit dans des conditions d 'au  souccmine ont varie de 
moins de 10 pm i plus de UO pm sur une période de 192 heures sous diffircnts facteurs ph!sico-chimiques 

Figurc 3 - Dkcloppcment d'un biorilm sur unc c6rmiquc Jans une c;tu souicrr~inc synihitiquc maintcnu i IO0C et 5 
la nuirccur. Les dcus couri>cr rnontmnt k s  cffcts signilicatirx dcs rïctcun A, B et C sur I'6paisscur du biofilm en 
runrtion du icmpx A : taux d'dimenfation en sourcc dc carbanc dans lc i.Cactcur scmi-continu (-: 2mgltn1.min. +: 
20mg/tn~min), B : type d'liintion du r&;icieur (- : agitalion ï 2110 rpm, +: barbotage i 4.2 cm%) ct C : t!-l)c dc sourcc 
dc cîrbonc (- : sïcchar~sc, + : m~lassc). 

5 . 2 .  Rccomm&tions 
La mithodc de maure dirccte de 1'Epaisscur du biofilm est simple. La fhbilite cies niwluts sen  d'autant 

plus p d e n t r  que la mesure s e n  effcctuic par Ic mëmc espirimrntstrur ou tspérimcntlitrice. 

ANNEXES: hfODIFiCAT IONS 



PROTOCOLE EXPERIMENTAL 
i 

Pmtocolc #:- P l 2  F 1 P a ~ u :  3 
Version: I 1 Date DCbut: 12 fkrier 1998 

Titre: Dcicrmination par poids sec dc 13 COI~C~.IIICII~OII d'c~opol~s;icchride en suspension 

hIou clb: EPS cn suspension 

Sous ccrtaincs conditions. il csistr. dcs bacriria prodilinnt des cuopolysacchrirides (EPS) leur permcttuit 
not;immmt de s r  fiser sur un support solide. Dcs EPS se rctrouvcnt igdtmcnt en suspension. Ccac miihodc 
pcnnet dc stiparer les bacteria des EPS et dc quantifier ces derniers. 

2. hlATERI EL 

filtres Whatmm GFiX 

suppon i filtntion stbrilist 

ctipulcs en rilumtnitim 

culturc bacteriennc 

four i 10 j °C  

dcssiccatcur 

balancc 

tuba i m t r i h g c r  stérilisés (4OmI) 

centrifiignisc 

3.1. Séprintton de la biomasse et d e  EPS a pnkipitation des EPS 

De 1s ctilturc bactcriciint.. pril~yrr 2 0  m l  stirilement ct mcnrc dms un tube i centritiigcr. Ajouter 400 pl de 
NaCI ( 5  hf). 410 ri1 dc EDTA (O 5 A l ,  cc laisser reposer 10 minutes. CcntriFUgrr pendant 20 minuta L 7500 
rpm (dapc dc scpantion) Prcndru 1 t )  rnl du su rmgmi  cf qoutçr 30 ml d'ithanol *tuni (85 % ithuiol) 



hisser reposer 10 minutes (Cwpe dc précipitation) 

3.2. Filtntion et ditcrrnination du poids sec des EPS 

Peser I r s  tilrres Whaunan s y t  eu un mitmient préalable dc dessiccation pendant 24 hcum. Filtrer la 
solution sous un \-ide rcl~rivmcnt hiblc (soit cnviron K tour du robinet de vide) et menrc te filtre i sécher dans 
le four 3 IO5 O C  pcndsnt 24 heures. Laisser refroidir le filcrc &us le dasiccritcur et le peser. L3 concmmtion 
d'EPS en suspcnsion rsr obtmuc cn soustrpmt le poids du filtre ritant filtntion de celui n e c  le precipiti. 
Cm&,. 

S. REFERENCES 

Chncklis. W G. a Marshall. K. C. (1990). Biofilms. Nmv York. John \Vil.. d: Sons, Inc. 
Hricking, A. J . ,  Ta'lor, I W. F.. Jarman. T. R. (1983). Algimtc Biosynkis by Psrt~rlanzoncrs menducm. 
Journal of Gcnrnl Microbiolocv 1, : 3473-3480. 

Ross, N.. Deschenes, L.. Buruu. J., Climmt, B., Comuu, Y., md Samson, R. (ricccpti). Ecoioxicologiu1 
Assessmcnt and Efftcts of Phyico-Chcmicd Fmors on Bmfilm Dz\eloprncnt in Groundnatcr Conditions 
Environmrnrd Scicnct and Tcchnoloq'. . 

5. RESULTATS ET RECOMAIANDATIONS 

Dalu un dispositif cspirirnmul sur le divcloppment d'un biofilm cn conditions d'mu soutemine avec une 
flore indiginc. h prodiiction d'EPS m suspension s'est 3uirot dipcnduite du taux d'dimcnution en source de 

Fipm 1 - Production J'EPS dans une mu sautertainc r~rithÉtiyuc a r e  unc flurr indigbr mdntcnue à 10°C ci i II 
nairccur. Lcs drus courbw moritrcnt I'cffct signiIhiif du Fdcl~wr h : Ir taux d'dimcnt3tion cn source tic cari)unc (- : 2 
m$m2.min. + : 2ii mp/rn'.min). 



Aprts 1s cmtrihgation. nunipulcr lLs t u b s  JILT soin pour éviter une remise en suspension des baairics du 
d u t .  

6. ANNEXES: MODIFICATIONS 



Appruuvi p i c  

1 PROTOCOLE EXPERJMENTAL 1 
Protocole #:- P 12 G ) Pages: 3 
Version: I 1 Date Dibut: 22 juin 1998 

r Auteurs: Naihalie Ross 

I 
Titre: Déiermination de la conccnmtion cn glucides par colorintétrie 

hfots c l k  glucides. colorimiuie. méthadc phdnol - acide sulfurique. méthodc de Dubois 

La méthode permet de ddtermjntr h conctntntion en glucides en solution de l'ordre du millignmme. Lc 
principe est Ic divcloppemcnt d'une cotantian jaune i onnge des sucres simples. oligosaccharides. 
polysscchriridcs ainsi que leurs dirivés suite à l'ajout de phinof et d'acide sulfurique concentk. Une courbe 
italon d'absorbrrnce du glucose ou du glucide Autiii permet de déduire 13 conccnrntion. 

tubes essais de 15 ml 

hotte chimique 

solution phino180 9 (p/p) 

acide sulfurique concentri (qualité dacfif 
95%) 

spectrophotomètrc 

bain-marie h 30°C 

pipeitr dont le volume ( 5  ml) peut ëtrc 
Cvacuit npidement 

cuvcttcs de plastique 

3.1. Courbe Stalon 

Une série de concentntions entre I O  a IM) m @ i  est sélectionnée (ex. 10. 20. 40. 80 mgiL). La lecture de 
densiii doit <ire entre 0.1 et 1.0 nrn Suivre !a procédure énumtXc à la section 3.3. Les essais sont rZdisétts 
en triplicatrr 



32. Analyses des échantillons 

L3 concentration en glucides doit se situer entre 10 ci 100 rngL (Dubois, Gilles et al. 1956). Effectuer les 
dilutions nicessaires avec de I'em distillic. Suivre la procCdun dicrite iî la secrion 3.3. Les mesures sont 
réalisées en triplicata 

33. Proddure 

Un volume d'échantillon de 2 ml est piperté dans les tubes essai. Sous la hotte chimique. ajouter 50 pl de 
phbol 80 %. Directement sur fa solution et non sur les parois des tubes. 5 ml d'acide sulfurique est ajout6 
npidrrnent pour permettre un bon d lange  (attention aux icl;iboussurcs ! ! !). hisser reposer IO minutes. 
vortexrr et mettre les tubes 10 i 20 minutes dans Ic bain-marie maintenu i 30°C. La couleur dducloppde est 
stable pour plusieurs heures. Une lecture de densi16 optique est effectuCe B 490 nm pour les hexoses et 480 nm 
pour les pentoses et acides uroniques (Dubois. Gilles et 31. 1956). 

Dubois. hf.. K. A. Gilles, c i  11. (1956). "Colurirncvic hlcthod for klcrminatirin of Sugars and Relatai Subrtanccs." An;ilvtic;rl 
28(3): 350-353. 

Ross, N.. L. Dcrchcnea c i  al. (I998). "Ecotoxicological Assessrnent and Effccts of Physicocheminl Factors on Biortltn 
Devcloprncni in Groundwatcr Conditions." En\ironmcntd Sciensc and Tcchnolony 3 3 8 ) :  1 105-1 1 1  1. 

5.1. RiSsultats de courbes &alon elfecrutes sur différents substnts commerciaux 

Courbes s tcndards substrats commetaaix 
Méthode p h é n o l d d e  sulfurique 



5.2. Suivi de 13 concentration en sourcc de carbone dans un réservoir de 1L lors du diveloppemcnt d'un 
biofilrn (Ross. Deschenes et JI. 1998). 

L 

temps (d) 
où A : taux d'dimcnrarion en source de carbone avec - : 2 mg rn" min. " et + : 20 mg ni': min. ", B : type 
d'aération avec - : agitation j: 200rpm et + : barbotage h 4.2 cm' s" et C: source de carbone avec - : 
saccharose et + : filasse. 

6. ANNEXES: hIODIFICATIONS 



Annexe 2 Caractérisation physico-chimique et microbiologique des échantillons d'eau 

souterraine de Montréal 

Croquis Q puits de pompage 

Appareillage d'échantiilomage 

Analyses des principaux composés chimiques 

Courbe de croissance des bactéries hétérotrophes totales 

Photo de microscopie par épifluorescence montrant les cellules vivables et non- 

viables 



Croquis du puits de pompage 



Appareillage d'échantillonnage 

Méthode d'échantillonnage par 
déplacement positif - membre flexible 

cnnuoleur 
du gaz 

t tube de gaz 

4- Iube d'échantillonnage 

t puits k 
- paroi de fa pompe 

clapet 

entrée d'eau 



r Analyses des principaux composés chimiques 

paramètre concentration 

( m m  

Ca 6.0 

Fe 0.4 

K 7.2 

Cl' 3.8 

Mg 375 
soi2 5483 

NO3' 3.75 

COT 3.95 

Ntotal 0.6 1 

Ptotal 0.0 L 

O [mélasse] 

A [bact. hét.] 

t 

Culture de la microflore indigène de l'eau souterraine de Montréal 



Conditions de croissance: 

- Culture en cuvée: 500 ml H20 souterraine dans un erlenmeyer (2 L), agitation 

200 rpm; 
- 2.5 ml mélasse (50 g/L), 500 pl milieu salin minimal (MSM*); 

*Composition MSM: 
solution concentration dans le milieu 

métaux traces 1 .O 

Photo de microscopie par épifluorescence montrant les cellules viables et non-viables 



Annexe 3 Caractérisation des sources de carbone pour la stimulation de micro- 

organismes indigènes des eaux souterraines 

sources de carbone COT Ntotal Ptotal 

lactose 486.5 0.003 0.282 

mélasse 365.5 0.605 5.136 

saccharose 330.0 < 0.001 0.005 

sirop de maïs 324.5 0,559 0.220 

Les courbes de dosage des glucides sont présentées en Annexe 1 



Annexe 4 Caractérisation de la céramique et du calcaire 

Composition minéralogique 

Photos de microscopie électronique 



Composition minéralogique 
- - - 

@) 

paramètre céramique calcaire 

Analyses réalisées par M. Christian Dailaire. Département des @nies civil gCologique et 

des mines. École Polytechnique de Montréal 

Microscopie électronique de la surface de la céramique 



Microscopie électronique de la surface du calcaire 



Annexe 5 Analyses supplémentaires du biofilm et de l'évaluation écotoxicologique 

+ Analyses des biofilms prélevés lors de l'étude présentée au Chapitre IV 

informaiions compMnieniaires aux malyses Bcotoxisologiques Jiscut&s du Chapitre 

IV 



Analyses des biofilms prélevés lors de l'étude présentée au Chapitre N 

Essais* COT Ntotal ~ a "  bact. hétérotrophes tot. 

(mgn) (mg/L) ( m m  ( N P P f  ml) 

1 

2 

3 

4 

5 

6 

7 

8 

1. 

. . 
11 

. . . 
111 

iv 

v 

vi 

vi i 

viii 

* : ref. Tableau 4.2 

L'ensemble de ces résultats était non significativement différent (COT : p = 0.82; Ntotd : 

p = 0,27; ca2+ : p = 0,86 et bact. hétérotrophes tot. : p = 0,30; avec a = 95%). Leurs 

moyennes sont : COT = 3,30 t 1,44 mg& Ntotai = 2,2 1 t 2,06 m a ,  ~ a ' +  = 0,74 + 0,52 
et bact. hétérotrophes tot. = 8,6 x 108 f 2,6 x 10' NPP1m.L. 



Information complémentaire aux analyses écotoxicologiques discutés au Chapitre N 

Échantillons : Tl = eau souterraine synthétique, T2 = eau sout. synt. et mélasse (3.2 

mg/L); I l  = idem suite à l'inoculation t = O j; 12 = idem après 8 jours de biostimulation; 

H l  = eau mut. synt., mélasse et PCP (10 m@). t = O j; H2 = eau sout. synt., mélasse et 

PCP après 8 jours de biostirnulation, B1 et B2 sont des échantillons de biofilms formés 

dans les réservoirs avec et sans PCP respectivement. 



(CIa, 5 et 15 min. avec Microtox) 
Client kiadrrrnt Nathdie Rosix Certificat: TE- 1495-96 ( 1 de 2) 

Ecole Polytcchniqut (ChieChimique) No. dossier: AM 1 189 
Cmtrt de R~herchc Biopm. Succ. Ccnm Ville F)(HI de cnmmz?'n'e. ?CI! "96-ct 
lw mut. Edouud Montpetit, C.P. 6079 
bionacal. (Qudbef). WC 3h7 

No.Lahtoire: 16309.1 Mcth. de pdliv.: N.D. Transpancur: Client 
Produir mu sauterraine Endmit de prilèv.: Ceolc polytechnique Mode de consenaii~n:4~C 
hClevtpjf: Client D m  de pdèv.: 151 I 1 r"96 (9hûû) 

CARIC~ÉRISTIQUES DE C~CHANT~LLON À LA RÉCEPTION 

Tcmpénnirir de I'tcttmtil10n t°C): 
Apparence de rCchantillon: 
Odeur de rdchmttllon: 
hlari&m solides dm Péchsniillon: 
Pmcnccd'air enm le couverck et khantillon: 

--- - 

CARACT f RISTIQUES DE L'~CHANTI LLON AVANT t'ESSAI 

10 
incolore 
inodore 
pt&tnce 
pdscncc 

Oxy~tnc diuous ( m g l ) :  
Tempcnnirt ('C): 
Cotiductivite (~mhos'cm): 
pH: 
- - --- - - - -  - --  - - - 

CARAC~EFU~~IQUES DE L'ÉCHANTILLON APR~STIWITEMERT 

Rcfircncc . BNQ. 1937. Eaux - dcimnination de de h iosiciti mithodc avec la hctiric bioluminextnte Vibrio fihcri. NQ 3600- 
105;87- 1 1-30. 

C l 6  Concentniion inhibitrice qui dduit 1) biolumincsccncc de 50% 
CI,: Conccnlniion inhibitrice qui rtduir la biolumincxcncc de Z E ' r  
lC95?~0. Iiiiemllc de conîijncr Q 95'6. 
N D.: Non dCicrminC 
NA.: Non applic~bic 

n 

10.2 
'O 

3500 
8.9 

Tniterneni de Pkhantillon: 
Oxyphe d'wus (m yL): 
Tempiniutc ( O C ) :  

ConduciivitC (pmhoslcm): 
pH: 

No. 
èch. 
client 

TI 

e 

DATE: Lc IZ d ~ m b r c  1996 

aucun 
NIA 
NIA 
NIA 
NIA 

hcqu Burcau. htSc DEA. 
Appuvc +-? 

RESULTATS 
D a c  

rtccpiion 
(heure) 

25'1 L'96 
( IOh00) 

D m  
&mal? se 
(hcufc) 

25I l LW 
(13h10) 

Organisme 
&essai 

b'ibrioftswr~ 

CI,-5 min 
(?Ah vlv) 

> 49.5 

CI,-ISmin 
(?4. vlv) 

> 49.5 

CI,-5 min 
(0.6. VJY) 

> 49.5 

Cf,-ISmin 
(*S. v/v) 

> 49.5 



A n a l e x J a c .  
CERTIFICAT D'ESSAI DE TOXICITÉ 

(CISa, S et 15 min. avec bticrotox) 
Clienç hldiune Nathdit Ross Cenilicat: TE-1495-96 (1 de 2) 

~ c o l c  Polytechnique (ChicChimique) No. dossier: Ah! 1 189 
Ccnvt dc Rtchcrchc Biopro. Succ. Centre Villc n -.. Yi: ;üama~dc. PCûi223Ci-(;ï 
2900 bout Ë d a u d  Montpetit. C.P. 6079 
iklonrrid (Québec). H X  ;A7 

No.labmtok: 164 IO. 1 hléth. dc prdév.: N.D. Tmsporrcur. Client 
Produit mu souteminc Endroit de prdév.: ho le  poly~echniquc Mode de conxrv;ition:JaC 
PrclevC pr. CIicnr Dale de p t d h . :  2511 1196 (9h00) 

CARACTÉRIST~QUES DE ~BCHANTILLON LA R~CEPTION 

Tempinnim de rtthrintillon ("Cl: 
Apparmcc de ~iehaniilion: 
Odeur de Ech;tntillon: 
h h t i t m  solida daiu l'échantillon: 
Présence &air ente le cauvmlc er I'échantilton: 

' ûxyghc dissous (mgtLI: 
Tmpinnirc (*Cl: 
Conduciiviti (pmhor'cm): 
pH: 

10 
bnin 

indom 
prhnce  
prixncc 

9.0 
20 

4 500  
8.1 

Tr;iitrment de Pkhmtillon: 
Oxy&ne dmour (m$'L): 
Tempfnnirc (OC): 
Conduciivitt (pmhos'cm): 
pH: 

DATE: Le II. d&cmbrc 1996 

CARICT~RISTIQUES DE L~ÉCZCSNT~LLON AVANT L'ESSAI 

L 

CARAC~ÉRIS~IQ~ES DE L'~CHA;YTILL~N A P R ~  TRAITEMENT 

aucun 
NIA 
NIA 
NIA 

1 Nf A 

F-IiVCd'm 1.' 
A mim ~ J ~ ~ ~ ~ ~ ~ r h c I ~ n t  le ~)Pnillwnmw~I r n < h p ~ l u q u j u < L ç * c  na~rmlrl:~uncr\rmaui)tr(rrat 

p~Unrm~lm<miJriUpin Tuuw~hmRiUkou~hcr tmtnr t ioruaanunai r>r in+rcr  

3025. Mantee St-Aubut. Laval [Quobec) Canada H ï L  JE4 Tel.. 15141 6û2-32j0 Fa#. (Sia) 582.6995 
9 t J  nie C u W .  Lava {Quebeo Canaaa H7S 2H6 Td (Fit41 682-3240 Fax (SI$) 669-7544 

R ~ U L T A T S  

Rifirence : BNQ. 1987. Eaux - ddtenninaiion de de lit rosicitt mtthode avec la bciine biolumincsccnte Vibrio fihcri. NQ 3600- 
f 05/87-1 !-?O. 

C L  Conccntraticm inhibitrice qui d u i t  la bioluminesccncc de 50%. 
Cl,: Conccnmtion inhibitrice qui d u i t  la biolurnincsccnce de 2Ook 
IO)5*& Inicrvallc de confimce 3 95%. 
ND.. Non dcrcrrnini 
NA.: Non applicable 

No. 
Cch. 

client 

t.2 

t 

Cf,-ISmin 
(ia, vh)  

45 I (34.7-58.5) 

CIw-l Smin 
(96. v l v )  

> 49.5 

Date 
rtccpiion 
(heure) 

?VI 1196 
(IOhW) 

CIw-5 min 
('6. v!v) 

49.5 

Date 
Gan~lyse 
(heure) 

151 1 11'96 
( i 3 h W  

' CIs-5 min 
(K. v/v) 

4f .J  (46.34s. l) 

Organisme 
dmi 

bibrw ftkn 



dn.k. Jn. 

CERTIFICAT D'ESSAI DE TOMCITE 
(CIg, 5 et 15 min. avec blicrotox) 

Client: k t d m t  Nathalic Rass Certificat TE4 49 1-96 ( 1  de 1 )  
École Polytechnique (CCnicChimiqur) No. dossier. A M  1/89 
Cenue de Rccherchc Ri)ri-. 5wc C~nrri: '!i!!: aon ac commande: ECO 12296-GC 
2900 boul. Edauard Xfonrpctii. C.P. 6079 
hfanad. (Quék),  I4G IG6 

No.hbontoirc: 165 1 1.1 httrh. de prdiv.: N. D. Tr;inspancur: Client 
Produit: au mutmine Endroi! de prdltv.: «ofe pulytcchnique blodc de consm1tion:4"C 
PrélcvC par Clicnt B ! c  de prdlév.: 25'1 1/96 (9h00) 

CARA~~IUSTIQIJES DE ~ECHANTILLON À W R ~ E P T I O N  

, PH. 1 NIA 

R ~ U L T A T S  

TmpCrjwrc de l'khuitillon ('C): 
Appiimict de Echaniillon: 
Odeur de i 'khiillon: 
FIari&rrs solides dans i'tchsniillon: 
-cc d'sir entre le couvercle ct i'khjn~iltoo: 

Tnitcmcnt de l'&hmtillon: 
Oxyghe disous (mg%): 
Tcmpinrurc ("O' 
Conductivire (pmh~crn): 

10 
bntn 

inodore 
présence 
prbtnce 

aucun 
NlA 
NIA 
NIA 

DATE: Le 12 dCrmbn 1996 

CARACTER~~~IQUES DE ~ECHAN~ILLON AVAKT L'ESSAI 

No 
i ch  

clirnl 

If 

* 

OxygPne dissous (ma) :  
Tcmpcnrurc ('CI: 
Conductivitt (pmh~~crn): 
pH: 

Rckcncc : BNQ. 1987. Eaux - ditcrmin3iion de dc h ioxiciti rntihoâe avec la bxiir ic biolurnindcente Vibrio fishcri. NQ 3600- 
205187-1 1-30. 

CI,: Conconinrion inhibitrice qui Mu i t  la biolumintrccnce de 5 0 Y ,  
cl$ Concentniion inhibiiricc qui Mu i t  la bioluminescence de Iû%. 
ICclS".: Inicrvalle de confiance i 95%. 
N.D.: Non ditermini 
N A.: Non applicable 

Date 
r2ccprion 
(heure) 

751 I IlP6 
( IOhûû) 

Date 
ffancilysc 
(hnirc) 

25l11.96 
(14h05) 

9.1 
20 

4500 
8.1 

Organisme 
~~i 

Cïbria fukri 

CI,-5 min 
(0%. viv) 

> 49.5 

Cl,- t h i n  
(Ob. viv)  

> 49.5 

CI3-5 min 
(M. vlv)  

4 5 3  130 547.4) 

CI3-ISmin 
(%. vlv) 

m i ~ o  343.4,  



Ad?, a ,  

CERTIFICAT D'ESSAI DE TOXICITE 
(CIS, 5 et 15 min. avec hticrotox) 

Client M a h c  Nahalie Ross Ccnifiac TE- 1 491-96 ( I dt 1) 
h o l e  Polvtcchniqut fCCnicChimiqw? 3 .  6 :  A!,!! ! $3 
Ccnm dc R~hcrche Biopro, Succ. Cmat Vi l l t  Ban dc cornmade: BCO 11296-GC 
2900 bouf. Edouvd hfontpctit. C.P. 6079 
htonrrkil. (Qutbcc). H3C ;A7 

?Jo.labanfoire: 164 12.1 hlCtb de pdltv.: N.D. Tmponcur Client 
Roduit: mu souterninc Endroit de pdkv.: &ole polpchnique Mode dt  consen~don:JaC 
PrtlcvC par Client Date de prtltv.: 2 9  1 1/96 (9h00) 

I c~RAcrt~lsrrquEs DE L~CHANTILLON jr LA R ~ C E ~ I O I V  

pH: I 8.2 

CARACT~RISIIQUES DE C~HANTILLON A P R ~  TRAfTEhtENT 

Tmptr;trure dc Pkhmtillon ('C): 
A pprcncc dc Fichantillon: 
Odtur dc Pkhr i l l on :  
hlvitrcs solides dam Ptchantillon: 
Prtstnce dbir enm le couvcrclc cr I'tchmtillon: 

Tni~cment de Pkhrntitlon: iiucun 
Oxygtnt dissow (mi&): EUA 
Ternpiramre ("C): NIA 
Conductivitt (pmhodcm ): Nf A 
pH: NIA 

10 
brun 

inodorc 
prCxnce 
prbencc 

DATE Cc I2  diccmbre 1996 

CARACT~RISTIQUES DE L~ECHANTILLON AVANT CESSAI 

Oxygknr: dkous (rngit): 
Temperature ("C): 
ConductivitC [)rmhos/cm): 

No. 
&h. 

client 

12 

9.3 
20 

3 500 

RCfcrcnce : BNQ, 1987. h u x  - dCtcrminarion de de la toxicit6 mCthodc avcc h bacttrie biolumincsccntc Vibrio f t e r i .  NO 3600- 
205187- 1 1-30. 

Cl,: Conccntntion inhibitricc qui dduit h biolurninesccncc dc 50% 
CIS Concmu;uion inhibitrice qui riduit la biolurninesccncc dc 20% 
IC95%: lnrervalle de confiance ;i 959b. 
N.D : Non dttermint 
N.A.: Non applicable -, (- 

Date 
rkcption 
(hturc) 

251 t ti96 
( I Oh00) 

Date 
tianal,-x 
(heurt) 

3 i l  l:96 
( 141130) 

Organisme 
d w i  

l'ibr:ofiheri 

Clw-5 min 
( O k  vtv) 

13 3 (121-1.1.6) 

C1,- I Smin 
(Oh. v!v) 

8.4 (7.5-9.4) 

CIg-5 min 
(?C. vlv) 

4.5 (3.7-5.61 

C1,- I Smin 
(9.0. v/v) 

2.9 (2.6-3.31 



(CIM, 5 et 15 min. avcc Microtox) 
Client: h l ; ~ h i c  Njthsiie Ross Ccnificat: TE- 1495-% (I dt 2) 

l?colc Poly technique (GinicChimiquc) No. dossicr: A M  I 189 
Cenue dc Reehcrrhc Biopro. Succ. Ccnm Ville Bon dc cornmandc: BCO I 2296-GC 
1900 boul. edouud hlontpctit. C.P. 6079 
hlonmkl. (Quebec). H3C 3A7 

No.lahn~oin: 16.119. I CICth. dc prdkv.: N.D. Tmportcur: Client 
M u i c  eau mutemine Enrimit dc prtlb.: &ole potytechnique htodc dc conserv;uion:J0C 
Pri l tvi  py: Client Date de ~rt l i?~.: OW396 (9h00) 

CA~~CI'ERISTIQUES DE L'F~HANTILLON LA R~EPTION 

Ternpkmre dc Ptchantil ton ('C): 
Appmcc de I'ichmrillon: 
Odeur de rkhmrilton: 
Xlsitra salida dYls I'6shanrillon: 
Prbncc &air cnm Ic couvcrclc ct Ikhsntillon: 

-- - - - 

CARACT~RISTIQUES DE L~~CHANTILLON A P R ~  TRAITEMENT 

C1,: 
Cl$ 
IC95%; 
N.D.: 
N.A.: 

9 
btun 

inodorc 
prCxnce 
presence 

Tmiterncm dc rkhantillon: 
Oxygcnc d k u s  (mgW 
Tm~nrurc (T): 
ConducrivitC (pmhoslcm): 
pH: 

No. 
ich. 

client 

BNQ. 1987. Eaun - dderminalion dc dc Is toxicit6 rnCthodc avcc la bactiric biolurnincxcnrc Vibrio fshtri. NQ 2600- 
1,05187-11-30. 
Concentration inhibitricc qui d u i t  la biolurnincsccnce de 50%. 
Concentration inhibitrice qui riduir la biolumintxtncc dc !W/a 
tnrervallc dt confimcc 3 95" i. 
Non de~cnnind 
Non ~pplicablc 

ilucun 
NIA 
N/A 
M A  
NiA 

DATE: LC I Z dkcmbrc 1996 

CARACT~RISTIQUES DE L'~?CHANTILLON AVANT L'ESSAI 

R ~ U L T A T S  

Da~c 
rtccprion 
(Itcur?) 

Appmuvi par: 

Osygjne dissow (rnp/L): 
TcmptrJtutt ('C): 
Conductivili (pmhodcrn): 
pH: 

2.6 
I 5  

9000 
5.8 

Date 
bandy sc 
(heure) 

Orgmbme 
d'css~i 

CI,-5 min 
(YO. vlv) 

CIS-I Smin 
(% vlv)  

CIS-5 rnin 
(%. VIV) 

C1,-I5min 
(%, vf v) 



CERTIFICAT D'ESSAI DE TOXICITE 
(CIH), 5 et 15 min, avcc bIicrotox) 

Ctimt: hladamt Nathalie Ross Cenificar: TE- 1496-96 ( l de 2) 
Eeoic Poiy tahique (CCnBCSimQ~e) No. dossier: Ab1 1 189 
Centre de R~herche Biopro. Succ. Centre Ville Bon de commmde: biu 1 U38-X 
2900 boul. Edausrd htantpctit. C.P. 6079 
Monrréd. (Quebec), H X  jA7 

No.labontoire 1MjO.l Mith. de prèlb.: ND. Tnnsporteur: Clicni 
Pmduii: a u  soutemine Endmit de prttév.: école polytechnique Mode de consm~iion:JeC 
Pdlevd par: Client Date de prélèv.: Ml1 m6 (9h00) 

CARAC~ËRIST~QUES DE L+~?CHMITIUON A U R~CEPTION 

TempCnrurc de i'tchmrillon (Tl: 
Apparence de rtchuitillon: 
Odeur de féchmtillon: 
hlatiltm solides dans i'échantillon: 
Pnisencc d'air entre lc couvcrclc et l'khjn~illon: 

Tniternent de rcchmiii ton: 
Onygènc dissous (mgt): 
TmpCnturt (Tl: 
ConductivitC (pmhos'cm): 
OH: 

DATE: Le I Z dicembre 1996 

9 
brun 

inodore 
prtsenct 
prbcnce 

aucun 
NIA 
NIA 
NIA 
NIA 

- - - - 

R~SULTATS 

3025. htontee Sr-A&n. Larat (Queaecl Canada H7L JE4 Tel.: (514) E8Z-3240 -Fat (5 i4)  682.6995 
914. me C~nard. tarat Ouebecl Canada H7S t H 6  Tei (5 t 4  682-3240 -Fax: (5131 669-7 5 j4  

CARA~ÉRISTIQUES DE L~ÉC)CINTILLON AVANT L~ESSAI 

OxygCne dissous (mgit): 
Tcmpénnire ('C): 
ConductivitC (pmhoYcm): 

C!#-5 min 
(Yi, vtv) 

15.6 (14.4-17.0) 

CIw-15min 
(?& v h )  

11.0 (9 8-114) 

1.5 
15 
8500 

* 

Otgsnismc 
desai 

trbrrgfihc.ri 

1 

DUC 
dandyse 
(heure) 

5/1396 
(13h00) 

CI,-5 min 
(y*. vlv) 

5.2(4.5-6.0) 

No. 
ich. 
clicnr 

H-2 

Rdfèrencc : I3NQ. 1987. Eaux - dèicninalian de de la toxiciiC mdthode avec b bact6ric biolumincscenic Vibrîo f&tri. NQ 3600- 
iO5i87-11-50. 

CL& Conccntntion inhibitrice qui rtduit la bialuminncence de 93%. 
C I 6  Cancenarion inhibitrice qui riduit la  bioluminescence de 20%. 
I 0 5 k  lnrcrvdlc de conliance i 95%. 
ND.: Non ditcrmini 
S.A.: Non appliable 

CI,-I5min 
(%. viv) 

4.2 (3.&$.0) 

Date 
riception 
(heure) 

4' 1 296 
(10h00) 



BNQ, 1987. hut - déicnnin~tion de de la ioxiciiC mithodc avec la bactfie biolurnincscente Vibrio fiai. NQ 3600- 
2OSiSf -1 1-30. 
Concrnmiion inhibitrice qui d u i t  la bialumincsccncc de 5û%. 
Conccnmiion inhibitrice qui d u i t  la bioluminacence de ?û%. 
Intervalle de confiance ji 95%. 

N.D.: Non d t im inC 
NA.: Non applicable 

Amz[exJac.  
CERTIFICAT D'ESSAI DE TOXICITE 

(Clg, S er 15 min. avec Microtox) 
Client: b l j d m c  Nathdie ROSS Certificat TE- 1497-96 (1 dc 2 )  

Ecole Polytechnique (ChicChimique) bio. fi>uier: Ah! i 
Ccnm de Rcchcrchc Biopm, Succ. Cenm Ville Bon de commmdc: BCO 11196-GC 
29Oû h u l .  Edauud blonrperit. C.P. 6079 
Elontri;il. (Qutbec). HZC ;A7 

No.labonroirt: 1633 1.1 hlith. de pdl&v.: N.D. Transporteur: Ctient 
Prtxiuit: eau souternine Endroit de p d l h . :  icole polytechnique h t d e  de c o n s c m t i 0 ~ 4 ~ C  
P&vC psr: Clicni D;iit de préltvr MI 12196 (9h00) 

i 

CARACTÉRISTIQUES DE L ' I ~ H A ~ ~ L L O N  À LA R ~ E P T I O N  

DATE: Le IZ  dicmbrc 1996 

TcmpCnm de Pçtiiuitillon ("C): 
Appmncc de Ptichmtillon: 
Odeur de Pkhantitlon: 
h l a i h  d i d a  dans Pkhantillon: 
R k n c c  &air cnnr le couvcrclc et rtchmtillon: 

Approuve par: 

9 
incolon 
inodo~c 
p&mcc 
pnknce 

1025. htontee SI-Auhin Lavat (Quebec) CanddJ H7L 4E4 Tel : (5 14) 682-3240 - Fax (5 14) 682 6995 
91 J. rue Cunard Lava: (Ouebec) HïS 2H6 Tel iS14) 682-32J0 -Fax. (5141 ê69-7544 

CAIUCI~~ISTXQUES DE L'ÈCHANTILLON A V N V  L'ESSAI 

Oir&ne dissous (mg$): 
Tcni@nnirc (OC): 
ConductiviiC (prnhos'cm): 
pH: 

9.0 
15 

13500 
7 2  

I 

CAEUC~ÉRISTIQUES DE L'ÉCHAKTILLON AP- TRAITEMENT 

Traitment de richantilton: 
Oxy#ne dissous (mg%): 
Tcmp&mrurc ("O: 
Conductivitk I pmhoskm): 
pH; 

aucun 
NIA 
NfA 
NIA 
NIA 

RI~ULTATS 

No. 
k h .  

client 

B- i 

Date 
bruirilyse 
(har t )  

9 12/96 
(l4h30) 

Date 
kccption 
(heure) 

4; 1 2.96 
( I Oh00) 

Organisme 
b a i  

k'ibrio fukri 

Clw5 min 
(Y,, vlv) 

49.5 

Clw-1 Smin 
(9%. vlv) 

> 49.5 

CIs-5 min 
(9.. v!v) 

> 49.5 

Cls-15min 
(?'O. vlv) 

> 49.5 



(CIMI 5 et 15 min. avec Microtox) 
Clicnç hladamc N~thalie Ross Cenificar TE-1.198-96 ( 1 de 2) 

f cote Polytechnique (CLnieChimiqur) No. dossier A M  1 189 
Centre de Recherche Bioora. Succ. Cenm Ville !CC .'L ZCZEXO: x2!?2?5-GC 
2900 boul. Edouud blontpctit C.P. 6079 
hlantr6al. (QuCbec). H3C 3A7 

No.bbonroirc: 1Q33 1 hlCth de ptiliv.: N.D. Tnnsponcur: Client 
Produit: mu soutemine Endroit de priltv.: k a l e  polytechnique Mode de constrv~iion:4OC 
Prt l tv i  par Client Date de pdèv.: W/11/96 (9h00) 

CARACT~?RJSTIQUES DE L'~CHANTILLON À U RÉCEPTION 

Températurc de Péch~itillon ( O C ) :  9 
A p p n c e  de ttchmtillon: incolort 
Odeur de Pichti l lon: inodore 
L lat ihs solida druu i'échantillon: pdsence 
Prixncc Uair cnm le couvnclt et Péchmtillon: ptçscnce 

CARICX~RISTIQUES DE L'I~HANI'ILLON AVAKT L'ESSAI 

Oxy$ne dius (mg%): t 0.0 
Ternpérriture ( O C ) :  15 
Conduccivite (prnh~cm):  13500 
pH; 7.0 

CARAC~BRISTIQUES DE L'ECHAMILLON AP& TRAITEMEIYT 

Tniicmcnt de Pichmtillon: aucun 
O w g h t  d ï m  (rnfl): NIA 
TernpCr~wrc (OC): N. A 
ConJuctivitC (pmhodcm): NIA 

- 

1 NIA 

' Analex -c. 

CERTIFICAT D'ESSAI DE TONCITE 

No. Date Dac Organisme CI,-5 min CI,- 1 Smin CIS-5 min CI,-15rnin 
&ch. rlception danalyx d'essai (%. viv) (O& V!V) (?/o. v/v) (%, v k )  

client ihcure) (heure) 

N.D.: 
N A.: 

- 

BNQ. 1987. Eaux - dcfterminarion de de 1s ioxicitcf méthode avec h hctir ie biolumincscente Vibrio fshtri. NQ 3600- 
705/87-11-30. 
Concentration inhibitrice qui réduit la biolumincxmce de 5096. 
Concentration inhibitrice qui d u i t  la biolumin~ccncc de 20%. 
lntervalk de confiance h 9591. 
Non detemine 
Non applicable 

DATE: Le 1 2 diccmbrc 19% 

r-iOoEd~rm 1.2 

3025. hkctee S!-Aubln. Laval (Quebec) Cairacta H ï L  43 Tel : 15iqM2-3240. F a  (514) 682-6995 
9!4. ut Cunard. Lavai iOuebec) Canada HZ3 2H6 Tel . (514) 682-3240 . Far- (512) 669-7554 



1 h a l e r  s.. 
' I CERTIFICAT D'ESSAI DE TOXICIT~ (INHIBITION DE LA CROISSANCE AVEC L'ALGUE VERTE) 

Clicni: Ms&me Nathdie ROSS 
iroic Poi>tccnniquz iGënit ciiimiquci 
Ccnm de ~ h c r c h c  Biopro. SUCE. Ccnm Ville 
?m. bout. Edoud Monipetir. C.P. 6079 
Flatitrial (Qc). H3C ;A7 

Certificat : TE-1499-96 ( 1  de 2) . * c .  AD;- i :SZ: 
Bon de commande: BC0 lZ?%-ûC 

No. hbonioire: 16109.? Mith. de pdlçv.: N.D. Tr~nsponcur: Client 
Produit: mu souternine Endmit de pdltv: Ecok Polyteckniquc Mode de c o n x ~ t i o n :  : 4 dcsrf C 
PttlcvC par Clicnt h i e  de pdltvcmenç 1511 1/96 (9h001 

C A R A ~ ~ R J ~ ~ ~ Q U E  DE L'I~HANT~LLON À U RBCEPTION 

1 RES U LTATS 

Tcmpçmrc de I'uhuitillon ("C): 
A p p m c c  de PCch:iniillon: 
Odeur de P&fwntillon: 
hlatiircs solides &ns PichanfiIlon: 
Rtxnee d'air ennr le couvcrck et l'échantillon: 

ptl: I 5.9 

c ~ ~ u c r t ~ r s r i q u ~  DE L'~CHANTILLON A P R ~  TRATTE~~ENT 

10 
incolore 
inodore 
p&mcc 
pdsencc 

Tnitcmcnt de i'dchmtillon: 
OsygCnc dissous (mg%): 
TcmpCnturc ("0: 
Conductivité (pmhasht): 

C A R A ~ ~ ~ R I S T I Q U E  DE L'ÉCHANTILLON AVANT L'=AI 

liltrtt sur rncmbme O.JSprn 
N.A. 
N.A. 
N.A. 

CSE 
(%vtv) 

N.C. 

Mithode de ulcul:  1. ICP 2. Rang de Steel 
Réf6nrncc: Environnement Cana& 1992. Essai d'inhibition de la croissance do l'algue d'au douce Selennrfru~n 

cupricornurunt. Siric de lit Protection de I'envimnnernent, O n w a  (Ontario). Rapport SPEImm. 
Novcm brc 1992. 

CSEO: Conccnintion sans eflct o b x r v t  
ChlEO: Concenintion minimale avec effet observe. 
Cl50 ou 25: Concentration qui inhibe 50 ou 25% du panmètre rnesuri (croisncc) 
IC95?6: Intervalle de confiance 1 95%. 
CS E: Conctnintion seuil d'effet, 
N.D. Non disponible 
N.A. Non applicable 
N.C. Non cdciiIable 

C M E ~  
(?Cv/v) 

N.C. 

CISO-zh' 
(%,v/v 

(IC.95Y)) 

0.95 
(N.C.) 

CS€& 
(O/q vlv) 

N.C. 

No k h .  
Clicnt .- 
TI  

Diitc 
bmdyst 
(heure) 

291 11'96 
(16160) 

Date de 
rhpt ion 
(heure) 

25: 1 1;96 
(-I0htM-l 

Organisme &essai 

'WItnastrr,nr 
cupr ~ontririim 



CERTIFICAT D'ESSAI DE TO~UCITE 
(INHIBITION DE LX CROISSANCE AVEC L'ALGUE VERTE) 

Client: btjdynr: Nathdit Ross 
Ecole Polyechniquc (Gcnic chimique) 
Cmrn de -herche Biopro. 5ucc. Centre Ville 
2900. boul. Edoud hlontpeiit. C.P. 6079 
hionntd (Qcl, H X  3A7 

Ccnifiat : TE- 1500-96 (1 de 2 )  
No.Douier: Ahl- I l89 

Bon de commande: B C O I I Y 6 4 C  

No. Labonmire: 164 I O 2  MC*. de pdl6v.: N.D. Tnnsponeiir: Clicnt 
P d u i c  a u  souicmine Endroit de prtlév: Ecolc Pol>zechnique Mode de conservation: : 4 degri C 
PrflcvCpx Clicnt Chie de pdtévmcnt: 2 9 1  1196 i9h001 

CARACT~RISITQUE DE L'ÉCHANTILLON À LA RECEPTION 

Tcmptnmrt de î'dchmtillon (OC): . 
Apparence de i'WImtillon: 
Odeur de i'tch;mtillon: 
M a t i h  solida dans rkhaniillon: 
R&cnce d'air enirc le couvercle et Ptehmtillon: 

10 
brun 

inodore 
prisence 
prixnce 

No éch. 
Client 

T$ 

blitliodc de calcu 1: 1. ICP 2. Rang de Steel 
Référence: Environnenient Canada. 11992. Essai d'inhibition de Iri croissance de I'algue d'eau douce Selenastruni 

cnpricomirtunr. Serie de Iû Protection dc I'cnvironncmcnt Ottawa (Ontario). Rapport SPEIiRiWS, 
Novembre 1992. 

CSEO: Concentration sans effet observe. 
CMEO: Concentration minimale avec effet observC. 
CI50 ou 25: Conccntntion qui inhibe 50 ou 25% du panmétre mesuri (croissance) 
tC95%: Intervalle de confiance f 95%. 
CS€: Conccntntion seuil deffct. 
N.D. Non disponible 
N.A. Non applicable 
N.C. Non calcuhble 

Organisme dwai  

&!cnastrtrnt 
capricwnir~rirn 

C A R A C T E R ~ Q U E  DE L'ÉCHANTILLON AVANT L'ESSAI 

Chte de 
réception 
(heure) 

25; 1 11'96 
( I Oh001 

O?cyg,éne dissous (mg&): 
T m  ptjnire (OC): 

ConduciiviiC(prnho~'cm): 
pH: 

Date 
d'analyse 
(Iicure) 

3 1  1.196 
( 16h30) 

~150-'flhf 
{Vhv!v 

(IC.95%)) 

14.69 
( 13.96 - 15.681 

9.0 
10 

4500 
8.1 

cMEO? 
(!'o.v!v) 

17 

CARIC~%R~STIQUE DE L ' ~ ~ H A ~ T I L L O N  A P R ~  TRI lTEMW 

Tnitemcnt de téchimtillon: 
Oxygtne dius (rng/L): 
Tempti;iturc (OC): 
Canductivitd (prnhos'cm): 

CSEO' 
(5%. v/v) 

9 

f i l irk sur membme O.4Sprn 
N A. 
N.k 
NA. 

CSE 
(Y&v/v) 

12.4 



CERTIFICAT D'ESSAI DE TOXICITE 
(INHtBITiOiY DE LA CROISSANCE AVEC L'ALGUE VERTE) 

Client: Maticfame Nathdie Ross Cenificat : TE- 1 50 
k o l e  Polycchniquc fGCnic chimiquel 
Cenrre de ~ h c r c h c  Biopro. Succ. Cenm Ville 
7900. boui. Edoujrd Montpetit. C.P. 6079 
Montri31 (Qc). M C  jA7 

1-96 ( 1  de 2 )  
Nn r ) C U ~ i y  + \ I - l  ! gQ 

Bon de commande: BCO 12296-GC 

No. Labontoirt: 1 64 1 1.2 httrh. de prclév.: N.D. Tmporicur: Client 
Produit: mu soutemint Endroit de pdlév: tcole Polytechnique bloûr de conxmtion: : 4 degr& C 
Wlevt  py: Client Dale de pdlévcment: 9 1  1196 (9hOO) 

CARACTERISTIQUE DE L'I~HANTILLON A LA R~~EPT IoN  

TtmpCmrc de FCdwniillan (OC): 
Apparence de i'échmtillon: 
Odcur de l k h t i l l o n :  
I l lat i tm solida djlu Pichtilton: 
Rtxncc dair enm le c o u v ~ l e  c i  lichmtillon: 

- 

C,~R~CTERISTIQUE DE L~ECHA~VILLON A P R ~  TRAITE~~EKT 

Réf6rcncc: Enuironncmcnt canada. 1992. Essai d'inhibition de la croissance de i'algut d'au douce Sefenarnunt 
cupricumurict~r. Série de Iri Prutection de I'envimnncmcnt Onaiva (Ontario). Rappon SPEtIRMRS. 
Novsmbrc 1992. 

CSEO: Concentniion sans cffct absent. 
CMEO: Conccntniion minimale avec effet observe. 
CI50 ou 25: Conccnrntion qui inhibe 50 ou 25% du panmitre mesuté (croimncc) 
IC95%: Intervalle de confiance i 95%. 
CS E: Conccntntion seuii d'effet. 
N.D. Non disponible 
N.A. Non applicable 

10 
h n  

inodore 
p r k ~ ~ n c t  
p r k n e t  

Traitement de Ptchantillon: 
Oxyg2ne dissous (mg/i.): 
Tcmpénnirc (OC): 
ConductivitC (prnhoucn~): 

N.C. Non cdculable 

Daic: 17 diccmbre 1996 

Tiltde sur rnembme 0.45pm 
N.A. 
N A  
N.A. 

No tch. 
Clicnt 

II 

I 

c ~ r u c r t ~ i s r i ~ u ~  DE L'ECHANTILLON AVANT L'ESSAI 

bttthode de cdcul: 1. ICP 2. Rang dc Siccl 

&te de 
rtctption 
(heurs) 

2i;i 1196 
( l Oh00) 

Osyg&ne disous (mg/L): 
Ternpiaturc (*C): 
Conductivit~r<mhorlcm): 

Date 
&analyse 
(heure) 

75, I l  96 
I l6hj0) 

9.1 
10 

4500 

~150-7?h' 
(%,vh 

(IC.95%)) 

13.90 
(13.18 - 14.58j 

T 

Organisme d'mi 

& k m ~ r t r r r i  

c~pricornttrirm 

C ~ ~ E O :  
(O/,.v/v) 

If 

CSEO' 
(Y,. vlv) 

9 

CS€ 
(96.~1~) 

12.4 



CERTIFICAT D'ESSAI DE TOMCITE 
(INHIBITION DE LA CROISSANCE AVEC L'ALGUE VERTE) 

Clicnc Madame Nathalic Ross 
~co lc  Polytechnique (Gcnie chimique) 
Cenie de recherche Riopm. Suce. Cennc Ville 
2900. bout. Édouard blontpetii. C.P. 6079 
Monni31 (QC). H3C 3A7 

Cenifimi : TE-1 SOM6 (1 of 2 )  
No.Dossicr: Ahl-1189 

R<in de eornmmde: BCO 12296-GC 

L 

- 

I 

- 

L 

- 

I 

.. 

a 

Metliodc dc calcul: 1. ICP 2. Rang de Stec 1 
R e  fercncc: Envimnnrrncnt Canada. 1992. Essai binhibiiion de h croissance de ralguc d'mu douce Selenrrsrrtm 

cnpricorntrtirni. Strie dc la Protection de I'envimnnemcnt. Onawa (Ontario). Rapport SPEIlRhV25, 
Novembrc 1992. 

CSEO: Conccnintion sans effet observe. 
ChlEO Coiiccntntion minimale avec effet observe 
CI50 ou 25: Concentntion qui inhibe 50 ou 75% du panmitre mcsuri (croissance) 
IC95%: Intervalle de confiance 3 95%. 
CSE Concentration seuil &effet. 
N.D. Non disponible 
N.A. Non applicable 
N.C. Non cdcti table 

No. Labontoirc: 164 12.2 hlith. de pdlév.: N.D. Tmrporteur: Client 
Proriuit: eau mutmine Endroit de pdICv: Ecolc PolflKhniquc Elodc de conservation: : 4 degri C 
Prdlevc par Client Date de pri.lévcmcnç 311 Id96 (9h00) 

CARACT~MSIIQUE DE L'~CHANTILLON A W R~CEPTION 

- - 

RESU LTATS 

TmpCnnirc dc P6chrintiIlon (OC): ' 

~ p p ~ c n c c  de Pichmtillon: 
Odcur de Féchmtilion: 
h.hri&u solides dans Pkhmtillon: 
P&ncc &sir entre Ic couvercle CI tichuitillon: 

1 O 
brun 

inodore 
prCsenct 
pt tmcc 

Approuve par: 
f x q u a  dumu. M.Sc 9. 

3025. rdontee Sr-Aubtn. Limai IOuebec) Canada H7L JE4 Tel : ( 5 1 4  682-3240 Fax: (514) 682-6995 
914. rue Cunad. Lavai tûuebecl Canada HZ3 2H6 T ~ I  (514) 682-3250 * Fax. (514) 669.7% 

CA~UCT~RISTIQUE DE L'~CHANTILLON AVANT L'ESSAI 

Oxystnc dissous (mg't): 
T m ~ t w t  (OC): 
Conductivii6(~imhos/~m): 
pH: 

CSEO' 
(76, vlv) 

0.0 1 

No &ch. 
Client 

12 

9.3 
20 

4500 
8.1 

Date 
d'analyse 
(heure) 

25il 1196 
. (16h20) 

CSE 
(VS.V/V) 

0.03 

Date de 
rfception 
(heure) 

2 3  l t 8 6  
(10h00) 

CAR+\(~~RISTIQUE DE L'~?CHANTILLON A P R ~  TIULTEMEKT 

Organisme d'essai 

Svlrnasrrtrn 
capricwnt~irrm 

Traitment de i'dchurtilion: 
Oxygène dissous (rngi.1: 
TcmpCmmre ('C): 
Conductivitd (rimhoskm): 

filnçt sur rnernbmc 0.45prn 
N.A. 
N.A. 
NA. 

CISO-ch' 
(Yo.v/v 

(IC.95Yo)) 

0.22 
(0.08 - 0.46) 

CMEO' 
(%,v/v) 

0. I 



- dnalerJm.. 
CERTIFICAT D'ESSAI DE TOXICITE 

Client:  ladr rime Nathdie Ross Ccrtifiatr TE-l5lA-96(ld*?? 
Ecoic Polywcnniquc (Gaie Chimiquc) No.Douin. A M -  1 189 
Cenm de R+rchc Biapm. Succ. Cmtrc Ville Bon de commande: BCO 12296-CC 
2900 boul. Edouard hlonrpctit. C.P. 6079 
Monaifjl (Quebec). H X  3 7  

No. Labontaire 16419.2 MCh de priltv.: N.D. Tmsponcur: Client 
Roduit: tju xiuteminc Endroit de pdtv :  Ecole Polytechnique Mode de conservation: : 4 dcgrd C 
WlcvC par: Client Djte de pdlévement: U 17/96 (9h00) 

CARACT~RISTIQUE DE ~ÉCHANT~LLON A LA RECEPTION 

pH: 1 NA. 

RESULTATS 

(INHIBITlON DE LA CROISSANCE AVEC L'ALGUE VERTE) 

TemptrJnrrr de I'échjntillan ("Cl: . 
A p p ~ m c e  de l'échantillon: 
Odeur de P6chantillon: 
hlstitrcs solides dam I'dchmtillan: 
Présence &air mue le cwverclt et réchÿniillon: 

PH: I 3.8 

C A R A C T ~ R ~ ~ ~ I Q U E  DE CECHANT~LLON A P R ~  ïRMTEhIEKï 

9 
bnrn 

inodore 
prèsenct 
p&ncc 

Tniicrncnt de rtchmrillan: 
Oxyghc dissous ( m e ) :  
Trmp&anirc ("0: 
ConductivitC (pmh &cm): 

Rifkncc: Environnement Canada 1992. Essai d'inhibition de la croissance dc I'rilpuc beau douce Sdenairnrm 
capricornr~tiatt. Série de la Protection de L'environnement, Ottawa (Ontario). Rrippon SPEIIRiMRS. 
Novembre 1992. 

CSEO: Concctitniion sans effet obscruc. 
CMEO: Conccnintion minimale avec effet obxrvi. 
CISO: Conccntntion qui inhibe 50 du panmètre m o u r i  (croiswncc) 
IC95%: Intervalle de confiance ii 95%. 
CSE: Coiicenintion seuil cfetTet. 
N.D. Non disponible 
S.A. Non applicable 

filtrie sur membrane 0.4 5pm 
NA. 
NA. 
N.A. 

No k h .  
Client 

CI- l 
v 

CARACT~ RISTIQUE DE C~CHANTILLON AVANT CESSAI 

OxygCnc dissous (mg&): 
Tnnptjnry (OC): 
Conductiv~t~~mhodcm): 

hfdihode de calctil: 1.  [CP 2. Dunneit 

Drric de 
réception 

$112196 
( I Ofi00) 

2.6 
IS 

9000 

bruiril~se 
(heurs) 

4: 13'96 
f15hl5) 

e 
Organisme bcsai 

SIwasirum 
cripricornutcrm 

~150-71h' 
(?"vk 

(1~.95?%)) 

4039 
(30.10-47.21), 

- 
CSE 

(?kvlv) 

3 

CMEO: 
(0/9vlv) 

9 

CSEO' 
(Yi. vlv) 

I 



CERTIFICAT D'ESSAI DE TOXICITÉ ' (INHIBITION DE LA CROISSANCE AVEC L'ALGUE VERTE) 

Client hldune NathaIic Ross 
Ecolc Pol~cchnique (Giinie chimique) 
Centre dc qncrcnc Uiopm. Succ. Ccnm Ville 
190. boul. Edo& Montpetit. C.P. 6079 
Monht31 (Qt), H X  3.47 

Cenitkat : TE- 150-8-96 (1 de 2) 
PI'o.Donier AM- I  IR9 

Bon de commande: BCO12296CC 

Appmuvç par: 

No. Labonioie I6-GO3 Ffdrh. de pnilév.: V.O. T m  poncur: Client 
Pmduiç au soutminc Endroit de pdkv: Ecole Polyitchnique Mode de conscmtion: : J degrif C 
RCfevC prrr: Client Drue de prfltvcmmc 4 12% (9h00) 

CAIWCI'~RIS~IQUE DE L'~CHNILLON À LA R~CEPTION 

3025. klmree SI-Aubin. Laval (Orieaec) Cana& H 7 t  4E* Tel.: (5141 682-3240 -Fax. (514) 682.6995 
914. rue Cunard. Laval [ûuebec) Canada H7S 2H6 Tel (514) 6ü2-3250 -fair- (514) 669-7555 

Ternph~ lc  de l'échantillon (OC): 

Appamce de Ptehantilton: 
Odeur de r&hantiBon: 
MaiCm solides h s  PCchuitillon: 
Prfscncc d'air cnac te couve& et Péchuitiflon: 

9 
brun 

indorc 
p&nce 
prbencc 

CARACT~RISTIQUE DE L ' ~ C H A ~ I L L O N  AVANT CESSAI 

OxygCnc dissous (mgfL): 
Tcmphrurt (OC): 

Conductivité(~rnhoilcrn): 
pH: 

1.5 
15 

8500 
6.2 

CARACTÉRISTIQUE DE c ~ c ~ u H T L L O N  A P R ~  TRAlTEhtENT 

Tmitcrnmt de rtchmtillan: 
Oxygtnc dissous (rng'L): 
Tcm pémurc (*O: 
ConduciivW (prnhos'cm): 
pH: 

fil* sur rncmbmc O.-iSpm 
N A  
N.A. 
N.A. 
NA. 

RESULTATS 

No kh. 
Client 

H-2 

d 

Méthode dc calcul: 1. ICP 2. k i n g  de Steel 
Rifércncc: Environnement Canada, 1992. Essai d'inhibition de fa croissance de l'algue d'eau douce ScIenas~rirni 

cnpricomttrttnt. Sirie de la Protection de I'etivironnerncnr, Ottawa (Ontario). Rapport SPEI/Rm. 
Novembre 1992. 

CSEO Concentration sans effet obxrvi. 
CM EO: Concentration minimale avec effet observe. 
CTSO: Concentration qui inhibe 50 du panmcrre mesuni (croissance) 
IC95%: Intervalle de confiance 5 95%. 
CS&: Concentration seuil d'effet. 
N.D. Non disponible 
NA. Non 3pplicûble 

Date dc 
ritcepiion 
(heure) 

J/ f 296 
( I Oh00) 

Date 
cfuidyrc 
(heure) 

4 1  396 
( IShl9 

0rg:uiismc demi 

&Iencurrurn 
cuprreornuturn 

CSE 
(Ys,v/v) 

3 

~ 1 5 0 - T T ~ '  
(Y&v 

(fC.95%)) 

4.65 
(0.76 - 6.94) 

C M E ~  
(?/..v/v) 

9 

CSEO' 
(7% v/v) 

t 



1 CERTIFICAT D'ESSAI DE TOUCITE (INHIBITION DE LA CROISSAVCE AVEC L'ALGUE VER=) 

Client: B1;rd;unc Nathdit Ross 
Éci!c P-!y%zk$z !1+:t cki-iq-::! 
Ccnm de r+dtc Biopro. Succ. Centre Ville 
2900. bout. Edouiud h!ontpetir. C.P. 6079 
Wontdal (Qc). H;C 3A7 

No. tsborxoirt: 1643 1.2 MCih. de pdltv.: N.D. Tmponcur: Client 
Produit eau souicmine Endroit de pré!& Ecolc Polytechnique Mode de consemtion: : 4 degré C 
PrClcvt par Clicnt Dûte de prfICvemcnc 417196 (9h00) 

CARACT~R~STIQUE DE L'~CHANILLON À LA R~CEPTION 

Tcm~nturc de Ctcht ilion (Tl: 
Apparence de i'tchuitillon: 
Odeur dc Ptchjnti llon: 
Matières solides dans l'khantillon: 
Prisencc d'air entre le couvcnk n réchmtillon: 

- - -- 

CAIMC&R~ST~QUE DE L'ÉCHANTILLON APR~!STRAITEMENT 

Date: I T dktmbrt 1996 

7 

9 
incolore 
inodore 

p&ence 
pr&tnce 

Traitement dc Pkhaniillon: 
O.<yghe diuous (m&): 
T e m p h ~ r c  ('O: 
ConductivitC (pmhoz'cm): 
pH: 

No kh.  
Client 

B- I 

filrr& sur mmbme O.JSpm 
N.A. 
NA. 
NA. 
N A  

C A W C ~ ~  RISTIQUE DE L'ÉCHA~ILLON A V M  L'ESSAI 

RESULTATS 

htdhode de crilcul: 1. ICP 2. Dunnett 
Rcf&ctice: Environnement Canada, 1992. Essai &inhibition de la croisuncc de l'algue d'au douce Selenasrrum 

copricomutunt. Série de la Protection de t'envimnncmcnt, Ottawa (Ontario). Rapport S P E I W S .  
Novembre 1992. 

CSEO: Concentration sans effet observe. 
CMEO: Concentration minimale avec effet obxnÇ. 
CljO: Conccntntion qui inhibe 50 du paramCtn mesuré (croissance) 
iC95%: Intervalle de confiance à 95%. 
CSE: Conccntntion seuil d'effet. 
N.D. Non disponible 
N .A. Non applicable 

Date de 
riccption 
(heure) 

5-1396 
. (tOh00) 

Oxygene dissous (mg'i.): 
Tcrnphmc ("0 
ConductivitC(pmhoJlcm): 

9.0 
15 

l ~ 5 0 0  

Date 
ffanïilyc 
(heure) 

4'13% 
(151i15\ 

Orgmiunc desi 

Seierw~trurn 

c m - m i  
(%.v/v 

(lC.95%)) 

3 . W  

CMEO: 
(Yiv/v) 

9 
capraornulum 

C S E ~  CSE 
(Yi, dv) (%,v/v) 

I 3 
(2 1-12 - 26.55) 



CERTIFICAT D'ESSAI DE TOXTCITE ' - ' (I,,,,,, DE LA CR*, ,,CE A,, ,*,m ,,q 

ilicnt: h l m c  ~ahai ie  Ross 
~co le  Poljtcchnique (Genk chimique) 
Cenm de recherche Biopta Succ. Cenue Ville 
2900. bouL € d o d  Montpetit. C.P. 6079 
hlontrhl (Qc). M C  3A7 

Cenificar. iE- i 525-96 i i  Je 2 j 
N o . k i e r .  AM- 1 189 

Bon dc commande: ECO 12296-GC 

No. hbonrok: 16432.2 Xltth. de prétév.: N.D. Tmuponeur: Client 
Produit: a u  soutcmine Endroit de priltv: Ecotc Polytechnique Mode de corr~ervation: : 4 d e g d  C 
PrdcvCpjr: Client Djic de prdhcmcnt: 411 Z96 (9h00) 

C A R A ~ ~  RI!XIQUE DE L'BCHANTILLON A LA RECEPTION 

Tempinture de Pkhmtil!on ('C): 
App;ucnce de Péchantillon: 
Odeur de Pdchmiillon: 
Matitres solida driru Péchuitillon: 
Prknce d'air entre le couverde et Péchantillon: 

C A ~ ~ C T E R I S T ~ Q U E  DE L'ÉCHANTILLON A P R ~  TRAITEMENT 

9 
inclore 
inodore 
prisence 
p r h c e  

Tnitemcnt de rkhmtillon: 
Oxygtne dissous (mg/l): 
Tcmpi.r;intre (OC): 
ConductivitC (~lmho~cm): 

Réfthcncc: 

CSEO: 
CMEO: 
CI50: 
1C95%: 
CSE: 
N.D. 
NA. 

C A R A C ~ ~ ? R ~ I Q U E  DE L'&HANTILLON AVAKï L'ESSAI 

filuit sur membrane 0.4Spm 
N.A. 
NA. 
NA. 

No kh .  
Client 

Li 

Environnement Canada 1992. Eswi d'inhibition de la croissance de i'âlgue d'eau douce Sefencltrrum 
capricornutuin- Série de la Protection de Penvimnnement. Onatm (Ontario). Rapport SPE1/Rm, 
Novembre 1992. 
Conccnintion sans effet obxrvi. 
Concentration minimale avec effet obseni. 
Conccntntion qui inhibe 50 du paramètre nicsutt (croissance) 
Intervalle de confiance j, 95%. 
C o n c e n ~ t i o n  seuil d'effet- 
Non disponible 
Non applicable 

Date 
d';ui;ilysc 
(hcurc) 

Date de 
rtccption 
(heure) 

B-2 

3025. Montee St-Aubtn. Laml (Quebec) Canada H7L JE& Td.: 1s 14) 682-3240 Ca*: (5tJ) 682-6995 
9 t 4. rue Cunard. Laval tQuebect Canada H7S 2H6 Te4 . (514) 682-32M Fax: (5 t 4) 669-7544 

Méthode de calcul: 1. ICP 2. Rjng de Steel 

4! 1 ï i96 
( 1 Oh00) 

Organisme desai 

(IC.95%)1 

C S E ~  
(96. vlv) 

U 1396 
(ISh15) 

~150-72h' 
('?'%vlv 

CSE 
(%.v/v) 

CMEO: 
(96.~1~) 

Werxzrnim 
caprkwnutwn 

8.0 
(7.14 - 9.87) 

9 t 3 



Annexe 6 Comparaison des fractions microbiennes du filtrat et du rétentat, issues d'une 

filtration sur une membrane de diamètre de pores 0,4 pm, effectuée lors de 

l'expérimentation sur les UMB (Chapitre V) 

Énumération des bactéries hétérotrophes et hydrophobicité de surface 

0 Comparaison de viabilité initiale et pendant la biostimulation en réservoir de L L 

0 Comparaison de la concentration d'EPS en suspension 

O Épaisseur du biofilm développé sur la céramique 

0 Développement de coloration d'une plaque Biolog GN inoculée avec les fractions 

microbiennes de l'eau et les biofilms développés sur la céramique: A: nombre de 

puits positifs et B: "Average WeU Color Development" (AWCD, mesuré au jour 7) 



Énumération des bactéries hétérotrophes et hydrophobicité de surface dans l'eau 

souterraine initialement 

analyse UMB bact. du filtrat 

hétérotrophes totales (NPP/ 100 ml) 1,65 x 10' 2,01 x loJ 
(0,32 x 10'-4.5 x 10')~ (0'33 x 10"-4,6 x IO') 

énumération directe (bact.tot I ml) 2,4 x 10' f 2,9 x loJb 1,6 x 10" & 5,4 x lo4 
4 hydrophobicité de surface (% bact. 14,3 k 1,9 19,4 k 3 3  

adhérantes sur I'hexadécane) 

': erreur standard provenant de la méthode du NPP (Annexe 1 p.199), ': écart-type 

provenant des duplicats. 

Le dénombrement des bactéries hétérotrophes montre une proportion d'UMB de 0.8%. 

En réalisant un dénombrement direct avec la méthode BacLightTM (Annexe 1 p.199). la 

proportion de UMB s'avère de 60 %. Tel que rapporté dans la littérature, ce résultat 

montre que les UMB provenant de milieux naturels sont difficilement cultivables mais 

aussi, que leur proportion peut être supérieure aux bactéries de taille «normale» (Amy et 

Morita, 1983; Decarnp et al., 1997). 



fl  Comparaison de la viabilité 

O 1 2 3 4 5 6 7 8  

temps (pur )  

temps (jours) 

Viabilité des bacteries de taille nnormale» (A) et des ultramicrobactéries (B) mesurée 

pendant une biostimulation: barres grises = proportion de cellules viables, barres blanches 

= proportion de cellules non-viables. 



L'analyses statistique de ces résultats a révélé un effet significatif du temps (p = 0,0000) 

alors que le type de bactéries n'a pas démontré de différence significative (p = O,17). 

Néanmoins, une étude attentive du graphique montre que la viabilité des UMB lors de 

l'inoculation (t = O j) était élevée, soit environ 80 % représentant 1.1 x 10' bactéries 

viablesfml et 2 . 8 ~  10" bactéries non-viableslml. Cette différence pourrait indiquer une 

modification de la membrane des bactdries en dormance, une différence qui se résorberait 

rapidement en conditions copiotrophique. 

Companison de la concentration dTEPS en suspension 

200 Y 1 6 taille normale 1 Ï 

O 1 2 3 4 5 6 7 8 9  
temps a) 

sécrétion d'EPS par les bactéries de taille normale et üMB n'était pas 

significativement différente (p = 0,57). Par contre comme l'indique le graphique, le 

temps de biostirnulation en réservoir de 1 L est un facteur significatif (p = 0,0000). 



Épaisseur du biofilm développé sur la céramique 

+ bacteries taille 
norm ale 

temps 0) 

La biostimulation a été significative pour le développement du biofilm (p = 0.0000). Les 

fractions microbiennes n'ont pas développé un biofilm d'une épaisseur significativement 

différente (p = 0,29). 

Développement d'une coloration d'une plaque Biolog GN inoculée avec les fractions 

microbiennes initiales et les biofilms développés sur la céramique: A: nombre de 

puits positifs et B:Avenge Well Color Development (AWCD, mesuré au jour 7) 

- 
1 4 taille normale - biofilm 

+bille normaîe - eau 
- t - W B - e a u  

A 
O 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24 26 28 

temps a 



AWCD 
I 

B type de substrats 
- - - - - -  - 

Le nombre de puits positifs (A) (absorbance = 1.4 x le puits témoin) était 

significativement différent entre les échantillons d'eau et de biofilm (p = 0,M). PY contre 

les types de bactéries, tant dans l'eau initialement que dans le biofilm. n'ont pas oxydés 

un nombre significativement différents de substrats de la microplaque Biolog (p = 0,39). 

Une différence significative entre l'oxydation des 1 I types de substrats a été mesurée (B) 

(p = 0,0000). 



Annexe 7 Biostimulation de microflores isolées de différentes eaux souterraines: suivi du 

pH et de l'épaisseur du b i o f h  développé sur la céramique 

DZveloppénmt Je bioTilms sur h céramique en réservoirs de 1 L 



Des microflores indigènes isolées d'eaux souterraines de Trois-Rivières et de Ville de 

Minbel ont été stimulées pour le développement de biofilms sur une céramique 

(description de l'eau souterraine de Trois-Rivières: projet de Maîtrise de (Martineau, 

Développement de biofilms sur Ir céramique en réservoirs de 1 L: épaisseur du 

biofilm (0) et pH (A) de la microflore de Trois-Rivières; épaisseur du biofilm (a) et 

pH (A) de la microflore de Ville de Mirabel. 

Ces deux microflores ont été isolées d'eaux souterraines contaminées. La présence de 

contamuiants peut expliquer le développement d'un biofilm d'épaisseur inférieure à ceux 

mesurés avec La microflore de Montréal (Chapitres IV et V). En observant la figure 

précédente, on peut constater que la microflore provenant de la région de Trois-Rivières a 

formé un biofiim plus épais que la microfiore de « Mirabel D. La présence d'hydroxydes 



de fer dans l'eau souterraine de Troig-Rivières peut avoir contribué à l'augmentation de 

l'épaisseur du biofilm sur la céramique. 



Annexe 8 Essais préliminaires de colmatage utilisant une colonne de sable 

Montage de colonnes de sable pour l'étude du biocolmatage 

Colmaagc des porcs d'une colanne de sable 



colonne 3 
4 

pompe péristaltique 
à plusieurs canaux 

Montage de colonnes de sable pour l'étude du biocolmatage 

me Conditions d'opération de l'essai préliminaire sur une colonne: 

- sable de granuIométrie : 0.5 mm 

- eau souterraine synthétique 

- température : 10 OC 

- colonne de plexiglass : diamètre 5 cm, longueur 50 cm 

- solution nutritive : 20 mg/L glucose et C :N :P = 146 :4 : 1, balancée avec de I'urée et 

phosphate de potassium 

- inoculation de la colonne avec de l'eau souterraine préalablement incubée à 30 "C 

pendant 24 hrs avec du sable 



Colmatage des pores d'une colonne de sable 



Annexe 9 Extrait du Règlement modifiant le Règlement siir les renseignements 

concernant les substances nouvelles (LCPE) 

Aïizxe XIr : icnseignemenis erig2s A i'dgiud des micro-organismes 

Annexe XVI : renseignements exigés à l'égard des micro-organismes non destinés à 

être introduits à l'extérieur d'une installation étanche ou destinés uniquement à 

l'exportation 

Annexe X W  : renseignements exigés à l'égard des micro-organismes destinés à être 

introduits dans le cadre d'une étude expérimentale sur le terrain 

Annexe VXII : renseignements exigés à l'égard des micro-organismes destinés à être 

introduits dans le site auquel ils ont été isolés 



RENSEIGNEMENTS EXIGES A L'EG.ARD DES hllCRO-ORGANIShES 

1. tes  renseignements suivants concernant te micro-orsanisme 
o) i'identification et les rensei~nements i i 'apui; 



b) les svnonvmes ainsi oue les noms communs et okimés; 
c) I'hisroriaue de la souche: 
4 la descriotion des niodifications au~onées au micro-oreanisme, indiquant notamment : 

(i) le but des modifications, 
(ii) les méthodes et le processus suivis pour les effectuer, 

, . 
(iii) les niodificatians ph6ncrty;ques cf =<r?c!ypiq,os q ~ i  CR! d&uü!f 2;: j z û t e ~ ~ ~  sü 

sous-alinka (ii), 
( iv) la stabilité des modifications visées au sous-alinea (iii), 
(v) 13 nature, la source et la fonction de tout matériel senetique inséré; 

e )  !g descriotion des méthodes uouvant semir a diffirencier et ii détecter le micro-orranisrne; 
/) la description des cancteristiaucs biolociaires et écolou,iaues du micro-oriranisrne, indiquant notamment 

(i) son cycie de vie. 
(ii) son infcciiosite. sa pathoyénicitè vis-L-vis des espèces non humaines. sa toxicité et sa 
toxigênicite, 
(iii) sa résistance aux antibiotiques et sa tolérance aux mitaux et aux pesticides, 
(iv) son rdle dans les cycles bioglochimiques. 
(v) les conditions nicessaires it sa survie, a w croissrincc et à sa réplication et les conditions qui 
[imitent ces processus, 
(vi) les mécanismes de dispersion du micro-organisme et les modes d'interaction avec les agents de 
dispersion; 

g )  la description de son mode d'action par rapport a l'utilisation a laquelle il est destiné; 
h) l'identificazion de tout brevet ou demande de brevet, selon le cas; 
I )  In disuersion Dar transfert de k n c s  de ses nnctenstiaues de ~arho~enici té vis-&vis des espèces non 
humaines. de rosiyenicire et de résistance aux antibiotiques, notamment une description : 

(i) des bases yenétiques de sa pathogenicité vis-ii-vis des espéces non humaines, de sa toxigénicité et 
de sa résistance aux antibiotiques. 
(ii) de sa capacité de trrinsfèrer des gènes, 
(iii) des conditions qui pourraient entrainer Iri dispersion de ses canctéristiques de pathogenicite 
vis-&vis des espéces non huniaines, de toxigenicité et de risistance aux antibiotiques, et le fait que 
ces conditions risquent d'exister ou non aux lieux d'introduction ou dans raire de dispersion du 
micro-orsanisrne; 

JI la description de sa re~a~i t i0n~4e0~~; lohi9ue.  

2. Les renseigements suivants concernant la fabrication et I'importation du micro-organisme : 
n) ses noms commerciaux et le nom des fabricants. im~ortateurs et vendeurs; 
h) l'identification des lieux de fabrication au Canada; 
c) l'itat ohvsiaue de la ~re~antion:,  
t/) la concentration du micro-oruanisme dans In oréoaration; 
e) l'identification et la concent ration des autres inurédients et des contaminants présents dans la 
prepantion; 
/j la viabilité dti micro-oramisrne dans la ~réoaraiion; 
g) la descrintion des méthodes recommandées Dour son entreposage et son elimination; 
h) une estimation de la atlantiié du micro-owanisrne qui a étë ou sera importée ou fabriquée au Canada, 
selon le cas. 



i )  la descriution de I'éauioement et des méthodes de fabrication ainsi que des méthodes visant le iontrole 
de la qualité et l'assurance de la qualité; 
j) la descriotion de l'eniolacement des installations de hbrication au Canada; 
k) la descriotion de la mture des reiets potentiels du micro-oreanisme en provenance des installations de 
fabric2tion au Canada ou des instaitations ou il a été ou sera importe, selon le cas, ainsi que les procédures 
de contrôle des rejets; 
1 )  la  descnotion des ~rocedes de traitement et d'dimination des déthets contenant le micro-orsanisme qui 
proviennent des installations de fabrication au Canada. 

3 Les renseignements suivants concernant l'introduction du micro-oryanisme : 
CI) i'iitilisation ri Iânuclle il est destine et celle ,i laquelle il ~ourrait  ètre destiné; 
h )  l'historique de son utilisation; 
C) une cornpraison entre l'habitat naturel du micro-organisme et l'habitat dans les lieux d'introduction 
potentiels, ainsi que la nature de la sélection qui peut s'opérer sur le micro-oryanisme dans ces lieux 
potentiels; 
c f )  la descrimion du ~rocedé d'introduction. indiritlant notamment : 

(i) la niethode d'application, 
( i i )  la quantité. la fréquence et la durée de l'application. 
(iii) les activitis relatives a L'introduction; 

r )  la  descri~tion des dans d'urgence en cas de rciet accidentel; 
j) la descriotion des methodes recommandées pour mettre fin a l'introduction du micro-oryanisme. 

4 Les renseignements suivants concernant le devenir du micro-oryanisme dans t'environnement : 
a) I'idrntificntion des es~eces de ~lanres et d'animaux suscc~tibfes d'ëtrc exposées au micro-or~anismc et, 
lorsque I'infectiosite, la pathoyeniciie vis-3-vis des upices non humaines, la toxicité et la toxi_uénicite ont 
t i t i  precisés conformément au sous-alinéa lf)(ii), l'identification des espèces réceptrices susceptib1es d'y 
Gtre esposées, 
h )  la description des habitats dans lesntrels le micro-orranisrne peut ~ersister ou ~roliférer, 
C) les nuantitis estimatives du micro-organisme dans l'air. i'eau et le sol aux points d'introduction, ainsi 
qti'une estimation des tendances de population; 
L / )  tout autre renseiqnement sur le devenir du micro-oreanisme dans l'environnement. 

5 Les renseignements suivants concernant les effets écologiques du micro-organisme : 
( 1 )  lm données des essais servant a déterminer les effets du micro-or~anisme sur : 

(i) les espèces aquatiques de plantes. d'invertébrés et de venebra susceptibles d'y ètre exposées, 
(ii) tes especes terrestres de plantes, d'invertibres et de vertébrés susceptibles d'y 6tre exposées; 

h )  le rôle du micro-orranisrne quant aux effets ecolosnues nocifs; 
C )  le risaiie. associe au micro-or~anisrne, d'imoacts environnementaux défavorables qui pourraient influer 
stir la conse~ation et l'utilisation durable de la diversitt biolo_uique. 

6 Les renseienements suivants concernant les effets du micro-organisme sur la santé humaine : 
n) toute documentation relative au r6le du micro-oreanisme fluant aux effets nocifs sur la sante humaine et 
la description des caracteristiques qui le distingent des agents pathogenes connus; 
h )  les données des essais de sensibiiite aux antibioiiques; 
C) les doilnees des essais de ~athouenicite valables pour des micro-ar~anisrnq apparentes de nature 
ant hropopat hosene; 
ci) le rimue de reactions immunolo~iatres nocives chez Ies Dersonnes exposées au micro-orsanisme; 



r )  d n o m b r e  au susce~tiblesicro-organisme et le degré 
d'exposition. 

7. Tout autre renseignement et toute donnée d'essai a I'errard du micro-oreanisme qui permettent de 
déterminer les dangers que celui-ci présente pour la santé humaine et l'environnement et dont dispose la 
personne ou ausquels elle devrait normalement avoir accés 

S. Le nom des autres organismes gouvernementaux. a I'étranrer ou au Canada, qui ont été avisés par la 
personne de In fabrication ou de l'importation du micro-organisme, et i'objet d'un tel avis. 

9. La d s c n ~ t i o n  ou la notice des arocédures d'essai suivies pour i'obtention des données d'essai. y compris 
les métliodes d'essai. Irs substances de référence ainsi que les methodes visant le contrôle de la qualité et 
l'assurance de la qualité 

RENSEIGNEMENTS EXIGES LIEG~RD DES bt1CRO-ORGANISMES NON DESTIN~S ETRE 
WTRODUITS .A L'EXTERIEUR DüNE iNSTALWTION ET.WCHE OU DEST-s 

WIQIIEMENT ;\ L'EXPORTATION 

1 .  Les renseirpements suivants concernant le micro-orpnisme : 
U) l'identification et les renseiunernents i l ' a c t~u i~  
b) les svnonvmes ainsi auc les noms communs et clérimes; 
c) l'historique de la souche; 
d) la descriotion des modificaiions apoortees au micro-or~anisme. indiquant notamment : 

( i l  le but des niodifications. 
(ii) les méthodes et te processus suivis pour les effectuer. 
(iii) les modifications phenotypiques et ginotypiques qui ont dGcoul6 du processus vise au 
sous-alinéa (ii). 
(iv) la stabilité des rnoditications visies au sous-alinéa (iii), 
(v) la nature. la source et ta fonction de tout matériel genetique inséré; 

e) la description des methodes aouvant semir a différencier et à détecter le micro-orsanisrne; 
fi la descriotion des canctéristiaues biolorticrues et écoloi!inues du micro-orsanisme, indiquant notamment 

(i) son infectiosite. sa pathogenicite vis-i-vis des espèces non humaines, sa toxicité et sa toxiyenicite. 

(ii) les conditions nicessrtires à sa survie. i sa croissance et à sa réplication et les conditions qui 
limitent ces processus; 

g)  la descriution de son mode d'action connu par rapport j, l'utilisation a laquelle il est destine; 
I r )  i'identitication de tout brevet ou demande de brevet. selon le cas. 

7. Les renseignements suivants concernant la fabrication et i'importation du micro-organisme : 
CI) ses noms commerciaux et le nom des fabricants. irnponnteu& et vendeurs; 
h )  l'identitication des lieux de fabrication au Canada; 
C )  le niveau de confinement de chaaue installation de fabrication au Canada ou de chaque installation ou le 
micro-oryanisrne a etc ou sera imponti. selon le cas, établi en conformité avec les exigences physiques et 



opérationnelles énoncées. selon le cas, dans les Lignes directrices en niatiere de biosécurite en labonroire 
ou a l'appendice K du document intitutti Giridr/inru/or Rrsrnrcit lrivulvir~g Rccornbina~~r Di\!4 rLlolrcrrlrs 
(NIH Giride1itir.s) ~ I L '  1994. publie le 5 juillet 1994 par le Depanment of Hedth and Human Senices des 
Etats-Unis dans le Federcd R e g i ~ r  (Etats-Unis), volume 59, no 127. compte tenu de lwrs modifications 
successives; 
t n  une estimation de la rtimntite du micro-ormnisrne qu.ia3iti ou sers im~onée  ou fabriquée au Canada. 
selon le cas; 
c') la descriotion de i'e~uiaement et des méthodes de fabricaiion ainsi que des méthodes visant le contr3le 
de la quaIité et l'assurance de la qualité; 
/) la descn'otion des met hodes recommandées pour son entreuosaee. 

3. Les renseiynements suivants concernant l'introduction du micro-oryanisme : 
0) I'utilisation J laauelle il est destine et celle a taauelle i l  ~ o u r n i t  ëtre destine; 
h )  I'historiaue de son utilisation. 

4 Les renseignements suivants concernant les effets du micro-organisme sur la santé humaine . 
n) toute documentation relative au rde du micro-orranisnie quant aux effets nocifs sur la santé humaine et 
la description des caractéristiques qui le distinguent des agents pathogenes connus; 
h )  les donnees des essais de sensibilité aux antibiotiaues 

5 Tout autre renseignement et toute donnée d'essai i I'èuard du micro-or~anisme qui permettent de 
determiner les dangers que celui-ci prisente pour la santé humaine et l'environnement et dont dispose la 
personne ou auxquels elle devrait normalement avoir acces 

6. Le nom des autres orqanismes gouvernementaux. ,i i'étrancer ou ait Canada, qui ont eté avisés par la 
personne de la fabrication ou de I'irnponation du micro-organisme, et l'objet d'un tel avis. 

7. La descriution ou la notice des orocédures d'essai suivies pour l'obtention des données d'essai. y compris 
les méthodes d'essai. les substances de référence ainsi que los méthodes visant tc controle de la quaiite et 
I'assurnncc de la qualité. 

RENSEIGNEMENTS EXIGES LIEGARD DES MICRO-0RGAMS;LIES DESTMS A ÊTRE 
WTRODUITS DAM LE CADRE D'UNE ETUDE EXPERIMENTALE SUR LETERRACN 

i Les renseignements suivants concernant le micro-organisme . 
a) l'identification et les renseirlnemenis a l'amui; 
h) les svnonvmes ainsi aue les noms communs et o i r imk;  
c) I'historiaue de la souche; 
cE) la descrimion des modifications au~urtées au micro-oruanisme, indiquant notamment : 

(i) le but des modifications, 
(ii) les méthodes et le processus suivis pour les effectuer. 
(iii) les modifications phènotypiques et yenotypiques qui ont dicode du processus vise au 
sous-aiinea (ii). 
(iv) la stabilite des modifications visées a u  sous-alinéa (iii). 
(v) la nature. la source et la fonction de tout matériel senerique inséré; 

L') la descrbtion des methodes Douvant semir à diffërencier et a détecter le micro-oryanisme; 



(i) son infectiosite, sa pathogenicité vis-a-vis des especes non humaines, sa toxiciti et sa toxigenicité. 

(ii) !es conditions nécessaires à sa survie. i sa croissance et a sa rCpIication et les conditions qui 
limitent ces processus. 
(iii) son cycle de vie, si le micro-organisme n'est pas indiyene, 
(iv) sa résistance aux antibiotiques et sa tolérance aux métaux et aux pesticides, si le 
micro-orsanisrne n'est pas indiyene, 
(v) son ràle dans les cycles biogeochimiques, si le  micro-organisme n'est pas indigène, 
(vi) les mécanismes de dispersion du micro-organisme et les modes d'interzction avec les agents de 
dispersion; 

g) la descn~tion de son mode d'action connu par rapport a l'objectif de l'étude expérimentale sur le terrain; 
I r )  Pidentitication de tout brevet ou demande de brevet, selon le cas; 
1 )  ~i le micro-oruanismc n'est oas indiuine. la disoersion oar transfen de cènes de ses caractéristiques de 
pathostinicite vis-&vis des espkes non humaines. de tosigénicite et de risistance aux antibiotiques. 
notamment une description : 

(i) des bases génétiques de sa pathogénicité vis-&vis des espéces non humaines, de sa toxigénicitti et 
de sa résistance aux antibiotiques. 
(ii) de sa capacité de transferer des yenes, 
(iii) des conditions qui pournient entniner Iri dispersion de ses cancterïstiques de pathoçinicité 
vis-&vis des espèces non humaines. de toxigcnicité ct de risistance aux antibiotiques, et le fait que 
ces conditions risquent d'exister ou non au site de I'èiude ou dans raire de dispersion du 
micro-orsrinisrne; 

j )  la description de sa re~artition uéoqajhiwe. 

2. Les rensei~neiiients suivants concernant la fabrication et i'importation du micro-organisme * 

CI) ses noms commerciaux et te nom des fabricants. importateurs et vendetirs, 
h )  I'ktat olivsique de la oriuantion, 
c )  la concentration du micro-orsanisrne dans la preuaration. 
4 l'identification et la concentration des autres inrredients et des contaminants présents dans la 
préparation; 
c.) la viabilité du micro-oruanisme dans ta uréparation; 
/) la description des méthodes recommandées oour son entreDosaite et  son ilimination; 
8) une estimation de la quantité du micro-oruanisme qui a été ou sen im~onee ou fribriauee au Canada, 
selon le cas. 
II) la drscriçition de l'équipement ei des méthodes de fabrication ainsi que des méthodes visant le contrôle 
de la qualite et i'assunnce de la qualité; 
1 )  la descriution de i'em~iaccment des installations de fabrication au Canada; 
j) la descriution de la nature des re-jets potentiels du micro-oriranisme en provenance des installations de 
fabrication au Canada ou des installations où il a été o u  sen  importe. selon le cas. ainsi que les procédures 
de contrde des rejets; 
k) la descn~tion des ~roctkitis de traitement et d'elimination des déchets contenant le micro-onranisrne qui 
proviennent des installations de fabrication au Canada. 

5 tes rcnseiynements suivants concernant le site de l'étude expérimentale sur le terrain : 
ct) son emulacement et une carte uéo~rauhique le situant; 



h)  sa taille; 
C )  la distance par n w o n  aux zones habitées; 
t i )  la distance par r i m o n  aux zones orotéuees; 
P )  la descri~tion di1 Davsage reolouiaue sur le site et dans les environs; 
/) la description de la diversité bioloeiaue existant sur le site et dans tes environs. indiquant notamment 

(i) I'ideniificrttion des especes menacées ou en voie d'extinction. 
(ii) lorsque l'infectiosite, la pathogenicite vis-à-vis der cspéces non humaines. la tosicité et la 
tosigenicité ont été précisies conforniément au sous-alinéa I/)(i). l'identification des especes 
recept rices; 

R) iinr com~anisan entre l'habitat naturel du micro-orranisrne ct habitat sur le site de l'étude, ainsi que la 
nature de la séfrction qui peut s'opcrcr sur le micro-organisme a cc sitc 
I r )  si le micro-orcanismr: est indicène. les données oui Ir démontrent. 

4 Les renseignements suivants concernant i'étude exp~rimentale sur le terrain . 
C I )  les obiectifs de I'itiide; 
h )  I'historiaue de l'utilisation du micro-orcanisme; 
C) la date de début et la duree; 
d) la description des méthodes de transuort du micro-arwmisme a destination et en provenance du site de 
I'ttude, 
r )  la drscrivrion des ~rocedures et des dans de l'étude, indiquant notamment . 

(i) In méthode d'application du micro-organisme, 
( i i )  la quantité. la fréquence c i  la duree de l'application du micro-organisme, 
(iii) les activités relatives 5 i'étude; 

I )  la dr=scri~tion des ~roctidures de surveillance du micro-ormnisme et de ses effets écologiques sur le site 
de l'étude. pendant et aprb celle-ci; 
g)  la descriotion des mesures de sécurité sur le site de l'étude; 
i l )  la description des plans d'urrencc en cas de reiet accidentel; 
1 )  la descri~tion des méthodes recommandées pour mettre fin a I'étude; 
j )  la descri~tion des méthodes de confinement et des conditions de biosécurité a regard du 
niicro-organisme au site de l'itude, ainsi qti'une description de leur eficacite. 

5 Les renseignements suivants concernant le devenir du micro-organisme dans I'environnement : 
( 1 )  In descri~tion des habitats dans lesciiiels le micro-orurinisme peut ~ersister ou oroliferer, 
h )  les auantitb estimatives du microsrcanisme dans I'air. l'eau et le sol aux points d'introduction, ainsi 
qu'une estimation des tendances de population; 
c) tout autre renseignement sur le devenir du micro-orranisrne dans l'environnement. 

6 Les renseignements suivants concernant les efFets écologiques du micro-organisme : 
n) le rôle du micro-orcanisme nuant aux effets kolouinues nocifs; 
h )  le risque. associe au micro-organisme. d'imoacts environnementaux défavorables qui pourraient influer 
sur la conservation et l'utilisation durable de la diversité bioloyique. 

7 Les renseignements suivants concernant les effets du micro-oryanisrne sur la santé humaine : 
I I )  tJe et 
la descrîptiort des cancieristiques qui le distinguent des ayents pathogènes connus; 
h) les donnees des essais de sensibilité aux antibioiimes. 
T) le nombre estimatif de aersonnes ntsce~ribles d'ètre esposées au micro-organisme et le deyré 
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d'exposition. 

S. Tout autre renseirnernent et toute donnie d'essai a i'érard du micro-oreanisme qui permettent de 
diterminer les dangers que celui-ci présente pour la santé humaine et l'environnement et dont dispose la 
personne ou auxquels elle devnit normalement avoir accès. 

9. Le nom des autres oruanismes - eotiverncmcniaux, à i'etranger ou au Canada, qui ont été avisés par la 
personne de la t'ribrication ou de L'impanation au micro-organisme, ct i'ubjet d'un id &S. 

10. La descriocion ou la notice des orocedures d'essai suivies pour l'obtention des données d'essai. y 
conipris les méthodes d'essai, les substances de référence ainsi que les méthodes visant le contrele de la 
qualité et l'assurance de la qualité. 

RENSEIGNE~ENTS EXIGES ri L'ÉGARD DES MICRO-ORGANISMES DEST&S A ÈTRE 
NTRODUITS DANS LE SITE DUQUEL ILS ONT ETE ISOLES 

I .  Les renseignements suivants concernant le micro-organisme : 
a) l'identification et les renseimements 1 i'aauui; 
h )  Son infectiosité. sa pathauénicité vis-l-vis des esoéces non humaines, sa toxicité et sa toxiyenicite; 
c )  la  descrimion des sous-oroduits qui résulteront vniseniblablcment de l'introduction du micro-organisme. 

2. Les rcnseiynements suivants concernant la fabrication du micro-orsanisme : 
~ r )  les données démontrant nue le micro-organisme a ire isole du site d'inrroduction; 
h )  la uabilite du micro-orennisrne dans la ~reoaration; 
c) une estimation de la auantite du micro-~rcanisme qui a été ou sen  fabricitree, selon Ic cas; 
d) !a descriotion de I'éctuioement et des rnêthodes de hbrication ainsi que des méthodes visant le controlc 
de la qualité et l'assunnce de la qualite. 
C) la descri~tjon des arocedis de traitement et d'élimination des déchets contenant le micro-organisme, 

5 .  L'emplacement dit sire d'introduction et une cane peocravhioue le situant. 

4 Les renseignements suivants concernant l'introduction du micro-or-,rinisme 
( 1 )  l'utilisation a laqiielle il est destine; 
h) la date de début et la durée; 
C) la descn~tion du ~ rocedé  d'introduction, indiquant notamment : 

( i )  la méthode d'application, 
(ii) la quantité, la fréquence et la durée de l'application. 
(iii) les activités relatives i i'introduction; 

CC) la descriution des méthodes de continernent et des conditions de biosecurite a l'égard du 
micro-orsanisrne au site d'introduction. ainsi qu'une description de leur eficacite. 

5 Les renseignements suivants concernant les effets du micro-oryanisme sur la santé humaine : 
o) tolite documentation relative au rôle du micro-or~anisrne quant aux effets nocifs sur la santé humaine et 
la description des cancténstiques qui le distinguent des ayents pathogènes connus; 
b) le nombre estimatif de Dersonnes nisceotibles d'ëtre exaosées au micro-orgnisme et le deyre 
d'esposition 



6. Tout autre renseienement et toute donn6e d'essai i I'igard du micro-oreanisme qui permettent de 
dèterrniner les dangers que cdui-ci prisente pour la sante humaine et l'en\<ronnement et dont dispose la 
personne ou auxquels elle devrait normalemenr avoir accès. 

7. Le nom des autres oreanismes gouvernementaux. à I'etraneer ou au Canada, qui ont I t c  avisés par la 
personne de la fabrication ou de Pimponation du micro-organisme, et l'objet d'un tel avis. 

S. La descrbtion ou la notice des urocédures d'essai suivies pour I'obtenrion des donnees d'essai. y compris 
les méthodes d'essai, les substances de réfèrence ainsi que les mithodes visant le contrôle de la qualité et 
l'assurance de la qualite. 




