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RESUME

La complexité de I'écoulement des contaminants dans les rocs fracturés ainsi que les
colits associés a 1’excavation diminuent considérablement les alternatives de restauration.
Parmi ces alternatives, le confinement de la contamination par des barriéres physiques
s’avére problématique en raison de la difficulté d’atteindre les fractures et la toxicité de
certains matériaux. En matiére de technologie de décontamination, et particuliérement
dans le cas des biotechnologies, les notions d’écotoxicité et de préservation de la
biodiversité doivent étre prises en considération pour satisfaire aux exigences des lois et

des politiques environnementales canadiennes.

Une biobarriére in situ est envisagée pour le confinement des contaminants dans un
aquifére de roc ayant des ouvertures de fractures entre 10! et 10° pm. Le développement
de la biobarriere consiste en une stimulation de la microflore indigéne de !’eau
souterraine. La stimulation 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 adhérent au roc et forment une matrice

appelée biofilm, dans laquelle les micro-organismes se développent.

Quoique les microflores des eaux souterraines contiennent généralement des bactéries
productrices d’EPS, les biobarriéres sont souvent formées dans les aquiféres via
I’injection de bactéries. Cette approche a montré des résultats significatifs de diminution
de conductivité hydraulique. Cependant, la faible persistance des bactéries injectées peut
amener des problémes de longévité de la biobarriere. De plus, les effets de I’injection de

bactéries sur la diversité microbienne indigéne et 1’écosystéme demeurent inconnus.

Les recherches ont été orientées par les interrogations suivantes: 1- Est-ce que le concept
des biobarri¢res, récemment utilisé dans un aquifére sablonneux, peut s’appliquer aux
milieux fracturés? 2- La biostimulation s’avére-t-elle aussi efficace pour développer une

biobarriére que I’injection de bactéries? 3- Quels sont les impacts sur la biodiversité et les
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risques écotoxicologiques d’une telle biostimulation? Les travaux ont été concentrés sur
I’application de la biostimulation dans uneperspectivede colmatage d’un aquifére de roc
fracturé, observant les changements de diversité de la microflore indigéne et les réponses

écotoxicologiques.

L'hypothése qui scus-tend le projet est la suivante: «La stimulation d’unc microflorc
indigéne de 1’eau souterraine, via I'injection de nutriments et d’accepteurs d’électrons,
permettra la croissance des cellules microbiennes et la production d’EPS, menant au
colmatage d’un milieu rocheux fracturé, lequel développement préservera l’'innocuité du
systéme.» 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 biostimulation par I'utilisation de deux biotests, comparant les
réponses €cotoxiques de différents échantillons témoins, d’eau et de biofilms, 3-
déterminer les changements de la biodiversité génétique et fonctionnelle occasionnés par
la biostimulation en réalisant une étude comparative de la communauté microbienne
initiale de I’eau souterraine et celle dans le biofilm, en mettant I’emphase sur les
ultramicrobactéries (UMB), 4- développer un montage expérimental rocheux fracturé
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 aquifere de I’le
de Montréal, était resuspendue. Le biofilm se développait sur une plaque de céramique
immergée, simulant une surface de roc. Les nutriments y étaient injectés manuellement
sur une base journaliére. Ce montage a permis d’utiliser un plan statistique de Plackett
Burman afin de mesurer les effets de plusieurs facteurs sur la biomasse en suspension, les
EPS en suspension et I’épaisseur du biofilm (Objectifs 1 & 3, Chapitres IV et V). Le
deuxiéme montage a servi a mesurer le biocolmatage d’une fracture d’un roc calcaire

(0,05 cm X% 0,5 cm X 50 c¢m) en mesurant des variations de conductivité hydraulique de
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I’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 deuxiéme 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 P’effluent et

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

Les résultats de I’étude portant sur les facteurs physico-chimiques (Objectif 1) ont montré
que 1’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-3-dire en présence de
mélasse comme source de carbone, injectée a un taux de 20 mg m™ min”, et en
alimentation d’air par bullage (4.2 cm’ s™), le biofilm a atteint une épaisseur de 250 um,
mesurée apres six jours. L’ajout de pentachlorophénate de sodium (NaPCP) (10 mg Lt
initialement) n’a pas affecté significativement I’épaisseur du biofilm (p > 0,05). Par
contre, la biomasse dans I’eau souterraine était en moyenne de 22 % inférieure (p =
0,0131).

L’évaluation écotoxicologique (Objectif 2) a montré une inhibition de croissance de 80 %
en moyenne de l'algue verte (Selenastrum capricornutum) lorsque exposée aux
échantillons d’eau souterraine synthétique, fraichement inoculée avec la microflore
indigeéne, 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 fischeri 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 |’eau est passée de 92
mg DCO L initialement 2 4 150 mg DCO L™ aprés huit jours de biostimulation.

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

la communauté initiale d’UMB de I’eau souterraine a été comparée i la communauté
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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 I’eau et le biofilm. Le séquengage de génes ARNr 16S a permis
d’identifier des genres bactériens différents pour ces deux microflores. L’analyse de la
diversité fonctionneile (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 1’eau.

Un montage représentatif fut développé pour I’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 % aprés 22 jours de biostimulation
(Objectif 5). Un séquencage des génes ARNr 16S, isolés de I’eau souterraine, a montré
une affiliation significative avec des genres bactériens producteurs d’EPS : Cyrophaga,
Arcobacter et Rhizobium. Un suivi des parameétres microbiologiques et physico-
chimiques de [’effluent a indiqué une colonisation du roc et des conditions

oxydoréductrices élevées (= 125 mV Ag/AgCl).

L’ensemble des résultats du projet supporte |'hypothése selon laquelle une microflore
indigéne peut étre stimulée a sécréter des EPS et développer un biofilm en conditions
d’eau souterraine. La biostimulation peut €tre réalisée en injectant des nutriments simples
et économiques, telle la mélasse. Le potentiel écotoxique, d@ a I’accumulation de PMS,
demeure faible dans une perspective d’application en condition dynamique. La
biostimulation contribue a réduire le nombre d’especes bactériennes de la microflore et
parallélement, semble modifier la structure de la communpauté de fagon i ce que les
bactéries physiologiquement versatiles soient activées. A I'intérieur d’un délai d’un mdis.
la biostimulation de cette méme microflore a entrainé une diminution de deux ordres de
grandeur de la conductivité hydraulique d’une fracture ayant une ouverture 2.5 mm’.
D’autres recherches devront démontrer les aspects de persistance et de résistance de la

biobarriére en conditions dynamiques.



ABSTRACT

The complexity of contaminant movement in fractured rocks as well as the costs
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 difficulty to reach the fractures and the toxicity of certain

plugging materials.

In the matter of decontamination technologies, particularly 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 biobarrier is considered for the confinement of contaminants in a rock aquifer
having fracture openings between 10" et 10° pm. The biobarrier is developed by
stimulating the indigenous microflora of the groundwater. Stimulation. by the injection of
nutrients and electron acceptors, 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 groundwaters usually contain bacteria which produce EPS, biobarriers are
generally formed in aquifers by injection of bacteria. This approach showed significant
results in the decrease of the hydraulic conductivity. However, the low survival rate of
the injected bacteria could lead to a problem of sustainability of the biobarrier.
Furthermore, the effects of the injection of bacteria on the indigenous microflora and the

ecosystem remain unknown.

The base of research stimulated questions to be addressed: 1- Could the concept of
biobarriers, recently applied in a sand aquifer, be extended to fractured media? 2- Could



Xi

the biostimulation be as effective to develop a biobarrier 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 cells and secretion of EPS, leading to the clogging
of a fractured geological media, development of which will preserve the innocuousness.”
The objectives were: |- to measure the effects of the physico-chemical 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 biodiversity following the biostimulation by comparing
the initial microbial community 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

limestone.

To reach those objectives, two experimental approaches were used: batch and
continuous. The first apparatus consisted of 1 L reservoirs (500 mL of synthetic
groundwater) in which a microflora, isolated from groundwater of the Montreal area, was
resuspended. Biofilm developed on a ceramic coupon, which simulated a rock surface.
Nutrients were added manually every day. This apparatus allowed several physico-
chemical factors to be tested in duplicates (Objectives 1 to 3, Chapters IV and V). The
second apparatus was used to monitor the bioclogging of a fracture in limestone (0.05 x
0.5 x 50 cm) observing variations in hydraulic conductivity as low as 2 cm min™.

Initiaily, the limestone was inoculated with the microflora, using a closed-loop system.
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Secondly, the limestone 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
fracture (Objectives 4 and 5, Chapter VI).

Results of the study of the physico-chemical factors (Objective 1) 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 m” min") and sparged air injection (4.2 cm® s the
biofilm reached a thickness of 250 um 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=0.0131).

The ecotoxicogical assessment (Objective 2) showed an inhibition of 80 % of the growth
of green algae Selenastrum capricornutum when it was exposed to samples of synthetic
groundwater, freshly inoculated with indigenous microflora, as well as the samples of
biofilm 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 % of the
bioluminescence) and the production of soluble microbial products (SMP) (diminution by
half of the concentration required to inhibit 20 % of the bioluminescence). The
concentration of SMP increased from 92 to 4150 mg COD/L in eight days of

biostimulation.

The genetic diversity decreased while the functional diversity increased when comparing
UMB from the initial groundwater with the bacterial community of the biofilm
(Objective 3). Indeed, the comparison of geis showing the distribution of DNA
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fragments, indicated qualitatively 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 biofilm microflora was able to oxidize two

times more carbon source types than the UMB initially 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 % after 22 days
was measured (Objective S5). A sequencing of 165 rRNA genes, isolated from
groundwater, showed a significant affiliation with bacterial groups, known to produce
EPS: Cytophaga, Arcobacter and Rhizobium. A monitoring of microbiological and
physico-chemical parameters in the effluent indicated a colonization of the rock and a

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

The results of the project support the hypothesis being that an indigenous microflora can
be stimulated to secrete EPS and develop a biofilm in groundwater conditions. The
biostimulation can be achieved by injecting simple and economically viable nutrients,
such as molasses. The ecotoxicological potential, due to the accumulation of SMP,
remains low in the perspective of an application in continuous flow conditions. The
biostimulation contributed to reduce the nuinber of bacterial species in the microflora and
seemed to modify the structure of the community 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 an opening of 2.5 mm?. Further research
should demonstrate the aspects of persistence and resistance of the biobarrier in

continuous flow conditions.
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AVANT-PROPOS

XXvi

Ce projet doctoral se positionne dans une démarche de développement d’une biobarriere

pour le coimatage d’une nappe aquifere 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 méme des perceptions du public

envers les biotechnologies environnementales, ont tissé la toile de fond incitant a 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 indigéne

d’une eau souterraine a développer la biobarriére, parallélement 2 une évaluation des

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

résume la diffusion scientifique relative au projét.
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CHAPITRE 1
INTRODUCTION

1.1 Problématique

Le projet se rattache a la problématique d’une contamination dans une nappe aquifére de
roc fracturé. 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 I’hydrodynamique dans la matrice représentent des défis de taille
(Zimmie et Riggs, 1979). Mais encore, les technologies existantes de décontamination
s’avérent pour la plupart inapplicables soit en raison d’une limite dans I’atteinte des
contaminants ou une augmentation considérable des cofits d’opération, incluant des codts

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

La compréhension des réseaux de fractures a connu un intérét 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
aquifére rocheux a fait 1’objet de plusieurs études (Abdel-Salam et Chrysikopoulos, 1995;
Dronsfield et Silliman, 1993). Dans ce type d’aquifére, les contaminants peuvent étre
transportés par dispersion dans les fractures et par diffusion dans la matrice rocheuse
(Neretnieks et al., 1982). Les fractures servent de conduits alors que la matrice permet
P’accumulation des contaminants, pouvant étre relargués dans 1’eau souterraine sur une

grande échelle temporelle (Esposito et Thomson, 1999).

La préservation de I'intégrité des sites et des écosystémes a pris de I'ampleur depuis une
dizaine d’années amenant des considérations additionnelles 2 [’application des
biotechnologies in situ, entre autres, les effets écotoxicologiques et les impacts sur la
biodiversité. Le Ministére de I’environnement et de la faune du Québec, dans sa Politique

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



risques écotoxicologiques, estimant les «possibilités et les probabilités d’occurrence de
réponses néfastes chez un récepteur écologique en fonction de son exposition a un ou
plusieurs contaminants» (Ministére de l'environnement et de la faune, 1996). Dans un
contexte plus large que la toxicité due aux contaminants, I'évaluation écotoxicologique
des biotechnologies vérifie que |’introduction de micro-organismes ou la stimulation de
la microflore indigéne n’aménent 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 I'atmosphére 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
I’augmentation des épidémies) (Reaka-Kudla er al., 1997). Depuis septembre 1997, la
toxicité de tout produit biotechnologique « nouveau », incluant les micro-organismes,
doit étre 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 a 1’égard de !'introduction de
micro-organismes in situ demandent des études de la littérature, par exemple pour leurs
rles dans les cycles biogéochimiques, ainsi que des recherches au laboratoire ou de
terrain concernant les effets écologiques. Certaines applications biotechnologiques 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 I'addition de

substances nutritives (ex. les biobarriéres).



1.2 Concept proposé

Le concept des biobarriéres in situ représente une alternative aux techniques existantes de
restauration des nappes aquiferes en milieu rocheux fracturé (Figure 1.1 et Figure 1.2). La
biobarriére est constituée d’un biofilm, formé par les bactéries indigénes, colmatant les
fractures. Le potentiel de ce colmatage réside dans la possibilité de confinement et de
traitement d’une contamination (Bellamy er al., 1993). En effet, la densité du biofilm,
lequel peut contenir des colloides minéraux, en plus des bactéries et des
exopolysaccharides (EPS), peut amener une diminution significative de la conductivité
hydraulique (Vandevivere et Baveye, 1992). La biobarriére servirait alors de mur de
confinement. Egalement, I’activité de biodégradation 2 I'intérieur du biofilm permettrait,
dans certains cas, d’utiliser la biobarriére comme mur réactif (Characklis et Marshall,
1990).
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Le biofilm se développe dans la nappe aquifére suite a une biostimulation de la flore
indigéne via I’injection de nutriments et d’accepteurs d’électrons (Johnston et al. , 1999).
Cette injection fournit aux bactéries indigénes I'énergie nécessaire pour leur
multiplication et la sécrétion d’EPS, des molécules responsables de la structure du
biofilm (Characklis, 1981). 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 a la surface due aux forces de cisaillement, 4- une adsorption
irréversible des cellules, 5- une croissance des cellules et une sécrétion d’EPS, 6-
I'augmentation du biofilm dQ a I’attachement de cellules en suspension et des matiéres
colloidales et 7- une dynamique de détachement et de re-formation du biofilm
(Characklis et Marshall, 1990).

Plusieurs matériaux poreux ont été utilisés pour 1’étude de la formation de biofilm: un sol
contenant du silt, un sable, des billes de verre et du gravier (Bellamy er al.. 1993;
Characklis et Marshall, 1990; Cunningham et al., 1991; Davey er al.,, 1998: Dennis et
Turner, 1998; Sanchez de Lozada et al., 1994). A I'échelle laboratoire, des études de
biocolmatage, via I'injection de bactéries, ont montré une réduction de la conductivité
hydraulique causée par: 1- les cellules regroupées en amas et 2- I’accumulation d’EPS et
ce, dans différentes conditions d’oxydoréduction (Frankenberger er al., 1979; Paksy et
al., 1998; Vandevivere et Baveye, 1992; Vandevivere et Baveye, 1992). Récemment,
I’approche du colmatage d’un aquifére sablonneux via la biostimulation de la microflore
indigene a ét€ appliquée (Johnston er al., 1997; Johnston et al., 1999). Une revue 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

I’écologie du milieu (écotoxicologie et biodiversité) n’a été répertoriée.



1.3 Approche de I’étude d’innocuité

Les exigences des politiques relatives a [innocuité des biotechnologies
environnementales visent & cemer le devenir des micro-organismes injectés, leurs
impacts sur la biodiversité ainsi que le risque écotoxicologique (Environnement Canada,
1997). Quoique le concept des biobarriéres, développées suite a une biostimulation de la
microflore indigéne, ne soit pas soumis a 1’obligation de produire une Déclaration de
substances nouvelles auprés d’Environnement Canada, il importait de vérifier son

innocuité avant d’entrevoir une application in situ.

Depuis une quinzaine d’années, la recherche sur I'élaboration d’outils de mesure et
d’analyse de I'innocuité environnementale s’est intensifiée. Autant dans le domaine de
I"écotoxicologie que dans celui des impacts sur la biodiversité, I'approche d’évaluation
des effets comprend généralement une batterie de tests (Keddy er al., 1995; Paksy et al.,
1998). La majorité des études ont été effectuée dans une perspective de relier les résultats
de ces tests & une disparition de contaminants. Cependant, peu de travaux ont circonscrit
les effets de I’application d’une biotechnologie comme potentiel de toxicité (Renoux,
1996; Santini, 1998).

Dans le présent projet, I’évaluation écotoxicologique a été effectuée en utilisant des
bioessais appartenant a4 deux groupes: un organisme procaryote (Vibrio fischeri) et un
organisme eucaryote (Selenastrum capricornutum). Parallélement, la quantité de PMS,
des composés soupgonnés de générer une écotoxicité dans le milieu, a été évaluée
(Barker et Stuckey, 1999). L’observation des changements de biodiversité a porté sur les
aspects génétiques et fonctionnels de la communauté microbienne. De cette fagon, 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 indigéne.



14 Hypothése et objectifs du projet

L’hypothése soutenue dans ce projet est la suivante: « La stimulation d’une microflore

indigéne de I’eau souterraine, via I'injection de nutriments et d’accepteurs d’électrons,

permettra la croissance des cellules et la production d’EPS, menant au colmatage d’un

milieu rocheux fracturé, lequel développement préservera I’innocuité du systéme. » Afin

de vérifier cette hypothese, cing objectifs furent fixés:

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);

Evaluer I’écotoxicité de la biostimulation par I’utilisation de deux biotests (inhibition
de la croissance de Selenastrum capricornutum et inhibition de la bioluminescence de
Vibrio fischeri) en comparant les réponses écotoxiques de différents échantillons
témoins, d’eau et de biofilms;

Déterminer les changements de biodiversité génétique (geénes ARNr 16S) et
métabolique (systéme Biolog) occasionnés par la biostimulation en réalisant une
étude comparative de la communauté microbienne initiale de 1’eau souterraine et celle
dans le biofilm, en mettant I’emphase sur les ultramicrobactéries (UMB);

Développer un montage expérimental rocheux fracturé permettant de simuler le
biocolmatage en condition dynamique (calcaire naturel, charge hydraulique constante,
piézomeétres);

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 indigéne, alimentée en nutriments et en eau souterraine synthétique sous

une charge hydraulique constante.



CHAPITRE 2
REVUE DE LITTERATURE

Les notions nécessaires a la compréhension de la démarche du projet se regroupent en
quatre sujets : |- I’eau souterraine et son écoulement dans un milieu rocheux fracturé, 2-
les barrieres verticales de confinement des eaux souterraines, 3- la compréhension des
mécanismes de formation des biofilms et 4- I'évaluation des effets d’'une biotechnologie

environnementale sur I’écosystéme.
2.1 Eaux souterraines et nappes aquiféres 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 aquifére. Dans la zone vadose, les pores du matériel
géologique sont remplis par I’air et/ou I’eau tandis que dans [’aquifére, tous les vides sont
occupés par I’eau. Les deux zones sont délimitées par le niveau de la nappe d’eau (Figure
2.1). Le volume d’eau souterraine emmagasinée dans les aquiféres peut étre substantiel.
Par exemple au Québec, on estime 2 plus de 200 milliards de m’, les réserves d’eau

souterraine disponibles dans les régions habitées (Ministére de l'environnement et de la
faune, 1996).
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Figure 2.1 Divisions des eaux du sol



2.1.1 Biogéochimie des eaux souterraines

La géochimie des eaux souterraines vise d 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. A ce compte,
I’étude s’élargit et on se réfere aux cycles biogéochimiques (Chapelle, 1992). Les
changements de conditions physico-chimiques dans la nappe aquifére, telle I'injection de
nutriments et d’accepteurs d’électrons, sont susceptibles d’amener des modifications a la
flore microbienne, son écologie et aux cycles biogéochimiques (Matthess et Harvey,
1982).

2.1.1.1 Compoeosition 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 étre présents dont notamment: le sélénium, le
cadmium et des composés radioactifs (Matthess et Harvey, 1982). A titre d’exemple, la
composition chimique de I’eau souterraine de Montréal est présentée en Annexe 2 (p.
225).

Tableau 2.1 Composés chimiques principaux des eaux souterraines

composés solubles composés insolubles
organiques inorganiques organiques inorganiques
acides humiques sodium organismes  hydroxyde de fer
pectines potassium biopolyméres argile

hydrocarbures calcium silt
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Tablean 2.1 Composés chimiques principaux des eaux souterraines (suite)

acides gras simples magnésium sable
sels d’acides gras fer
tannins manganese

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
fagon générale, les eaux souterraines s’écoulant dans les rocs calcaires ont un pH
supérieur a 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 a
I Annexe 4 (p. 231).



11

Tabieau 2.2 Ions du roc calcaire

Ions concentration
(% poids du calcaire)
Na* 0.008
K* 0.003
Ca** 0.017
Mg** 0.003
HCO;5" 0.014
S0” 0.038
cr 0.012

(Matthess et Harvey, 1982)

2.1.1.2 Microflore générale et métabolisme significatif pour la biostimulation

La survie et la croissance des micro-organismes dans les aquiféres sont influencées par la
nature des matériels géologiques, la composition des eaux, la température, la pression, la
salinité, la vitesse de I’eau, la concentration en ions hydrogéne et le potentiel
d’oxydoréduction (Atlas et Bartha, 1987). Les micro-organismes présents dans les eaux
souterraines appartiennent a I’'un des quatre groupes suivants: les procaryotes (bactéries),

les eucaryotes (algues, champignons et protozoaires), les archaebactéries ou les virus.

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 1000 a 10 000 entre les
procaryotes et les eucaryotes. Le Tableau 2.3 présente quelques-uns un des genres
bactériens les plus répandus, classifiés selon leurs types d’enveloppes cellulaires et leurs
formes (Chapelle, 1992). Les bactéries se distinguent également par leur physiologie en
utilisant comme source d’énergie: la lumiére, les composés organiques et les composés

inorganiques. Le métabolisme des micro-organismes joue un rdle important dans les
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cycles biogéochimiques et 1'écologie microbienne assurant une part importante de
I’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 a la section 2.2.2.1 (p. 31).

Tableau 2.3 Genres bactériens typiques des eaux souterraines

type de paroi morphologie respiration genre bactérien

Gram négatif béitonnet aérobie Pseudomonas
Azotobacter
Rhizobium
Alcaligenes
Flavobacterium
Bordetella
Agrobacterium
Microcyclus
Gallionella
Caulobacter
coque aérobie Neisseria
Maxorella
Acinetobacter
bitonnet aérobie facultatif Escherichia
Shigella
Salmonella
Klebsiella
Enterobacter
Aerobacter
anaérobie Bacteroide
Fusobacterium
Desulfovibrio
Gram positif coque Micrococcus
Staphylococcus
Streptococcus
«coryneforme» Arthrobacter
bitonnet et spores Bacillus
Clostridium

Dans une perspective de stimulation d’une microflore indigéne pour le colmatage d’un

aquifere de roc fracturé, trois aspects du métabolisme bactérien s avérent importants. Le



13

premier aspect concerne la capacité des bactéries a réduire leur diametre en conditions
oligotrophes (pauvres en nutriments) pour assurer leur survie. En effet, la réduction du
rapport surface/volume faciliterait I’assimilation des nutriments (Amy et Morita, 1983).
La taille dite normale des bactéries se situe entre 1 et 10 pm (Madigan et al., 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
diamétres significativement inférieurs a | pm (lizuka er al., 1998; Janssen et al., 1997
Schut et al., 1997). Ces petites bactéries, nommées ultramicrobactéries (UMB), ont été
arbitrairement définies comme ayant un diameétre inférieur a3 0.3 um (Marshall, 1982).
Dans les eaux souterraines, les genres bactériens suivants ont été retrouvés sous forme
UMB: Alcaligenes, Pseudomonas, Aeromonas, Vibrio, Rhizobium, Desulfocapsa (Kemp
et al., 1993; Rheinheimer, 1991). Ces UMB représentent un intérét 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
inférieure aux bactéries de taille «normale», leur permet un meilleur transport dans
I’aquifére, réduisant les risques de colmatage des puits d’injection de nutriments et

d’accepteurs d’€lectrons (Ralph et Stevenson, 1995; Sharp er al., 1999).

Les deuxiéme et troisi¢éme aspects du métabolisme bactérien réfeérent i la sécrétion de
produits suite a 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 sécrétent des EPS qui se
retrouvent soit attachés a ’enveloppe cellulaire, en suspension dans le milieu, ou
adsorbés sur une surface. Dans I'environnement, la sécrétion d’EPS par les bactéries a un
role 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 bactéries a produire des EPS.
Plusieurs travaux ont montré les effets des conditions suivantes: le type et la

concentration de la source de carbone, le rapport C/N, la concentration en oxygéne, la
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température et le pH (Costerton, 1979; De Vuyst et al., 1987; Gancel 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 I’eau souterraine sont: Pseudomonas,
Azotobacter, Rhizobium, Alcaligenes et Agrobacterium (Characklis et Marshall, 1990).
La composition des EPS ainsi que leurs roles dans la formation du biofilm sont présentés
a la section 2.2.2.1 (p. 31)

Les PMS se définissent par I’ensemble des produits organiques relargués en solution suite
au métabolisme de substrats et a la mort des cellules (Barker et Stuckey, 1999). Ils
comprennent : des acides humiques et fulviques, des acides organiques, des antibiotiques,
des exopolyméres, des stéroides, 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 al., 1994). Ces produits ont été retrouvés autant dans les
cultures bactériennes en phase de croissance de latence, qu’en décomposition (Pitter et
Chudoba, 1990). En phase de latence, les PMS sont essentiellement des exopolymeéres.
Tandis qu’en phase de croissance, le renouvellement de différentes structures cellulaires
ameéne une sécrétion d’autres PMS dans le milieu (ex. lipopolysaccharides). Ou il y a
croissance bactérienne, les PMS sont susceptibles d’étre générés et ce. en concentration
proportionnelle a la concentration de substrat (Baskir et Hansford, 1980; Chudoba, 1985;
Daigger et Grady, 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 étre difficilement biodégradables,
potentiellement toxiques et interférant dans les processus de floculation (Barker et
Stuckey, 1999; Chudoba, 1985). Les effets potentiellement toxiques des PMS sont
discutés a la section 2.3.2 (p. 56).
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2.1.1.3 Ecologie microbienne

La biostimulation d’une microflore indigéne peut changer la structure de la communauté
microbienne et donc, de modifier I'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 synergisme, (4) le mutualisme, (S) la
compétition, (6) |'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 I'interaction*

nature de l’'interaction  population A  population B

neutralisme 0

commensalisme 0 +
synergisme + +
mutualisme + +
compétition - -
antagonisme -ou+ -
prédation + -
parasitisme + -

* : 0 = sans effet, + = effet positif, - = effet négatif.

Le neutralisme signifie I’absence d’interaction. Cette absence d’interaction est souvent
due a I’isolement des populations les unes par rapport aux autres. Chapelle (1992) reléve

un manque dans les techniques de mesure du neutralisme dans les eaux souterraines.
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Néanmoins, on croit que le neutralisme y est présent, étant donnés le grand nombre de

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

Du commensalisme résulte un effet bénéfique pour une population alors que la deuxiéme
population n’est affectée d’aucune fagon. Le meilleur exemple de commensalisme dans
les eaux souterraines est la consommation de I'oxygéne 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 I’autre population. Une réaction synergique typique dans les
eaux souterraines est l'interaction en condition anaérobie entre les fnicro-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
directemnent ces composés et rejettent en retour des produits de la fermentation (ex.
acétate), utilisables par les anaérobes non-fermentaires. Cette interaction est également
bénéfique pour les bactéries fermentaires en ce sens que les produits de la fermentation,
qui représentent des déchets pour ces demiéres, sont métabolisés par les bactéries

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

L’objet des interactions de compétition est I'utilisation d’un méme substrat. Par exemple,
certaines zones d’eau souterraine trés concentrées en fer dissous résuitent en une
compétition entre les bactéries suifato-réductrices, méthanotrophes et réductrices de fer.
Cette compétition exclusive vient de la forte affinité des bactéries réductrices de fer pour
I’hydrogéne en comparaison 2 I’affinité des bactéries méthanotrophes et sulfato-

réductrices pour ce composé (Chapelle, 1992).
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Dans les eaux souterraines, les interactions antagonistes, ol une population produit une
substance inhibitrice pour une autre population, ont recu peu d’attention. Par contre, des
bactéries résistantes a certains antibiotiques ont été isolées des eaux souterraines. D’aprés
Chapelle (1992), cette résistance laisse supposer la capacité de certaines espéces de

produire des antibiotiques.

Les interactions de type parasite, ol une population soutire ses nutriments d’une
population hote, sont bien illustrées dans la dynamique entre les virus et les bactéries
(Matthess et Harvey, 1982). La migration des virus vers la nappe aquiféere dépendra du
matériel géologique de surface. Un matériel géologique grossier et peu adsorbant, tel le
sable, facilitera leur migration. Une nappe aquifére de roc fracturé sera particuliérement

susceptible 4 la contamination par les virus.

Les interactions de prédation s'effectuent habituellement dans les aquiféres aérobies
entre les protozoaires et les bactéries (Harvey et al, 1995). Un nombre élevé de
protozoaires dans un aquifére contaminé limiterait la biodégradation des contaminants
(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 2 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
travers une chaine alimentaire. Pour cette raison, 1’étude des cycles biogéochimiques est
primordiale pour la compréhension de la distribution de ces composés. Les cycles les plus
importants sont ceux de I’oxygéne, du carbone, de !’azote, du fer et du soufre (Madigan
etal., 1999).
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Le cycle de P'oxygéne est balancé par une production via le processus de la
photosynthése et la respiration des micro-organismes. La quantité d’oxygéne dissous
dépendra du matériel géologique de la zone vadose et des contacts de la nappe avec
I’atmosphere. La distribution de I’oxygene dissous dépend du taux de respiration des
micro-organismes. En effet, des aquiferes riches en composés organiques sont souvent en
condition anaérobie. Les équations steechiométriques de production de I’oxygéne via la
photosynthése et la consommation par les micro-organismes se traduisent respectivement
comme suit:
lumiére
CO.+H,0 - CH,0 + O,
CH,0+0, = CO; + H,O + énergie

ol CH,O est le carbone organique réduit présent dans les glucides. L’absence de

photosynthése dans les eaux souterraines ameéne rapidement un épuisement de I'oxygéne.

L’absence de photosynthése améne également une troncature du cycle du carbone. Il en
résulte une accumulation de CO, et d’autres carbonates dissous (Figure 2.2). Une
accumulation abondante de ces produits donne naissance & des sources minérales bien
connues pour leurs effets médicinaux. La quantité de CO, dégagé est en relation avec les

propriétés de 1’aquifére (Chapelle, 1992).
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Fixation du CO,
par photosynthése
~

dégradation des plantes:
production de matiéres organique

Figure 2.2 Cycle du carbone

adaptée de Chapelle (1992)

Le cycle de I’azote est affecté en trois points dans les eaux souterraines. Premi¢rement, la
fixation de I’azote organique provenant de I’azote gazeux demande beaucoup d’énergie
au systéme. Deuxiémement, la nitrification, c’est-a-dire I’oxydation de I’azote organique
en nitrate, s’effectue en milieu aérobie. Troisiémement, la dénitrification se réalise en
condition anaérobie (Figure 2.3). Il en résulte que certaines eaux souterraines accurnulent
les nitrates ou les nitrites relativement au potentiel d’oxydoréduction. Plusieurs activités
humaines influencent le cycle de I'azote dans le sol et les eaux souterraines (ex. feces,

effluents urbains et fertilisants) (Chapelle, 1992).
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Figure 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(I)), sans danger
pour les humains et les animaux, cause de graves problémes de colmatage des conduites
et de coloration de I’eau. De plus, le Fe(II) améne un gofit désagréable i ’eau de
consommation. Egalement, la productivité agricole est affectée par une baisse du pH des
sols suite & 'oxydation du Fe(II). Les cofits de traitement des eaux souterraines pour le
retrait du Fe(IT) représentent plusieurs millions de dollars a travers le monde. Le cycle
biogéochimique du fer se résume a une réduction du Fe(IIT) en Fe(Il) sous condition
anaérobie. Le Fe(Il) demeure en solution dans les eaux souterraines. Ce composé pourra
étre précipité sous forme Fe(IIl) en présence d’oxygeéne dissous. L’accumulation de
Fe(Il) dissous dans les eaux souterraines est le résultat d’'une troncature du cycle en
raison d’'un manque de ré-oxydation (Figure 2.4) (Chapelle, 1992). Les réactions
steechiométriques sont les suivantes:

Fe*+H'+1/40, > Fe**+ 12 H.,0
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Fe** + 3 H,0O >  Fe(OH); +3H'

i | Fe e gt NG
o el e Ay TR e B Nk, T e

oxydation du fer
(ex. Thiobacillus)
réduction du
fer (ex. Shewanella
putrefaciens)
Fe(I) transport sous forme

associée (ex.oxydes de fer)

Figure 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 I’oxygeéne, du carbone et de I'azote, le manque d’apport
d’énergie amenera une troncature dans le cycle (Figure 2.5) (Chapelle, 1992).
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Figure 2.5 Cycle du soufre

adaptée de Chapelle (1992)

2.1.2 Ecoulement 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
(Chernyshev et Dearman, 1990). Le roc intact posséde une porosité primaire soit celle
correspondant aux vides des pores et des fissures entre les grains et les cristaux. Les vides
sous forme de fractures représentent la porosité secondaire nommée porosité de fracture
(Tableau 2.6) (Franklin et Dusseault, 1990). Cette demiére permet de transporter I’eau

efficacement, comme dans les conduites.



Tableau 2.5 Classification des fractures d’aprés leur longueur et leur largeur

longueur ou
largeur (cm)

longueur largeur

10— 10°| faille tectonique large

10° - 10° faille
10° fracture longue faille
10° fracture moyenne
10 fracture courte fissure
1 fracture large
10" microfracture fracture moyenne
10~ fracture étroite
10~ microfracture
107 - 10 microfissure

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

matériel porosité K
(%) (cm/s)
rocintact  schiste 6 10" - 107
roc métamorphique n.d. 10" -10?®
roc fracturé grés 35 10%-10"
calcaire 30 107-10"
dolomite 26 107-10"
roc métamorphique n.d. 10%- 107
basalte perméable 17 10°-1

(Todd, 1980), n.d.: non déterminé
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2.1.2.1 Conductivité hydraulique dans une fracture simple

Le mouvement de I’eau dans un aquifére de roc fracturé dépendra de la nature du roc, la
densité, les interconnections, I’orientation, la largeur et la longueur des fractures (Tableau
2.6) (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 étre évaluées
avec la loi cubique (Amade et lllangasekare, 1994; Zimmerman et Bodvarsson, 1996) :
Ke=(pg/ 1215) B*; Q= (pg/ 12y1) Iap’ (1

et V=-Kfl (2)

ou Ky est la conductivité hydraulique équivalente dans les fractures, p est la masse
volumique de I'eau, g est la gravité, | est la viscosité de I’eau, B est I’ouverture des
fractures, [ est le gradient hydraulique dans les fractures et a est la profondeur des
fractures. Dans le cas d’une fracture rugueuse, I’équation incorpore un paramétre de
rugosité (Chernyshev et Dearman, 1990):

Q=(pg/ 121) T’ (A1 + 6(e/b)")) (3)

ou e est la rugosité, mesurée expérimentalement et valide pour e/b > 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 aquiféres:

Hoee = (Yks) / (Ks + S) - b 4)

ou 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 (Characklis et Marshall, 1990).

Le transport des micro-organismes est influencé par cinq facteurs: (1) la convection, (2)
la dispersion, (3) I’adsorption, (4) la filtration et (5), la survie des micro-organismes

(Hurst, 1991). Les micro-organismes sont transportés essentiellement par convection,
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c’est-d-dire par transport a la méme 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 I’eau dans les pores du roc. Les connaissances sur la dispersion des micro-
organismes sont limitées. Hurst (1991) souligne qu’elle est fortement influencée par la
structure du matériel géologique. A I’échelle laboratoire, les coefficients de dispersivité
varient entre 0.01 m et 1 m alors que sur le terrain, ces valeurs s’échelonnent de 10 m a
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 2 I’ouverture et
I'orientation des fractures. Des facteurs spécifiques aux espéces microbiennes, par
exemple |’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
aquiféres, les facteurs physico-chimiques déterminant pour la survie des micro-
organismes sont la température, le pH, la concentration en nutriments, le potentiel

d’oxydoréduction et la pression (Hurst, 1991).
2.2 Les barriéres verticales de confinement des eaux souterraines

Le confinement et le traitement représentent deux alternatives de contrfle de la
contamination des eaux souterraines. Les barriéres physiques de confinement s’avérent
tres efficaces pour la diminution de la perméabilité mais on déplore, entre autres, leur
toxicité et leur co(it d’implantation (Canter et Knox, 1986). Le développement du concept

de la barriere biologique in situ prend de ’envergure mais les applications a |’échelle de

terrain demeurent limitées.



2.2.1 Avantages et inconvénients des barriéres physiques traditionnelles

Il existe plusieurs techniques physiques de contrdle de I’écoulement de I’eau souterraine
dont I’édification d’une barriere 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 barriéres
verticales étaient érigées dans le sol pour le contrdle de I’infiltration, des flux et de la
pression de I’eau. L’utilisation de telles techniques dans un contexte de contrdle et de
réduction de la pollution oblige a tenir compte de variables additionnelles a savoir d’une
part, les interactions entre les agents contaminants et la barriére, et d’autre part, la
rétention des contaminants par la barriére (Boscardin et Ostendorf, 1993). Une grande
variété de matériaux est utilisée pour leur construction (Tableau 2.7) (Boscardin et
Ostendorf, 1993). Ces matériaux offrent un intervalle de conductivité hydraulique allant
de 0,01 x 10'% 2 10 000 x 10™"° (mvs).

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

barriére verticale

matériau K (laboratoire) K (terrain)
(m/s x 10'%  (m/s x 10'%)
silicate 14 10000
bentonite sous forme de boue 5 50
acrylamide 0.5 10000
ciment plastique 0.1240 0.01
sol-bentonite compactés 0.1 10
asphalte sous forme de boue 0.1 1
ciment 0.1 n.d.
chlorure de polyvinyle 0.00007 0.01
polyéthyléne haute densité 0.0001 0.01

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° siécle pour le
contrdle de I’eau et I’augmentation de la résistance du sol (Boscardin et Ostendorf, 1993).
La méthode consiste 2 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 1'élaboration du design
de la barriére, la composition du mortier représente un point majeur. Par exemple,
I'utilisation des mortiers chimiques est a éviter dans un environnement trés acide ou trés
alcalin en raison de la formation d’un gel suite a 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 a base de lignine et de
formaldéhyde (Canter et Knox. 1986).

L’optimisation du design d’une barri¢re par rideau d’injection nécessite également un
contrdle de la pression d’injection. En effet, une pression trop faible entraine la
solidification du mortier dans un délai trop court et 4 I’inverse, une pression trop
importante peut occasionner une fracturation du sol (EPA, 1984). Canter et Knox (1985)
ont répertori€ 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 ot les méthodes actuelles de colmatage sont inapplicables (EPA, 1984).



Tableau 2.8 Avantages et inconvénients des rideaux d'injection

avantages inconvénients

L. tres efficace lorsque bien congus l. technique restreinte aux maténaux
géologiques avec une porosité suffisante
pour supporter la pression a I’application

2. produits bien connus puisque utilisés 2. les aquiféres multicouches peuvent €tre

depuis plus de 100 ans dans les domaines  mal colmatées due a 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 plusieurs 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 construction se résume a I’excavation d’une tranchée, la
préparation du mélange et le remplissage de la tranchée. Les matériaux 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 parametres importants 3 considérer sont la perméabilité, la déformation et la
permanence de la barridre. A cet égard, Canter et Knox (1986) rapportent que les
barriéres 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 contréle des eaux souterraines ont été
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réalisés avec cette technique. Les quelques barriéres érigées, surtout aux E.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

avantages inconvénicnts

1. méthode de construction simple 1. les cofits de transport de la bentonite

peuvent étre élevés

to

2. le niveau de la nappe n’est pas affecté 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
I’entretien exposée a des lixiviats fortement ionisés

2.2.1.3 Les palplanches

Les palplanches sont un assemblage de sections, habituellement en acier, introduites dans
le sol dans le but de contenir une eau souterraine contaminée ou encore, d’acheminer
I’eau vers une unité de traitement (systéme entonnoir-barriére) (EPA, 1984). Dans un sol
non contaminé, il a été démontré que la corrosion des palplanches n’était pas suffisante
pour entrainer des fissures. Par contre, la possibilité de corrosion en présence de
contaminant et le colit des palplanches rendent peu attrayante cette technologie de

contrdle de 'eau souterraine (Canter et Knox, 1986).

Le systéme entonnoir-barri¢re (funnel-and-gate system) utilise des palplanches, ou des
parois moulées (sol-bentonite et ciment de Portland-bentonite), en association avec une
barriére réactive. D’aprés Starr et Cherry (1994) cinq types de barriéres perméables

peuvent étre envisagés. La premiére utilise des conditions spécifiques de pH et de
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potentiel d’oxydoréduction pour la précipitation ou la dégradation des contaminants (ex.
bactéries sulfato-réductrices) (McGregor er al.,, 1999). Un deuxiéme type de barriére
contient un matériau se dissolvant dans ’eau et permettant la précipitation du
contaminant (ex. précipitation de minéraux de plomb phosphatés issus du plomb de I’eau
et du phosphate de calcium de la barri¢re) (Gu et al., 1999). Le troisiéme type permet
I’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 quatrieéme type vise a fournir les éléments nutritifs aux micro-organismes pour
stimuler la biodégradation des contaminants (Borden et al., 1997). Enfin, le cinquiéme
type de barriére consiste en un enlévement ou une transformation directe des
contaminants, tel un puits de biobarbotage (Pankow er al., 1992). Quoique la technique
entonnoir-barriére représente une option pertinente pour |’enlévement et la
biodégradation des contaminants d’un aquifére 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 barriere biologique

Depuis une dizaine d’années, |'approche de traitement des eaux souterraines via une
biobarri¢re retient I’attention de nombreuses équipes de recherche (In Situ and on-Site
Bioremediation : The Fourth International Symposium, 1997, New Orleans, Louisiana,
and the Fifth International Symposium, 1999, San Diego, California). Dans la littérature,
les biobarrieres in situ réferent a plusieurs approches de confinement et de traitement de
la contamination. Les appellations sont variées (traduction libre frangaise): barriére active
de biofilm (active biofilm barrier), bio-rideaux in situ actifs (active in situ bioscreens or
biocurtains), mur réactif biologique (biological reactive wall), barriére perméable

(permeable barrier) et barri¢re biologique (microbial fence).
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Dans le présent projet, la biobarriére réfere au développement d’un biofilm pour le
confinement de la contamination. Turner (1995) présente les potentiels d’application de
la biobarriere, laquelle serait formée, selon sa vision, suite a I'injection d’'UMB et de
nutriments. Selon I'auteur, la barriére pourrait servir de barriére horizontale, comme
recouvrement ou couche de fond des sites d’enfouissement, ou de barriére verticale pour
le confinement et la biodégradation des contaminants dans la nappe aquifére. Les
principaux intéréts de !’approche des biobarriéres étant leur résistance aux agents

biocides et le faible colit associé a son développement.

Les biofilms se forment sur une surface solide suite a I’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 er al, 1991) et dans d’autres cas, un
inconvénient (ex. biocorrosion) (Costerton, 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
biobarriere, I’information pertinente se regroupe en trois sujets: les constituants du

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

2.2.2.1 Le systeme de biofilm et ses constituants

Le systéme de biofilm peut étre représenté schématiquement par quatre compartiments
dans lesquels des interactions physico-chimiques et microbiologiques prennent place
(Figure 2.6) (Characklis et Wildener, 1989). Les matériaux géologiques, de par leur
porosité, leur rugosité et leurs nombreux sites d’adsorption électrochimiques, offrent une
surface adéquate pour la colonisation microbienne et la formation d’un biofilm (Becker,

1996; Korber er al., 1997; Rijnaarts et al., 1996; Rouxhet et Mozes, 1990): le sol



32

comprenant du silt (Baveye er al., 1998; Dennis et Turner, 1998; Jennings et al., 1995), le
sable (Mazor er al., 1996; Okubo et Matsumoto, 1983; Vandevivere et Baveye, 1992), le
gravier (Bellamy ez al., 1993; Braithwaite et Gribble, 1998) et le roc (Davey et al., 1998).

phase liquide:
ssubstrats
*métabolites
*matiéres inertes

_— > »| 1<
transport transformation transport [
a(fsorptfon transport at‘tachement mélange
désorption | détachement )
s | A
| phase solide: | |
; ecellules '
; *EPS 5

i| ematiére entrappép

Figure 2.6 Le systéme de biofilm et les interactions caractéristiques

La base d’un biofilm est habituellement ferme et structurée. Dans ce compartiment, le
transport des constituants s’effectue en majeure partie via une diffusion moléculaire. La
surface du biofilm s’avére plus liche et les molécules y sont transportées par advection.
Le développement du biofilm dépend de I’hydrodynamique de la phase liquide. Aux
vitesses d’eau souterraine prévalant dans les aquiféres de roc fracturé, les interactions
initiales de sorption et de désorption, le transfert de masse dans le biofilm ainsi que la
dynamique de détachement seront significativement influencés (Characklis, 1973; Lau et
Liu, 1993; Lewandowski er al., 1991; Mueller er al., 1992; Nicolella et al., 1997,
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Pederson et al., 1986; Percival et al., 1999; Peyton et Characklis, 1993; Schultz et Swain,
1999; Sharp et al., 1999).

Un biofilm 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
I’adsorption et la pénétration de matiéres solubles (ex. source de carbone) et de particules
inorganiques (ex. silt, argile) (Flemming, 1995; Nelson et al., 1996). Dans les aquiferes,
ol la photooxydation est inexistante et la concentration en oxygene dissous est souvent
faible, les biofilms renferment presque exclusivement des bactéries (Characklis et
Marshall, 1990).

Les biofilms sont formés par des bactéries appartenant a 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 matiére inorganique (les bactéries méthanogénes. sulfato-
réductrices, réductrices du fer et nitrifiantes) (ex. Hydrogeomonas, Desulfovibrio,
Thiobacillus ferrooxidans, Nitrosomonas) (Ralph et Stevenson, 1995; Sanchez de Lozada
etal., 1994).

La matrice d’EPS influence les activités métaboliques bactériennes principalement en
raison de la résistance a la diffusion, résultant en un gradient de concentration en
oxygene, en carbone organique et en composé€s inorganiques. Plusieurs travaux ont
montré une diminution de la viabilité bactérienne en fonction de I'épaisseur du biofilm
(Rittmann et Manen, 1992). Par exemple dans un biofilm formé par des bactéries
hétérotrophes, Ia viabilité est passée de 72-91 %, prés de !'interface liquide, a 31-39 %
pres de la surface solide (Bishop et al., 1995).
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En présence de consortiums bactériens et d’oxygene, les biofilms présentent une zone
aérobie 2 l'interface liquide, suivi d’une zone anaérobie, puis une zone de sulfato-
réduction a 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 desulfuricans)
ajoutées au systéme apres le développement de la matrice d’EPS (d’épaisseur | 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 méme souche bactérienne, co-
inocul€e avec les bactéries hétérotrophes aérobies (isolées d’une tour de refroidissement
d’eau), s’est retrouvée dans toute 1'épaisseur du biofilm. Les auteurs ont expliqué ce
résultat par la lyse des bactéries sulfato-réductrices en solution et [’activité des

protozoaires.

phase liquide

\_____/___—\-\_____“__-
hétérotrophes aérobies:
consommation d’oxygéne, production de métabolites

concentration
02

biofilm

hétérotrophes anaérobies:
produits de fermentation (ex. H,)

bactéries sulfato-réductrices: J
production de sulfure

surface solide

Figure 2.7 Zones de différents potentiels d’oxydoréduction dans le biofilm

Les bactéries méthanogeénes peuvent également avoir une activité oxydative prés de la
surface solide en concentration faible en sulfate (Noguera et al., 1999). L’activité des
bactéries a€robies entraine un épuisement de I’oxygéne et les conditions deviennent

complétement anoxies, donnant lieu au développement du biofilm en deux phases. Ce
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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 synthése: les EPS spécifiques et non spécifiques (Schmitt et Flemming, 1999).
Typiquement, les EPS spécifiques sont formés d’une série d’oligosaccharides,
habituellement entre deux et neuf monosaccharides, reli€s entre eux par des molécules
lipidiques (Tableau 2.10). D’autres composés chimiques, tels le pyruvate et |’acétate
peuvent €tre également présents (Characklis et Marshall, 1990). La gomme xantane est
un exemple d'EPS spécifiquement sécrété par Xantomonas campestris, un biopolymére
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 bactériens et possédent généralement une structure chimique plus simple
que les EPS spécifiques. Plusieurs ne contiennent qu'un type de monomeére, tel la

cellulose, sécrétée par plusieurs espéces d 'Alcaligenes.
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Tableau 2.10 Composition en glucides des EPS sécrétés par Pseudomonas atlantis

composé ratio molaire

relatif au glucose

rhamnose 0.9
fucose <0.05
arabinose <0.05
xylose 0.03
mannose 0.36
galactose 0.67
acide glucuronique 0.31
acide galacturonique 0.35
acide mannuronique 0.10

{Characklis et Marshall, 1990)

Les EPS possédent 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 I’huile brute), médicales (ex. cellulose comme peau
artificielle), pharmaceutique (acide glucuronique comme agent hydratant dans les
lotions). Les bactéries sont alors cultivées en fermenteurs et les EPS se retrouvent en
suspension (Bryan er al., 1986; De Vuyst er al., 1987; Dlamini et Peiris, 1997; Fialho et
al., 1999; Hacking et al., 1983; Linton ez al., 1987; Mian et al., 1978; Morin et al., 1993).

Dans les biofilms, les EPS représentent entre 50 et 90% du carbone organique (Tableau
2.11) (Characklis et Marshall, 1990). On rapporte trois rdles importants des EPS dans la
formation d'un biofilm. Premiérement, les EPS capsulaires (attachés i la cellule)
permettent une adhésion irréversible des bactéries 2 la surface. On entend par adhésion

irréversible, une chemisorption via des interactions: dipdle-dipdle, ion-dipdle,
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hydrophobes et ponts hydrogéne. Sans les EPS, les bactéries sont principalement
adsorbées aux surfaces de facon réversible via les interactions de la double couche
électronique (forces é€lectrostatiques et forces de London — van der Walls) ainsi que la
réduction de I’énergie libre interfaciale (Characklis et Marshall, 1990; Rouxhet et Mozes,
1990).

Le deuxieme rble des EPS est d’assurer I'intégrité du biofilm. Des analyses de
microscopie €lectronique ont montré que les EPS étaient organisés en fibres condensées a
partir des cellules, assurant une structure au biofilm. Le troisiéme role concerne la
capacité d’échange cationique des EPS agissant comme pi¢ge a nutriments. En effet, les
EPS possédent 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 étre plus importantes que celles des cations inorganiques de la

phase aqueuse.

Tableau 2.11 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
biofilm Pseudomonas 53 6 12 87 13
consortium hétérotrophe, 29 6 10 92 8
en laboratoire
consortium hétérotrophe, 43 nd. 10 80 20
en milieu naturel
biomasse Pseudomonas 46 7 13 97 3

Klebsiella 49 7 12 96 4

(Characklis et Marshall, 1990)
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2.2.2.2 Etapes de formation et propriétés physico-chimiques des biofilms

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 étre résumés en huit étapes :

1. Un transport de molécules organiques de la phase liquide sur le support, 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 fixation irréversible d’une fraction des micro-organismes préalablement adsorbés;
6. Une multiplication des cellules et une production d’EPS;

7. Une accumulation du biofilm due a I’attachement de nouvelles cellules et de particules:

8. Un relargage 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 a la surface solide est
directement proportionnel au mélange de la phase liquide. L’adsorption réversible réfere
aux interactions de faible énergie d’adsorption (20-50 kJ mol™) alors que I’adsorption
irréversible implique une énergie d’adsorption plus élevée (40-400 kJ mol™). A titre
d’exemple, I’adsorption des cellules, 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 aminés 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 systéme.

Le détachement du biofilm se catégorise par 1'érosion, la mutation et 1’abrasion.

L’érosion représente la perte de petites portions de biofilm et est fortement dépendante
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des conditions hydrodynamiques. Huang et Pinder (1994) ont montré que la présence de
calcium (100 3 120 mg/L dans la phase aqueuse) donnait une meilleure structure au
biofilm et prévenait I’érosion. La perte importante du biofilm référe a 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 systtme de biofilm engendre I'érosion, telles les collisions en lits fluidisés
(Nicolella et al., 1997).

Les caractéristiques physico-chimiques des biofilms pertinentes a ['étude de
biostimulation sont I’épaisseur, la densité et la diffusivité. L’épaisseur d’un biofilm varie
considérablement en fonction des genres bactériens (produisant des EPS a des taux
variables) et des conditions hydrodynamiques du syst¢éme (augmentation du détachemnent
avec les forces de cisaillement) (Tableau 2.12). Typiquement, les biofilms de
monoculture s’avérent plus minces que ceux formés par un consortium bactérien. Regle
générale, I'épaisseur se situe entre une dizaine de micromeétres jusqu'd quelques

millimétres.

Tableau 2.12 Epaisseur et densité de biofilms formés par différentes populations

bactériennes

Type bactérien épaisseur  densité
(km)  (kgm’)

Pseudomonas aeruginosa 0-60 27

nitrifiantes, consortium 150-580 42-109

hétérotrophes, consortium  30- 1300 20- 105

La densité des biofilms s’échelonne entre 10 et 110 kg m™ (Tableau 2.12). Sa valeur
varie en fonction de facteurs hydrodynamiques (diffusivité des substrats et des matiéres
inorganiques), physico-chimiques (présence d’ions Ca®* facilitant la formation de gel,

type et taux d’alimentation en substrat, présence de particules) et microbiologiques (types
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et concentration des bactéries). La densité augmente alors que Ia porosité diminue avec la
profondeur du biofilm. Bishop et al. (1995) ont corroboré cette affirmation en mesurant
une densité de biofilm passant de 0.6 a2 1.2 mg/cm3 et une porosité de diminuant de 340 a

240 % basé sur une épaisseur de biofilm normalisée.

La diffusivité varie avec I’age du biofilm. En effet, due a la succession des populations
dans la matrice (aérobies puis anaérobies), la densité et la composition changent, ayant un
impact sur la diffusivité. Une relation directe a été établie entre la densité et la diffusivité,
en utilisant des gels de polyacrylamide et d’agar comme modéles (White et Dorion,
1961). Characklis et Marshall (1990} rapportent des valeurs de diffusion de différentes
molécules chimiques égalant 0.5 4 0.9 fois celle de I’eau dans un biofilm (Tableau 2.13).

Tableau 2.13 Diffusivité relative dans les biofilms

composé diffusivité relative
(D¢Du:0)
oxygene 0.7
ammoniaque 0.8
nitrate 0.9
sodium 0.6
bromure 0.6
glucose 0.5

2.2.2.3 Biocolmatage de milieux géologiques saturés

La croissance bactérienne et la sécrétion d’EPS dans les milieux géologiques saturés
menent a la réduction de la conductivité hydraulique (Baveye et al., 1998). L activité
métabolique des bactéries peut également générer I’accumulation de précipités (ex. FeS
suite & ’activité des bactéries sulfato-réductrices) et de bulles de gaz (ex. CO, et CHy) se

traduisant en une obstruction des pores et des fractures. Plusieurs recherches ont été
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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. barriéres de confinement (Johnston et al,

1999)). Le Tableau 2.14 présente 1’étendue de réductions de conductivité hydraulique (K)

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

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

visaient habituellement 3 optimiser la technique de récupération de I’huile brute.

Tableau 2.14 Biocolmatage de milieux géologiques saturés

conditions de 1’étude

milieu géologique

étendue du biocolmatage

Comparaison de 2
bactéries ne produisant
pas d'EPS'

colonne de sable (D
=27cmetL =8 cm)
(K,=0.49 cm min™)

® Arthrobacter (souche AK19): diminution de
K de 100 fois aprés 10 jours

e SLT (isolée des eaux souterraines):
diminution de K de 5 fois aprés 20 jours.s

Colmatage par une
souche bactérienne
méthanogéne
(Methanosarcina barkeri
227y

colonne de sable (D
=25cmetL=7cm)
(Ki=5.55%10-3¢cm
sh

¢ Une diminution de K de 10 % dans les
premiers jours était attribuabie au
tassement du sable

e Une phase plateau jusqu’au 80° jour. due &
I'activité métabolique relativernent lente
des bactéries méthanogénes

¢ Un déclin rapide de K pour atteindre, apres
140 jours, 3 % de sa valeur initiale

Comparaison de
bactéries produisant des
EPS capsulaires et
formant un biofilm’

colonne de sable (D
=26cmet L=4cm)
(Ki=0.38 cm min™")

¢ En 40 jours, les bactéries formant des
capsules ont diminué K de 2 fois
comparativement a 300 fois avec les
bactéries formant un biofilm

Comparaison des
nutriments pour le
colmatage a partir d’une
microflore indigéne®

colonne de terreau
argileux silteux (D =
34cmetL =20.1
cm)

e En 80 jours, [es nutriments testés : KNO;,
glucose et KNO; + glucose ont donné lieu 4
une diminution de K de 150, 300 et 2000
fois, respectivement

Pénétration et colmatage
par des UMB isolées
d’une eau de puits de
récupération d’huile’

carotte de calcaire
(16 cm x 10.2 ¢cm)

e Suite a I'inoculation d’UMB et I’addition de
milieu nutritif, la pression dans le
simulateur de réservoir in situ est passée de
0 kPa a plus de 160 kPa en environ 33 jours




Tableau 2.14 Biocolmatage de milieux géologiques saturés (suite)

Comparaison du

colmatage de minéraux
utilisant Bacillus cereus ®

pipettes remplies de
minéraux argileux
(illite, kaolinite,
montmorillonite) et
non argileux (quartz,
feldspar, calcite,
olivine)

e Avant I'injection des bactéries, la migration

des particules — dans le cas des minéraux
non argileux — et le gonflement des argiles
— pour les minéraux argileux — a mené a la
réduction de 40 et 67% de la perméabulité,
respectivement.

e Aprés I’injection des bactéries et le passage

de 100 ml dans les pipettes, I'effet combiné
du gonflement des particules et de
I’attachement des bactéries ont permis une
réduction de la perméabilité de 75et 73 %
pour les deux types de montmorillonite (Ca
M. et Na M.).

e Les pores de la calcite et de I’olivine ont été

le plus fortement colmatés, menant a une
réduction de 83 et 89 %, respectivement.

Simulation du colmatage

d’une recharge d’eau
souterraine’

colonne de sable sur
un lit de gravier (D =
I0cmetL =74 cm)
alimentée avec trois
types d’eaux usées
synthétiques
inoculées de flocs de
boues activées (Ki=5
mj")

e Les résultats ont montré trois étapes de

diminution du débit en sortie de colonne: 1-
une phase rapide (diminution de 10 a 20
fois) entre les jours 0 et 8 équivalant & une
étape aérobie, 2- une phase plateau de
transition entre |’étape aérobie et anaérobie
(jours 8 4 16) puis 3- une étape anaérobie
ot le débit diminuait moins rapidement que
pendant la phase aérobie pour se stabiliser
vers le 60° jour a environ 500 fois moins
que la conductivité initiale.

Colmatage anaérobie

d’un matériau granulaire

utilisé pour le drainage
d’un site
d’enfouissement®

colonne d’agrégats
de calcaire (D =35
cmetL =90 cm)
alimentée avec 5
types de lixiviats
synthétiques

¢ En moyenne, une réduction de la porosité

variant entre 1 et 12 % a été mesurée entre
400 et 800 jours d’alimentation.

o Les conditions hydrauliques ainsi que la

charge biologique ont significativernent
influencé le colmatage.

!(Vandevivere et Baveye, 1992) *(Sanchez de Lozada et al., 1994) *(Vandevivere et

Baveye, 1992) *(Frankenberger et al., 1979) *(Cusack et al., 1992) ®(Hayatdavoudi et
Ghalambor, 1996) 7(Okubo et Matsumoto, 1983) 8 (Paksy et al., 1998)
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Les travaux portant sur la participation des bactéries et des EPS dans la réduction de la
conductivité hydraulique, de méme que les conditions de potentiel d’oxydoréduction
nécessaires, sont particuliérement pertinents dans une perspective de biostimulation de la
microflore indigéne pour le colmatage d’une nappe aquifére de roc fracturé.
Traditionnellement, le colmatage de milieux géologiques était associé a des conditions
anaérobies. Vandevivere et Baveye (1992) ont montré le potentiel de biocolmatage d’un
sable suite a I’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 A la formation
d’agrégats de cellules et la sécrétion d’EPS. En absence d’oxygéne, suite 3 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, était due a
I’obstruction des pores uniquement par les cellules, tel que montré par microscopie
€lectronique. Les photos de microscopie révélaient un développement de bactéries et
d’EPS en amas, ce qui contredit I’hypothése d’un biofilm uniforme lorsque développé par
une seule souche bactérienne (Characklis et Marshall, 1990).

Les résultats d’une étude pilotée par Sanchez de Lozada et al. (1994) ont montré qu’une
diminution de K de I'ordre de 95 %, dans une colonne de sable, était réalisable en
condition anaérobie, aprés Iinjection de Methanosarcina barkeri, une bactérie
méthanotrophe. Selon les auteurs, cette diminution était majoritairement attribuable 2 la
production de méthane (jusqu’a 20 x 10° m?j!), telle qu’observée visuellement a travers
la colonne. Cette hypothése était corroborée par une faible accumulation des cellules dans

la colonne.

L’importance du transport des bactéries 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 SLI' (Vandevivere et Baveye, 1992). La bactérie SLI avait

un taux de croissance inférieur a Arthrobacter en conditions pauvre de source de carbone,
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se traduisant en un colmatage significativement inférieur (35 fois moins). Malgré la faible
densité de cellules SLI dans la colonne, la densité mesurée dans I’effluent s’est avérée de
deux ordres de grandeur supérieure a la celle d’Arthrobacter. Les auteurs ont conclu leur
étude en reliant I’hydrophobicité des cellules a leur mobilité dans les matériaux poreux;
une caractéristique affectant leur attachement et leur transport. Il est reconnu que la
concentration en nutriments peut affecter 1’hydrophobicité des cellules (Cusack er al.,
1992). Une souche bactérienne ayant des exigences nutritionnelles élevées, telle SLI,
peut posséder une hydrophobicité de surface moindre en condition pauvre de source de

carbone, menant a une mobilité plus importante.

Dans une autre étude, 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 SLI est inoculée au sable en comparaison avec sa variante SLI, ne
produisant pas d’EPS. Les essais avec les souches bactériennes CAP et CAP" (référant a
la formation d’EPS 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 (= 10° cell. ml™). Par contre, la densité de biomasse
dans la colonne était quelque peu supérieure dans le cas des bactéries SLI et SLI'. Malgré
cette différence, les auteurs assument que la densité de la biomasse dans la colonne (entre
0 et 15 mg cm™) était insuffisante pour diminuer la conductivité hydraulique et associent

le colmatage a la sécrétion d’EPS.

Les UMB ont été étudiées dans les milieux géologiques saturées quant a leur capacité a
pénétrer des pores plus petits que ne le feraient les bactéries de diamétre supérieur. De
méme, leur hydrophobicité de surface inférieure, leur permettant d’étre transportées sur
une plus grande distance, a retenu |'attention des chercheurs. Utilisant la souche
Pseudomonas sp. FC3., Cusack et al. (1992) ont montré la colonisation et la sécrétion
d’EPS 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, Pseudomonas et



45

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’a 50 métres. Selon ces auteurs, un intérét certain de
I'injection d’UMB réside dans la prévention du colmatage des puits d’injection de

nutriments.

Récemment, un essai a 'échelle terrain a été effectué dans une perspective de
biocolmatage via la stimulation de la microflore indigéne d’un aquifére de sable
(granulosité médium) (K = 8-10 m j'l et S = 0.002) (Trefry et al., 1998). Le dispositif
consistait en une série de puits d’injection de nutriments (20 g L' glucose, 1.6 gL
NH,CI, 1.0 gL' NaNO; et 130 mg L' NaBr) disposés afin 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. Dés les
premiéres heures, K a diminué pour atteindre, aprés 4 jours, 75 % de sa valeur initiale.
Cependant, aprés 22 jours, les valeurs de K avaient retrouvé leurs valeurs initiales. La
concentration d’EPS dans I’aquifere est passée de 0.06-0.25 mg g'', avant Iinjection de
nutriments, 2 4 mg g, mesuré au 4° jour de I'essai. Cependant au 20° jour, les EPS
avaient une concentration de 0.1-0.7 mg g'. Le site, contaminé aux hydrocarbures, avait
un panache s’étendant sur 200 m. Une réduction massique allant jusqu'a 70 % en
benzéne, éthylbenzéne et m,p-xylénes a été mesurée suite a I’addition de nutriments. La
biodégradation a certainement contribué 2 la réduction des contaminants. Les auteurs ont
également soulevé I’hypothése d’une dilution pendant le pompage et I'injection de
nutriments de méme qu’une volatilisation avec les gaz produits par les bactéries. Quoique
I’étendue du colmatage se soit avérée inférieure aux objectifs de 1’essai, ces travaux ont
permis de valider 'approche de biostimulation d’une microflore indigéne pour le
colmatage d’'un aquifére. De méme, le dispositif d’injection des nutriments ainsi que le
plan de monitorage ont été efficace d’une part, a induire et, d’autre part, i suivre le

changement de conductivité hydraulique.
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2.3 L’innocuité des biotechnologies environnementales

La notion de protection de la biodiversité est devenue un sujet d’intérét 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 Ministére de I'Environnement du Québec, entrée en vigueur en
avril 1996 (Ministére de l'environnement et de la faune, 1996). De méme, les
préoccupations de la population face au devenir des produits issus de la biotechnologie
ont incité les instances gouvernementales a instaurer des lois et réglements relatifs a leur
controle (Environnement Canada, 1997; United States Environmental Protection Agency,
1997).

Au Canada, les modifications au Réglement sur les renseignements concernant les
substances nouvelles (RRSN), adoptées le 1 septembre 1997 en vertu de la Loi
canadienne sur la protection de l'environnement (LCPE), visent a garantir que les
produits biotechnologiques, dont les micro-organismes, ne soient pas introduits en
territoire canadien tant que leur potentiel de toxicité n’aura pas été démontré. Sous ce
réglement, n’importe quelle personne qui fabrique, cultive ou importe des produits
biotechnologiques doit fournir une déclaration a2 Environnement Canada. Relativement
aux biotechnologies environnementales, olt des micro-organismes peuvent étre injectées,
des renseignements concernant les effets sur la biodiversité et une évaluation
écotoxicologie sont requis. L' Annexe 9 énumére les renseignements exigés a 1’égard des

micro-organismes, plus spécifiquement dans une perspective d’application in situ.

2.3.1 Effets sur la diversité de la microflore indigéne

La diversité microbienne joue un rdle important dans la régulation de la composition de

I’atmospheére (ex. photosynthése) ainsi que dans le contrdle de la structure et la fertilité
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des sols (ex. cycles biogéochimiques) (Reaka-Kudla et al,, 1997). Pour répondre aux
exigences du RRSN, les renseignements exigés viseront d’une part, a vérifier I’'innocuité
et le devenir des micro-organismes injectés in situ, et d’autre part, 3 mesurer les effets de
la biotechnologie sur la communauté microbienne indigéne (Environnement Canada,

1997).

Une approche conceptuelle de la biodiversité microbienne comprend trois éléments: la
diversité taxonomique, génétique et fonctionnelle (Figure 2.8) (Zak et al., 1994). Alors
que la taxonomie vise a classifier les organismes et la diversité génétique les différencie
selon leur génome, la diversité fonctionnelle référe aux activités métaboliques. La
diversité génétique repose sur les différenciations évolutionnaires (Madigan et al., 1999).
Tandis que la diversité fonctionnelle provient a la fois de la variabilité génétique a
I'intérieur des taxons (espéces, genres, familles, etc.), des effets des facteurs
environnementaux sur |’expression génétique et des interactions écologiques entre les
taxons. Une intégration des parameétres de diversité génétique et fonctionnelle, lors
d’études d’impacts sur un écosystéme, est de plus en plus rapportée dans la littérature
(Arias et al., 1997; Baath et al., 1998; El Fantroussi et al., 1999: Lebaron er al., 1998;
van Elsas et al., 1998).
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O diversité totale

‘ diversité génétique

‘ diversité taxonomique

. diversité fonctionnelle

Figure 2.8 Concept de biodiversité totale reliant la diversité génétique, taxonomique et

fonctionnelle

Afin d’évaluer les effets de I’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 a épifluorescence. Annexe 1-
protocole P12 - A), techniques basées sur I’analyse des acides nucléiques (ex. séquengage
des geénes ARNr 168, section 5.5.3) et techniques basées sur les changements de structure
de la communauté microbienne (ex. systtme de microplaques Biolog, Annexe I-
protocole P12 - D) (Stotzky et al., 1993).

2.3.1.1 Changements de diversité génétique

Relativement peu de recherches ont été réalisées sur les effets écologiques suite a [’ajout
de micro-organismes ou de la stimulation de la microflore indigéne. Les micro-
organismes injectés évoluent dans les sols selon différents processus: I- une croissance,

2- une adaptation physiologique aux conditions environnementales, 3- une conversion en
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cellules non cultivables et 4- un transfert des génes (Roszak et Colwell, 1987). A 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 er al. (1998) ont récemment évalué les changements de densité ainsi que la
proportion cultivable d’un inoculum de Pseudomonas fluorescens R2f (une bactérie
modifiée génétiquement) dans un sol. Les résultats ont montré qu’entre I'inoculation et le
120° jour, la densité bactérienne est passée de 7.6 4 2.6 log UFC g'! sol, lorsque mesurée
sur Petri sélectifs. Pour le méme intervalle de temps, un décompte bactérien par
microscopie pour la détermination de cellules viables montrait une diminution de 7.6 &
5.2 log cellules g sol. La différence de trois ordres de grandeur entre les deux mesures

suggére une augmentation substantielle de bactéries viables mais non cultivables.

Les changements de la diversité génétique d’une communauté microbienne indigéne ont
été principalement étudiés sous I’angle de I'effet d’'une exposition 2 une contamination
(Crozier et al., 1999; Gsell et al., 1997; Sandaa et al., 1999) et du suivi pendant la
biodégradation (Dojka et al,, 1998; Ducrocq et al., 1999). Lors d’application d’une
biotechnologie sur le terrain, les résultats en découlant peuvent étre jumelés a des
mesures chimiques pour le monitorage et I'évaluation du risque (Macnaughton et al.,
1999; Power et al., 1998; Reynolds et al., 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 indigéne (Tableau 2.15).
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Tableau 2.15 Changements de diversité génétique de communautés microbiennes

exposées a des contaminants

sujet

résultats pertinents

Mesure des effets d’une zone
de décharge et des variations
saisonniéres sur une
communauté bactérienne de
I'eau souterraine: '

o La synthése des lipides était significativement supérieure en
amont versus en aval de la zone de décharge (ex. 14000 vs 9000
DPM/g respectivement, équivalant au nombre de
désintégrations par minute du glucose-C"* incorporé dans les
phospholipides).

e En amont, la communauté microbienne avait un rapport
d’incorporation de C'* dans les membranes supérieure i la
communauté en aval (ex. en septembre : 3.2 vs 1.5 PL/GL,
rapport phospholipides sur glycolipides).

Comparaison des microflores
de quatre zones de potentiel
d’oxydoréduction (1-
méthanogéne, 2- sulfato-
réductrice, 3- réductrice du
fer et sulfato-réductrice et 4-
réductrice du nitrate) d’un
site contaminé aux
hydrocarbures et solvants
chlorés en processus
d’atténuation naturelle’

o Sur les 104 types de séquences de génes ADNr 168, la
biodiversité de la zone 3 était significativement différente des
trois autres zones (ex. Exiguobacterium aurantiacum. affiliée a
99%, Duganella zoogloeoides, affiliée 3 97%).

e ’abondance des types de séquences OP (entre 10 et 25 % dans
chaque zone) suggerent un réle important de ce groupe
bactérien dans la bioremédiation.

e Deux types de séquences ont été sélectionnés comme indicateurs
de I’atténuation naturelle en conditions méthanogene, pour le
cas de cet aquifere, et pouvant servir pour d’autres aquiféeres
(types de séquences: Methanosaeta pour la méthanogénése et
Syntrophus pour la fermentation).

Mesure des effets de
I’addition de boues activées
et de métaux lourds sur une
communauté du domaine
Archaea (ex. bactéries
méthanogénes)’

e Par rapport au sol témoin, la structure de la communauté était
significativernent modifiée, tel que montré visuellement par la
répartition des bandes d’ADNr 16S sur un gel d’électrophorése.

o [.’ajout de boues activées a contribué a baisser le pH, donc a
augmenter la solubilité des métaux lourds, amenant une
structure significativement différente des échantillons sans
boues activées.

* En présence de métaux lourds, la proportion d’Archaea dans le
sol est passée de 1.3% a en-dega de la limite de détection.
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Tableau 2.15 Changements de diversité génétique de communautés microbiennes

exposées & des contaminants (suite)

Comparaison des eLe 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 Flexibacter-Cytophaga-Bacteroides.

x 9 m) recevant différents  eLa structure et la diversité des échantillons ont évolué pendant la
types de traitements : 1-un bioremédiation, sans montrer de différence significative entre
témoin sans huile, 2- un les trois échantillons contaminés.

ajout d’huile, 3- idemavec e Aprés 14 semaines de bioremédiation, des résultats

nutriments et 4- idem avec contradictoires ont été notés : le profil des acides gras des

un inoculum’ communautés bactériennes montrait des similitudes entre les 4

traitemnents tandis que les gels d’électrophorése montraient
d’importantes différences de structure.

T(Gsell et al., 1997); *(Dojka et al., 1998); *(Sandaa et al., 1999); *(Macnaughton et al.,
1999)

2.3.1.2 Changements de diversité fonctionnelle mesurés par I’oxydation de sources

de carbone

La diversité fonctionnelle référe aux activités intrinséques des organismes. Ces activités
ont un rdle crucial au niveau de I’écologie microbienne (section 2.1.1.3), ayant elle-méme
une importance primordiale dans le réseau de la vie terrestre (ex. agriculture et
décontamination des sites). Des exemples de diversité fonctionnelle sont présentés a la
section 2.1.1.4 (p.17): oxydation du carbone, fixation du CO,, nitrification,

dénitrification, oxydation et réduction du fer, sulfato-réduction.

En 1991, Garland et Mills (1991) proposent d’évaluer 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 méme population suite a des changements environnementaux (Garland,



52

1997). Le principe de la méthode repose sur le développement d’une coloration, mesurée
par spectrophotométrie, indiquant 1’oxydation des sources de carbone, lesquels sont
disposés individuellement sur une plaque contenant 96 puits (95 sources de carbone et un
témoin). L’intérét de la technique réside dans sa simplicité (ne nécessitant pas d’étapes de
culture et d’isolation des bactéries), sa reproductibilité et son faible coit (Haack et al.,
1995).

Tout comme la diversité génétique, les études sur le changement de la diversité
fonctionnelle ont surtout porté sur les effets d’une contamination (Tableau 2.16). Dans le
cas d’une phytoremédiation, I'effet d’un inoculum (Pseudomonas aeruginosa et P.
savastanoi) sur la communauté microbienne entourant les racines de seigle (Elymus
dauricus) et de safran (Bromus biebersteinii) a été mesurée (Siciliano et Germida, 1998).
L'inoculation des plantes en processus de phytoremédiation stimule ['activité
enzymatique de ces demiéres (Mawdsley et Burns, 1994). Et. les enzymes excrétées
permettent la biodégradation des contaminants. L'étude visait a observer les effets sur: 1-
la capacité de dégradation de l’acide 2-chlorobenzoique (A2CB), 2- la diversité
fonctionnelle (systéme 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 témoin et du seigle. Par contre, une analyse des sources de carbone oxydées par la
microflore entourant le safran a montré une augmentation de 1'utilisation des amines, des
amides et des polymeéres de la microplaque Biolog. De méme, le profil des esters 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.
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Tableau 2.16 Changements de diversité fonctionnelle de communautés microbiennes

exposées a des contaminants

sujet

résultats pertinents

Effets de métaux lourds (Cu, Ni,
Zn) sur la communauté
microbienne d'un sol!

® Alors que les comptes totaux bactériens n’étaient pas
différents, le sol exposé au Cu a montré une diminution
significativernent plus importante de sa capacité oxydative
des sources de carbone.

Effets de la présence de
trichloroéthyléne (TCE) et de
toluéne sur une communauté
microbienne d'un sol’

® En comparaison a un sol témoin, plusieurs échantillons
montraient un profil différent d’oxydation de sources de
carbone.

® Méme apres 30 jours suivant la volatilisation des
contaminants, le nombre de sources de carbone oxyd¢ est
demeuré significativement inférieur pour les sols exposés a la
contamination (ex. 37 pour le t¢émoin vs 3 pour le sol ayant
été exposé a 100 pg de toluéne).

Effets d’un lixiviat contenant
des phénols sur la communauté
microbienne isolée d'une
riviere’

® Le systeme Biolog a montré des changements de diversité
fonctionnelle différents pour les échantillons ot la viabilité, le
pH et le phosphore total différaient, indiquant des zones de
potentiel de biodégradation.

Comparaison des effets de
I’addition de boues contenant
des métaux lourds (Cu, Ni et Zn,
a différentes concentrations) sur
deux types de sols (terreau
silteux et terreau sablonneux)*

® Dans le cas du terreau silteux, les profils d’oxydation du
carbone étaient similaires aux profils des acides gras
(diversité génétique) de la communauté microbienne pour
I’ensemble des traitements. -

® Pour ce méme sol, la diversité fonctionnelle s’est avérée
différente seulement en présence de Cu a de hautes
concentrations (282 mg/kg).

® Pour le terreau sablonneux, aucune différence significative
de diversité fonctionnelle n’a été mesurée (p > 0.05) quoique
I’analyse des acides gras suggére une modification dans la
structure de la communauté microbienne.
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Tableau 2.16 Changements de diversité fonctionnelle de communautés microbiennes
exposées a des contaminants (suite)

Comparaison entre la diversité o Aucune différence significative entre les sols lorsque la

fonctionnelle de communautés  microplaque Biolog GN (Gram négatif, comprenant 95

microbiennes échantillonnées de  sources de carbone) était utilisée.

sols contaminés par la créosote e En sélectionnant 23 sources de carbone pertinentes, certains

vs un sol témoin’ sols ccntaminés avaient un indice de diversité plus élevé que
les sols non contaminés (ex. 2.79 vs 2.96) (une oxydation plus
importante, i.e. une coloration plus prononcée) méme si
I"indice de richesse (le nombre de sources de carbone oxydé)
n'était pas significativement différente (22.7 sources de
carbone utilisées en moyenne) (p > 0.05).

Evaluation des changements de o Aprés 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 % et le nombre de
hydrocarbures® bactéries hydrocarbonoclastes a augmenté de 51 %.

o Lorsque inocuié 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, le 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 sur I'ensemble de la microplaque.

"(Campbell et al., 1995) *(Fuller et al., 1997) *(Talpsep et al., 1997) *(Baath et al., 1998)

3(Derry et al., 1998) S(Wunsche et al., 1995)

La technique utilisant le systtme Biolog s’est avérée efficace pour montrer des
changements de diversité fonctionnelle d’une communauté microbienne dans son

ensemble mais n’informe pas sur le nombre ni le genre bactériens présents dans la
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communauté. Pour cette raison, l'interprétation des résultats doit se limiter 4 une
indication globale des changements de diversité fonctionnelle. Plusieurs travaux illustrent
cette réalité. Haack et al. (1995) ont montré que I’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. A titre d’exemple,
I’absorbance 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 méme puits a permis de développer une
coloration d’adsorbance égale a 0.7 (A = 590 nm, aprés 25 heures d’incubation de la
microplaque). Cette étude a montré qu’aucune association ne peut étre avancée entre
I’oxydation d’une source de carbone et le nombre d’utilisateurs dans la communauté,

étant donné |’ absence de synergisme.

Seules les bactéries hétérotrophes aérobies et cultivables contribuent a I’établissement du
profil d’oxydation. Egalement, ces profils reflétent I'activité des bactéries croissant le
plus rapidement dans la communauté (Smalla et al., 1998; Verschuere et al., 1997).
L’activité des bactéries croissant relativement plus lentement peut alors étre masquée.
Une comparaison entre une communauté comprenant 90 % de Vibrio alginolyticus
(croissance trés rapide) et 10 % de Cytophaga marinoflava (croissance lente) a montré
que I'oxydation des sources de carbone était attribuable majoritairement 3 la souche

Vibrio (une similitude de 98 % entre le patron de Vibrio et celui de la communauté).

Plusieurs auteurs ont soulevé la problématique de la densité de I’inoculum dans les puits
de la microplaque (Haack et al., 1995; Konopka er al., 1998). En effet, le développement
de la coloration s’avere proportionnel au nombre de bactéries, rendant problématique la
comparaison de communautés microbienne de densités différentes. Pour remédier a 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
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réponses mais ne traduit pas une réalité biologique, prétextant que la densité des

communautés microbiennes ne se traduit pas directement en taux d’oxydation.
2.3.2 Evaluation écotoxicologique

Comme le mot I’invoque, |’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, 1'écotoxicologie
est utilisée dans une perspective de gestion des sites (Ministére de l'environnement et de
la faune, 1996) et d’évaluation des effets écologiques de I’introduction de micro-

organismes dans I’écosystéme (Environnement Canada, 1997).

Etant donnée 1’importance qu’occupe 1'évaluation écotoxicologique dans la gestion des
sites, il convient de la positionner cette science dans la démarche de gestion. L'évaluation
écotoxicologique entre dans les stratégies de gestion afin d’établir le danger, I’impact et
le risque des substances toxiques sur I'écosystéme (Forbes et Forbes, 1994). L'évaluation
du danger vise a fournir I'information nécessaire pour juger du danger ou de I’innocuité
d’une substance chimique (ex. sélection des essais de toxicité et détermination de
I’incertitude du risque) (Caimns et al., 1978). L’impact se définit comme |’identification
des problémes environnementaux spécifiques a un projet ou 4 un site (Bamnthouse et al.,
1986). Enfin, Volmer er al. (1988) définissent I’évaluation du risque comme une méthode
d’estimation de I’importance et la probabilité des effets néfastes des substances

chimiques sur [’environnement.

Le gestionnaire de site peut étre supporté dans sa démarche en utilisant des procédures
publiées (CCME, 1996; USEPA, 1992). Au Québec, comme support a la Politique de
protection des sols et de réhabilitation des terrains contaminés, le Ministére de
Ienvironnement du Québec prépare une Procédure d’évaluation du risque

écotoxicologique (PERE) (Ministére de I'environnement et de la faune, 1996). Dans cette
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procédure, I’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 |’estimation du sort (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 sensibilité), l'identification du danger et l'estimation de ['exposition (voies

d’exposition, durée, fréquence et amplitude).

Le défi de I’écotoxicologie réside dans I'établissement de liens entre les réponses
toxiques mesurées sur des organismes et les changements écosystémiques (Figure 2.9)
(Forbes et Forbes, 1994; Walker et al., 1996). En relation avec la problématique des sites
contaminés, plusieurs ouvrages ont ciblé la caractérisation des récepteurs écologiques
d’intérét, une analyse des effets directs et indirects causés par la présence de
contaminants et la traduction en répercussions a court et moyen termes sur les

écosystémes spécifiques (Thellen et al., 1995).

substances toxiques
@ changements biologiques
@ changements physiologiques
@ réponses sur [’organisme complet
changements de population
@ @ effets sur la communauté

effets sur | *écosysteme

»
>

* augmentation du temps de réponse

* augmentation de I’importance des effets

« augmentation de la difficulté d’établissement du lien
pour des substances chimiques spécifiques

Figure 2.9 Hiérarchisation des effets des substances toxiques sur un écosystéme

(Forbes et Forbes, 1994)
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Les substances toxiques étudiées se rapportent habituellement aux contaminants relargués
dans |’environnement suite aux activités humaines. Ces contaminants peuvent se
regrouper en quatre grandes classes: les polluants issus de I’agriculture (ex. pesticides),
les polluants de sources non agricoles (ex. hydrocarbures), les métaux lourds (ex. le
cadmium) et les déchets radioactifs (®°Pu, résidu des réacteurs nucléaires) (Guthrie et
Perry, 1980). Les nouvelles exigences réglementaires quant a I’introduction de micro-
organismes sur un site demandent de vérifier leurs effets écologiques (ex. effets du
micro-organisme sur les espéces aquatiques de plantes, d’invertébrés et de vertébrés
susceptibles d’y étre exposées) (Environnement Canada, 1997). Dans cette optique, les
micro-organismes, ainsi que leurs métabolites, doivent étre étudiés en fonction d’une

génération potentielle de toxicité sur I’écosystéme (Figure 2.9).

Lors d'une évaluation écotoxicologique, I’approche comprend habituellement
I’application d’une batterie de bioessais, incluant plusieurs niveaux trophiques dont les
micro-organismes (Guthrie et Perry, 1980; Keddy er al., 1995; Sloterdijk et al., 1989).
Des exemples de réponses mesurées sur les micro-organismes exposés & des substances
chimiques sont montrés au Tableau 2.17. Ces résultats pourront servir de référence pour

I’évaluation écotoxicologique de micro-organismes injectés in situ.
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Tableau 2.17 Utilisation des bactéries pour 1’évaluation écotoxicologique

type de réponse organisme cible substance testée

génotoxicité ®FEscherichia coli ® 83 composés, ex. benzo-a-pyréne’

(SOS chromotest) ® sol contaminé par le PCP, en
processus de bioremédiation®

eSalmonella sp. ® cau potable, municipale,

souterraine, effluent d’industries
de pites et papier, lixiviats de
sites d’enfouissement®

inhibition de la ® Photobacterium phosphoreum ° sédiments contaminés par les

bioluminescence métaux lourds®

° plus de 50 composés, ex. phénols
halogénés’

e eau usée municipale*

¢ sol contaminé par le PCP, en
processus de bioremédiation®

inhibition de
production de gaz

ebactéries méthanogenes ® plus de 50 composés, ex. phénols

halogénés’

inhibition de la
respiration aérobie

® plus de 50 composés, ex. phénols
halogénés’

econsortium d’une liqueur mixte
prélevé d’un procédé de traitement
par boues activées

ePolytox: consortium vendu
commercialement comprenant 12
souches bactériennes isolées de
boues activées

® 22 produits chimiques, ex.
benzéne, toluéne, éthylbenzéne’

inhibition de la

sconsortium d’une liqueur mixte ® plus de 50 composés, ex. phénols

consommation prélevé d’un procédé de traitement halogénés®

d’ammoniaque par boues activées

variation du emicro-organismes indigénes d’eau  ® benzéne, toluéne, xyléne et
profil des de surface et de sédiments trichloroéthyléne’
protéines

" (Quillardet et al., 1985) * (Sloterdijk et al., 1989) > (Blum et Speece, 1991) * (Zhang et
Sun, 1995) ° (Ogunseitan, 1996) ® (Helma et al., 1996) 7 (Peace et al., 1997) ® (Knoke et

al., 1999)
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D’aprés Guthrie et Perry (1980), les substances toxiques générées dans |’environnement
par les micro-organismes proviennent majoritairement du métabolisme des pesticides (ex.
DDT métabolis€ en DDD), de la transformation du mercure en méthylmercure
(s’accumulant dans la chaine alimentaire), du métabolisme de I’arsenic, de la formation
de drainage minier acide et du dégagement de HaS par les bactéries sulfato-réductrices.
L’évaluation écotoxicologique de biotechnologies environnementales a montré que la
biodégradation de plusieurs contaminants (ex. hydrocarbures aromatiques polycycliques)
pouvait mener a la formation de produits intermédiaires parfois plus toxiques que le
contaminant lui-méme (Alexander, 1994; Renoux, 1996; Santini, 1998; Seymour et al.,
1997).

Dans une perspective de biostimulation d’une microflore indigéne la croissance de
souches bactériennes pathogénes ainsi que [’accumulation de PMS pourraient
potentiellement générer une écotoxicité. A titre d’exemple, I'espéce Escherichia coli, se
retrouvant dans les eaux souterraines contaminées, croit rapidement en condition riche en
source de carbone (Matthess et Harvey, 1982). Le potentiel écotoxique des PMS reste
étre démontré. Néanmoins, certains résultats de travaux suggérent une toxicité, telles une
inhibition de la nitrification en condition cuvée (Chudoba, 1985) et une réponse
mutagéne d'un effluent secondaire d’un procédé de traitement d’eaux usées (Barker et
Stuckey, 1999). Parallélement, la capacité des PMS i agir comme agents chélateurs
pourrait contribuer & diminuer la toxicité en présence de métaux (Callander et Barford,
1983; Kuo et al., 1996).
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CHAPITRE 3
SYNTHESE DU PROJET

Initialement, le projet se voulait une exploration du concept des biobarriéres pour son
application dans les aquiferes. La problématique typique des rocs fracturés a stimul€ le
choix de ce miiieu. L’adoption de nouveaux regiements fédéraux concernant les produits
biotechnologiques a incité a évaluer les impacts environnementaux parallélement a
I'étude des bases scientifiques de validation du concept. Dans le présent document, les
chapitres IV, V et VI forment le corps de la thése. IIs sont présentés sous forme de
manuscrits rédigés en langue anglaise et publiés, ou soumis, a des revues scientifiques
avec comit€s de lecture. Le corps de la thése est complété par des résultats présentés en
annexes. Le chapitre de synthése expose la démarche scientifique et permet une

visualisation de [’ensemble des travaux.
3.1 Vue d’ensemble du projet

La biostimulation d’une microflore indigéne des eaux souterraines représente le point
central du projet. Cette biostimulation a été étudiée sous quatre aspects: - physico-
chimique, 2- écotoxicologique, 3- microbiologique et 4- dynamique (Figure 3.1). Ces
aspects ont permis d’évaluer le potentiel d’utiliser la microflore indigéne dans une
perspective de développement de la barriére biologique in situ, en tenant compte des

récentes orientations normatives et politiques en matiére environnementale.
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sur une surface reproduisant un roc

4- Mesure du
biocolmatage
d’une fracture simple
dans un
bloc de calcaire

&

= =

q Biostimuiation B
d’une microflore indigéne
via I’injection de nutriments
et d’accepteurs d’électrons

3. Obervation des changements
de diversité microbienne suite a la biostimulation

Figure 3.1 Démarche scientifique du projet

g

2- Evaluation
écotoxicologique
des composantes

eau et biofilm

=

3.2 Approvisionnement en eau souterraine et conservation de la microflore

62

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 aprés une purge de trois volumes de puits

(= 1000 L), suivant une méthode proposée par le Ministére de 1'environnement et de la

faune (Tableau 3.1) (Ministére de I'environnement et de la faune, 1994). Dans un premier

temps, une analyse des principaux ions de '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 résultats (Matthess

et Harvey, 1982). En effet, la composition d’une eau souterraine naturelle varie pendant

’année, principalement en raison des différences de température qui modifient les
équilibres chimiques (pH, solubilité).
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Tableau 3.1 Références relative & I’échantillonnage de 1'eau souterraine et la conservation

de la microflore indigéne

type d’information référence section référence page
e croquis du puits de pompage Annexe 2 225
® schéma de I'appareillage de pompage Annexe 2 225
e analyse chimique de I'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 deuxiéme temps, la microflore indigéne de ['eau était conservée pour
inoculations de I’eau souterraine synthétique. La méthode de conservation consistait en
une concentration de la microflore suivie d’une congélation rapide a —80 °C, utilisant du
glycérol comme agent cryoprotecteur (Tableau 3.1). L’eau a été recueillie deux fois par
année (au printemps et a I’automne) entre 1995 et 1999. Les concentrats de la microflore

indigene ont été utilisés a I’intérieur d’une période de 6 mois.

3.3 Détermination des effets des facteurs physico-chimiques sur Ie développement

d’un biofilm sur une surface reproduisant un roc

I est reconnu que la microflore des eaux souterraines peut contenir des bactéries
productrices d’exopolysaccharides (EPS) (Hurst et al., 1997). Egalement, des €tudes ont
démontré que Iinjection de bactéries productrices d’EPS dans un milieu géologique
saturé pouvait mener 3 une réduction substantielle de la conductivité hydraulique (article
de revue: (Baveye er al., 1998)). Considérant 1’approche de biostimulation, la premiére
démarche du projet a été de déterminer les facteurs favorisant la sécrétion d’EPS et de
mesurer dans quelle mesure un biofilm s’accumulerait sur une surface reproduisant un

roc.
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Une revue de la littérature a permis de déterminer les facteurs physico-chimiques
susceptibles d’influencer la sécrétion d’EPS et I’accumulation du biofilm pour
I’application de biocolmatage dans un milieu géologique fracturé: le type de source de
carbone, la concentration de la source de carbone, le ratio C :N :P, la concentration en
oxygeéne, |’agitation du milieu, la présence d’ions calcium 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, Linton et al., 1987; Ludensky, 1998; Morin et al., 1993; Ohashi et al., 1995;
van der Wende et al., 1989). Dans le systeme utilisé, certains facteurs chimiques,
physiques et microbiologiques étaient fixés: le pH (pH = 8.3 initialement), la composition
ionique de I'eau, la température (10°C), 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 a la détermination des effets des facteurs physico-
chimiques

type d’information référence section référence page

méthodologie de I’étude sur les facteurs physico- 4.5 76
chimiques : description du montage, choix des

facteurs, statistiques

» protocole de mesure de I’épaisseur du biofilm Annexe | 199
(P12 -E)
* protocole de la détermination de la concentration Annexe | 199

en EPS (P12-F)

¢ protocole de détermination de la concentration Annexe | 199
en glucides (P12 - G)
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Tableau 3.2 Références relatives 3 la détermination des effets des facteurs physico-

chimiques (suite)

e analyses chimiques des sources de carbone Annexe 3 230
e composition géochimique de la céramique Annexe 4 231
@ résultats et discussion 4.6.1 81

e autres analyses du biofilm Annexe 5 234
@ production d’EPS et développement de biofilms Annexe 7 259

par deux autres microflores indigénes des eaux

souterraines

Pour la réalisation de I’étude, un systéme, permettant la comparaison des effets de
plusieurs facteurs ainsi que la duplication des essais, a été développé (Figure 3.2). Les
parametres présents dans tous les réservoirs étaient: un volume de 500 ml d’eau
souterraine synthétique, une inoculation avec | mL de concentrat de ia microflore
indigéne (concentration initiale dans le réservoir 10° bact. hétérotrophes/ml). une addition
journali¢re 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 a I’étude, ainsi que les niveaux,
sont présentés au Tabiean 4.1 (p.78). Un plan statistique de Plackett-Burman a permis de
déterminer les effets de ces facteurs sur six variables: la concentration de la biomasse en
suspension, la concentration d’EPS en suspension, I'épaisseur du biofilm, e pH, le
potentiel d’oxydoréduction et I’accumulation des glucides dans le milieu. Ce plan
statistique 2 €t€ choisi en raison de sa puissance a 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 IV, ainsi qu'aux Annexe 5 & Annexe 7

(Tableau 3.2).
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Figure 3.2 Réservoirs de | L utilisés pour I’étude des facteurs physico-chimiques,

I’évaluation écotoxicologique et I’observation des changements de diversité microbienne

3.4 Evaluation écotoxicologique des composantes eau et biofilm

En vertu de la Loi canadienne sur la protection de l'environnement, la preuve de
I'innocuité fait maintenant partie de la démarche de développement des biotechnologies
environnementales (Environnement Canada, 1997). Quoique I’approche de
biostimulation de la microflore indigéne, via I’addition de nutriments et d’accepteurs
d’électrons, soit exclue de I’obligation de fournir une déclaration 2 Environnement
Canada, il importait de vérifier le potentiel de génération d’une écotoxicité suite au
développement d’un biofilm. Plusieurs recherches ont montré 1'écotoxicité des
contaminants et de leurs sous-produits de dégradation (Addison et Holmes, 1995; Adema,
1978; Blum et Speece, 1991; Boxall et Maltby, 1995; Helma et al., 1996; Knoke et al.,
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1999; Mikeld et Oikari, 1995; Quillardet et al., 1985; Rodgers er al., 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 2 leurs sous-produits (Chudoba,
1985; Schiener et al., 1998; Schlimme et al, 1999). Dans une perpective de
développement d’une biobarriére, la génération de produits microbiens solubles (PMS),
était susceptible d’amener une écotoxicité dans la nappe aquifere (Pitter et Chudoba,
1990).

Pour réaliser I’évaluation écotoxicologique, des réservoirs de 1 L ont été utilis€s en
appliquant les conditions physico-chimiques significatives pour le développement du
biofilm sur la céramique (Tableau 3.3). Ce systéme permettait I’accumulation des
substances potentiellement écotoxiques; une condition souhaitée a cette étape-ci du
projet. Les deux bioessais sélectionnés représentaient des organismes couramment
utilisés pour des mesures d’écotoxicité en milieu aqueux (Keddy er al., 1995; Sloterdijk
et al., 1989). Pour fins de comparaison des réponses écotoxiques, la biostimulation a été
effectuée en réservoirs ne contenant pas de contamination et en réservoirs ayant regus une
concentration de 10 mg L™ de pentachlorophénate de sodium (NaPCP). En tout, les
organismes ont ét€ exposés a neuf échantillons: trois témoins (eau saline 0.85% NaCl,
eau souterraine synthétique, eau souterraine synthétique et mélasse), quatre solutions (1-
eau souterraine synthétique et mélasse fraichement inoculée, 2- la méme solution aprés 8
jours de biostimulation, 3- eau souterraine synthétique, mélasse et NaPCP fraichement
inoculée et 4- méme solution aprés huit jours de biostimulation) et deux échantillons de
biofilms, en suspension dans une solution saline, provenant des réservoirs avec et sans

NaPCP, respectivement.
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Tableau 3.3 Références relatives a 1’évaluation écotoxicologique

type d’information référence section référence page
=« méthodologie des bioessais et de la production 457 &45.6 80
de PMS
® résultats & discussion de I’évaluation 4.6.2 86

écotoxicologique et de la production de PMS
» Informations additionnelles des analyses Annexe 5 234

écotoxicologiques

Ainsi, il fit possible de comparer les réponses induites par la présence d’un contaminant,
ayant fait I’objet de plusieurs études, aux réponses induites par |’accumulation de PMS
dans le systéme, de méme que de comparer les échantillons d’eau souterraine et de
biofilms (Gifford et al., 1996; Rao, 1978; Schmidt er al., 1999). La quantité de PMS
générés a €té€ évaluée en déterminant la demande chimique en oxygéne attribuable i ces
produits (APHA et al., 1992; Chudoba, 1985). Les résultats de I'évaluation
écotoxicologique sont présentés au chapitre [V et 21" Annexe 5 (Tableau 3.3).

3.5 Observation des changements de diversité microbienne suite a Ia

bhiostimulation

La démonstration de 'innocuité des biotechnologies nécessite également une évaluation
des changements de structures dans la communauté microbienne indigéne
(Environnement Canada, 1997). Ces changements peuvent avoir comme effet de
diminuer la biodiversité et entrainer un débalancement dans I’écosystéme (ex. les cycles
biogéochimiques). Un tel débalancement est d’autant plus indésirable s’il favorise la
croissance de souches microbiennes pathogénes (Reaka-Kudla er al, 1997). I est
reconnu que la modification des conditions physico-chimiques d’un milieu, telle
Pinjection de nutriments et d’accepteurs d’électrons, entraine des changements de

structure dans les communautés microbiennes. La majorité des recherches sur le sujet se
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rapportent aux modifications dues 2 la présence de contaminants (Derry et al., 1998;
Dojka et al., 1998; El Fantroussi et al., 1999; Fuller et al., 1997; Hubert et al., 1999;
Massol-Deya et al., 1997) et peu ont exploré les effets d’une biostimulation 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 I L et appliquant les conditions physico-chimiques significatives pour le
développement d’un biofilm sur la céramique. Deux expérimentations ont été conduites.
La premi€re visait & comparer la diversité génétique et fonctionnelle des
ultramicrobactéries (UMB) de I’eau souterraine au biofilm développé sur la céramique.
La deuxiéme étude comparait la diversité fonctionnelle des UMB et des bactéries de taille

« normale » ainsi que leur aptitude a sécréter des EPS et former un biofilm (Tableau 3.4).

Tableau 3.4 Références relatives a 1’étude de changements de diversité microbienne

type d’information référence section  référence page

¢ méthodologie de I’étude : isolation des UMB, 5.5.2,5.53 &5.5.4 103 & 106
diversité génétique, diversité fonctionnelle,
statistiques

¢ protocole d’énumération et de viabilité des Annexe | 199
bactéries (P12 - A)

¢ protocole de mesure de I’hydrophobicité de Annexe 1 199
surface des cellules (P12 - C)

¢ protocole de profil physiologique (diversité Annexe 1 199
fonctionelle) (P12 - D)

¢ photos de microscopie par épifluorescence Annexe 2 225

e résultats et discussion de I’étude sur les UMB 5.6 108

e résultats de la comparaison des UMB et des Annexe 6 253

bactéries de taille «<normale»
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1 a été démontré que les UMB 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 «normale» (Cusack er al., 1992; Cusack et al., 1992; Sharp et
al., 1999). Dans une perspective de biostimulation d’une microflore indigéne pour le
colmatage de fractures, il importait de connaitre la proportion de bactéries sous forme

UMB et les différences en terme de diversité.

La premiére expérimentation jumelait des analyses de diversité génétique (SSCP et génes
ARNr 16S) — pour I’observation du changement de la quantité d’espéces UMB dans la
communauté — et des analyses de diversité fonctionelle (systtme Biolog) — pour
I'observation des changements dans la capacité oxydative de la communauté d’UMB.
Pour ce faire, les UMB étaient obtenues suite a une filtration de la microflore indigéne
sur un filtre de diameétre de pores 0,4 um. Des échantillons d’eau souterraine fraichement
inoculée d’UMB indigeénes ont été comparés a des échantillons de biofilms. formés sur la
céramique apreés 13 jours de biostimulation. La deuxiéme expérimentation mettait en
paralléle les UMB et les bactéries de taille «normale» quant a la viabilité initiale, la
diversité fonctionnelle, la sécrétion d’EPS et I’épaisseur du biofilm. Les résultats sont

présentés au chapitre V et a I’ 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 indigéne suite & une
biostimulation représentait une étape cruciale du projet. En effet, bien que la preuve du
biocolmatage par des bactéries injectées dans un sol ait été faite (Baveye et al.. 1998:
Bellamy et al., 1993; Characklis et Marshall, 1990; Dennis et Turner, 1998;
Frankenberger et al., 1979; Okubo et Matsumoto, 1983; Paksy et al., 1998; Sanchez de
Lozada er al., 1994; Vandevivere et Baveye, 1992; Vandevivere et Baveye, 1992;
Vandevivere et Baveye, 1992; Vandevivere et al., 1995), la validation de 1’approche de
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biostimulation se profile depuis peu (Johnston et al., 1997; Johnston et al., 1999; Tumer,
1995). Plus particuliérement, cette approche devait éwre démontrée dans un milieu

géologique fracturé (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 I’eau souterraine (Todd, 1980). Egalement, un montage expérimental
représentatif devait étre développé. Suite a 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’étre constitué d’un matériel naturel, de permettre une
alimentation en eau souterraine et en nutriments sous une charge hydraulique constante.
Aussi, le monitorage du débit de I'effluent et de la différence de hauteur des piézometres
a I'entrée et 2 la sortie de la fracture ont permis d’évaluer le biocolmatage dans la
fracture. Les piézométres permettaient une mesure de variation de la conductivité
hydraulique de I'ordre de 2 cm min”. La Figure 6.1 et le Tableau 6.1 décrivent les

caractéristiques du montage.

Tableau 3.5 Références relatives i I’étude de biocolmatage

type d’information référence section référence page

® résultats d’un essai préliminaire de colmatage Annexe 8 262

dans une colonne de sable

® méthodologie: caractérisation de la microflore 65.2,65.3& 136,137 & 139

initiale, montage, essai de biocolmatage 6.5.4
® courbe de croissance de la microflore Annexe 2 225
® composition géochimique du calcaire Annexe 4 231
® résultats de I'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 1’eau souterraine et une mesure du biocolmatage. La caractérisation a consisté
en une analyse des génes 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 indigéne et dans un deuxiéme temps, en
instaurant la charge hydraulique constante en eau et en nutriments. L’inoculation a été
répétée A tous les sept jours afin de reproduire |’apport de micro-organismes retrouvé
dans les aquiféres. Le suivi du biocolmatage consistait en une mesure de la diminution de
la conductivité hydraulique de la fracture et un suivi de paramétres physico-chimiques et
microbiologiques de I’effluent (concentration en glucides, concentration en bactéries
hétérotrophes, concentration en EPS, pH et potentiel d’oxydoréduction). Les résultats de

cette étude sont présentés au chapitre VIet i I'Annexe 8.
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CHAPITRE 4
EVALUATION ECOTOXICOLOGIQUE ET EFFETS DES FACTEURS
PHYSICO-CHIMIQUES SUR LE DEVELOPPEMENT D’UN BIOFILM EN
CONDITIONS D’EAU SOUTERRAINE

4.1 Titre du manuscrit

« Ecological assessment and effects of physico-chemical factors on biofilm development

in groundwater conditions »
4.2 Auteure et co-auteurs

Nathalie Ross', Louise Deschénes?, Jacques Bureau®, Bernard Clément’, Yves Comeau’,
et Réjean Samson®

! Département de génie civil géologique et des mines, Ecole Polytechnique de Montréal

* Chaire industrielle CRSNG en assainissement et gestion des sites, Département de génie
chimique, Ecole Polytechnique de Montréal

3 Département de mathématiques et génie industriel, Ecole Polytechnique de Montréal
4.3 « Abstract »

A new concept in groundwater containment is the development of a biobarrier formed by
the biostimulation of a microbial population and exopolysaccharides (EPS) production.
Although the efficiency of biofilms to clog porous media and biotransform contaminants
suggests their application in aquifers, work on groundwater conditions has to be
performed to confirm the potential of this technology. To determine the feasibility and
the ecotoxic potential of biobarrier development, a groundwater indigenous population
was inoculated in semi-continuous reactors. The effects of aeration, carbon source,
feeding rate, C:N:P ratio, calcium ions, and pentachlorophenol (PCP) on biomass, EPS,
and biofilm production was studied by a statistical design. The ecotoxic effect of soluble
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microbial products (SMPs) was assessed using two biotests: the Selenastrum
capricornutum and Microtox® (Vibrio fischeri) tests. Results showed that the carbon
source type and its feeding rate had a significant impact on biofilm development leading
to a maximum biofilm thickness of 250 pm after only 144 hours. The ecotoxicological
assessment revealed that Selenastrum capricornutum growth inhibition reached 80 %
while 90 % of Vibrio fischeri 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

potential have to be taken into account for in situ biobarrier development.

Key words: Groundwater containment, biobarrier, indigenous micro-organisms,

exopolysaccharide, physico-chemical conditions, ecotoxicology.
4.4 «Introduction »

Microbial barriers formed with micro-organisms 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 exopolysaccharide (EPS) producers which
could be stimulated to produce such compounds by injection of nutrients and electron

acceptors.

The physico-chemical conditions will affect the micro-organisms’ growth, EPS
production, as well as biofilm density and thickness in the aquifer (Characklis et
Marshall, 1990). Very few experiments have been performed on biobarrier development
at groundwater temperature in darkness. When dealing with a mixed microbial
population, the use of in situ temperature (10 °C in Québec) is important in order to
promote the development of the appropriate class of micro-organisms. Psychrophilic and

psychrotrophic organisms have optimum enzyme production and transport system at low
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temperature (Prescott ez al., 1995). The transport of micro-organisms from the bulk to the
porous or fractured media is a key step for biobarrier development (Characklis et
Marshail, 1990).

In situ application of a biobarrier for the control of groundwater movement has not been
reported in the literature. The concept of the biobarrier has been studied on lab-scale
under two approaches (i) a bioaugmentation 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 approach has been
studied on small scale models (one-dimensional glass beads or sandstone cores) and
larger scale models (three-dimensional reservoirs and natural reservoir cores) using
ultramicrobacteria (UMB) formed from oilwell water isolates (Cusack et al., 1992).
Results showed that when the matrix was flooded with nutrients, injected UMB
penetrated and returned to their full vegetative size and their normal level of EPS

production. The permeability of the matrix was reduced by at least 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-
through experiments 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 contaminated by BTEX (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.
Columns studies (0.5 m x 80 mm) showed that atmospheric O- resulted in the largest
production of EPS while the presence of H,0- limited the production of EPS. Hydraulic
conductivity decreased from an initial value of 0.33 m/day to 0.023 m/day after 390 hours
(Johnston et al., 1997).
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Ecotoxicological assessments are increasingly used in conjunction with site remediation
technologies to ensure that soil and groundwater matrixes are not only decontaminated,
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 potential (Alexander, 1994), (Pitter et Chudoba,
1990). An ecotoxicological assessment of SMPs has not yet been conducted in the
prospect of in situ biobarrier as a containment technology. The objectives of this study
were : first, to determine physico-chemical conditions for the formation of biofilm on a
ceramic in groundwater using an indigenous microbial population at 10°C in darkness

and second, to assess the ecotoxic potential of the biofilm and SMPs produced.

4.5 «Methodology »

45.1 « Natural and synthetic groundwater »

Non-contaminated natural 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 chemical analysis of the groundwater was
performed to prepare a synthetic groundwater with the following composition (mg/L):
Na,COs (679), NaCl (617), MgSO, (19), CaCO; (15), Ko:HPO, (11), KNO; (6) and FeCl,
(1) (pH = 8.3). The synthetic water was sterilized at 121 °C and 103.4 kPa (20 min.).

4.5.2 « Microbial Enrichment »

Indigenous micro-organisms were cultured in an Erlenmeyer flask (1 L) enriched with
black strap molasses (5 g/L) (West Indies Molasses, Montreal, Canada) shaken at 200

rpm and placed at 10 °C in darkness, until microbial concentration reached 10’
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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-sulfuric acid method (Dubois
et al., 1956). The culture was maintained at -20 °C with glycerol (15 g/L) before
utilization (Cargill et al.,, 1992). Stock cultures were resuspended in fresh synthetic
groundwater (1 ml culture / 500 mi synthetic groundwater).

4.5.3 «Biofilm Development Apparatus »

Experiments were conducted in semi-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 number of physico-chemical conditions, to duplicate, and
also to measure the effects of by-products accumulation on biomass, EPS. and biofilm
development. Ceramic was used to simulate a rock surface (Ceramica Industriale,
Casalgrande. Italy). Its geochemical composition was : 62.6 % SiO,, 0.7 % TiO,, 18.9 %
AlOs, 1.3 % Ca0, 2.9 % MgO, 1.9 % Na,0, 4.0 % K,0 and 7.0 % Fe0;. The reactors
were placed at [0 °C in darkness to represent aquifer conditions and prevent photolysis
of PCP (Rao, 1978). Reactors were filled with synthetic groundwater (500 ml) and
inoculated with 1 ml of the microbial culture. Air bubbles were isolated from the ceramic

coupon to prevent biofilm sloughing. The physico-chemical conditions tested are
presented in Tableau 4.1.
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Tableau 4.1 Physico-Chemical Conditions for the Optimization of Biofilm Development

on a Porous Media in Synthetic Groundwater

Condition Designation Level (-) Level (+)
Carbon Source Feeding Rate A 2 mg/m:.min 20 mg/m™.min
Aeration B Agitation 200 rpm  Sparging 4.2 cm’/s
Carbon Source C Saccharose Molasses
PCP Concentration D 0 mg/L 10 mg/L
Calcium Ion Concentration E 0 mg/L 100 mg/L
C: N: P Ratio F 50:10: 1 200: 10: 1

4.5.4 « 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 ml/d (concentrations 4.09 and 40.9 g/L for levels (-) and (+),
respectively). Since divalent ions are known to improve biofilm texture, calcium chloride
solution (100 mg/L) was injected at the beginning of the test (Bellamy er 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 preservation 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 «Determination of the physico-chemical conditions effects »
A Plackett-Burman statistical design was used to determine the significant effects of

physico-chemical conditions on biomass growth and biofilm development (Clément,
1990) (Tableau 4.1). Each of the 6 physico-chemical conditions tested was maintained at
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2 levels those being (-) and (+). The complete experimental design was divided in 2 sets
of 8 trials: a basic design and a reflected design (Tableau 4.2). In the reflected block,
levels (-) became (+) and vice-versa. Each trial was performed in duplicate for a total of

32 reactors.

Tableau 4.2 The 8-run Basic' Experimental Design to Determine the Effects of Physico-

Chemical Conditions on Biomass Growth and Biofilm Development”

Trials Conditions

2 - - - + +
3 - + + + + -
4 - + + - - +
5 + + - - + +
6 + + - + - -
7 + - + + - +
8 + - + - + -

': In the 8-run reflected design, levels are interchanged from (-) to (+) and vice

versa.
*: The combination of both statistical designs (16-runs) yields a resolution IV

design: main effects are separated from two-factor interactions.

The physico-chemical 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. After this time, 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 described by Hacking et al.

(1983). Biofilm thickness was evaluated by microscopy with correction for light
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refraction (Trulear et Characklis, 1982). Specific probes were used to measure pH and
ORP (APHA et al., 1992; ASTM, 1990). The phenol-sulfuric acid method was used to

measure carbohydrate concentration (Dubois et al., 1956).
4.5.6 «Evaluation of SMP production »

Chemical oxygen demand (COD) tests were conducted to evaluate the production of
SMPs by a closed reflux colorimetric method (Chudoba, 1985), (APHA er al., 1992).
CODgasticutare Was obtained by subtracting the CODgyerapie from the CODyour. CODparticulate
came from suspended biomass and EPS. CODgjerabie came from SMPs, PCP and the
carbon source. CODgjienple Was obtained from filtered culture sample (Hydrophilic PYDF
filters of 0.45 um, 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 = CODspterate = (CODmolasses + 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 compounds

resulting from the bacterial metabolism and intermediate compounds of PCP degradation.
4.5.7 « Ecotoxicological assessment »

Evaluation of the ecotoxic potential was conducted on synthetic groundwater and biofilm
sampled from the reactors with molasses fed at 20 mg/m®.min, sparging aeration (4.2
cm’/s), calcium ions (100 mg/L) 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
% NaCl) and sonicated for 2 minutes at minimal power (Mathieu et al., 1992). Growth
inhibition of the green algae Selenastrum 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
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o = 95 %. Due to the large variations in inhibition results obtained from the diluted
samples, 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 fischeri test (Microtox®) , was conducted according 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 Vibrio fischeri population
(IC50 and ICso).

4.6 « Results and Discussion »

4.6.1 « Effects of physico-chemical conditions on microbial growth and biofilm

development »

The physico-chemical 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 shown in Figure 4.1. This implies that all
the results obtained with the Plackett-Burman experimental design were between those
minima and maxima. The growth of indigenous groundwater micro-organisms showed a
typical batch growth curve (Characklis et Marshall, 1990) (Figure 4.1-I). The suspended
EPS concentration curve resembled a logistic curve such as those obtained in batch
cultures and the biofilm thickness increased following a sigmoidal curve (Figure 4.1- I &
IIT) (Characklis et Marshall, 1990). The global effects of the physico-chemical conditions
on microbial production over 192 hours are given in Tableau 4.3. These results,
expressed in percentages, show the effect on suspended biomass, suspended EPS, and
biofilm thickness of changing the condition level from (-) to (+) (ct= 95 %) (Tableau
4.1).
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Figure 4.1 Microbial growth and biofilm development under groundwater conditions in

semi-continuously fed reactors. Conditions not statistically different were grouped

together (¢ =95 %). Tableau 4.1 describes conditions tested
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Tableau 4.3 Significant Effects of Physico-Chemical Factors on Microbial Production
Variables over 192 hours (ot = 95 %)

Variables Conditions Effect® p>F
(%)
+77.7+£87 00001

Suspended Biomass Concentration
-21.8+8.7 00131
+17.2+8.7 0.0500

+16.3+6.2 0.0094
+90.4 £ 14.0 0.0001
+69.9 £ 14.0 0.0001
C +69.2+£14.0 0.0001

Suspended EPS Concentration

Biofilm Thickness

@ > > 0O >

*: signs + and - are related to the condition effect on the variable when level (-) is changed for

level (+).

The type of carbon source and the feeding rate had the most significant effect on biomass
growth, EPS production and biofilm development (Figure 4.1 & Tableau 4.3). Biofilms,
when molasses was used as the carbon source, were 70 % thicker than biofilms
developed in saccharose-fed reactors (Figure 4.1 & Tableau 4.3) (p = 0.0001). The
carbon source played several roles in the system. First, it promoted the growth of the
microbial population, and conditioned the ceramic surface before cell attachment which
is a key step in biofilm development (Honig, 1953). The molasses composition probably
contributed to an effective conditioning of the ceramic. Inorganic salts (= 8 %) and amino
acids (= 2 %) in molasses could adsorb onto ceramic by ionic interactions (Characklis et
Marshall, 1990). Second, divalent ions in molasses (= 3%) could have promoted the
irreversible cell adhesion onto the ceramic (Characklis et Cooksey, 1983). Third, the
molasses offered more interactions between cells, EPS and the surface with hydrogen,
hydrophobic, and ionic bonding (Bryan ez al., 1986; Flemming, 1995). Saccharose, which

contained less than 0.02 % of ashes and no trace of amino acids, was probably not
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effective in conditioning the ceramic surface and promoting cell attachment. Although
some bacteria are stimulated to produce more EPS in nitrogen starvation condition, it has
been shown that the response was not a general rule (De Philippis er al., 1996). That
could explain the finding that no significant effect was measured between C :N :P ratio of
50:10:1and 200: 10: 1 (p > 0.05).

A high carbon source feeding rate (20 mg/m’.min) resulted in the production of 78 %
more suspended biomass than at low rate (2 mg/m’.min) on average during the 192 hours
(p = 0.0001). This large production of biomass also contributed to a decrease in pH due to
the production of organic acids (Figure 4.1- [V). Also, carbon sources accumulated in
the water at concentrations up to 10.9 g/L after 192 hours (Figure 4.1 - VI). Meanwhile,
the production of suspended EPS and the development of the biofilm on ceramic at 20
mg/m’.min were 16 % and 90 % respectively more important than at 2 mg/m’.min (p =
0.0094 and p = 0.0001, respectively). ORP was higher (195 mV in average) at a low
feeding rate and when air was sparged rather than dissolved by agitation (Figure 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 er al.,, 1995). But under such condition, the
sloughing of the biofilm 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 hours 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 = 0.0001). However,

a closer analysis of the biofilm development revealed that a biofilm was visible after 24
hours with agitated water (1.5 um) compared to 96 hours with air sparging (1.1 pum). In
addition, the suspended biomass and EPS concentrations were not significantly affected
by the type of aeration (p > 0.05). Those results indicate that the dissolved oxygen
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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
explanation for the longer lag period 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 (1981) and Characklis et Marshall (1990) the desorption of cells weakly
adsorbed to the ceramic could have been greater when the water velocity increased. In the
same way, the overall thicker biofilm with air sparging could be explained in part by an
increase in downsweep forces. After the conditioning and the irreversible adsorption of
cells on the ceramic, greater drag and lift forces would improve the mass transfer from
the bulk into the biofilm leading to a thicker film (Characklis et Marshall, 1990).
Moreover, Marshall (1982) reported that an increase in water turbulence led to a thicker
biofilm due to (i) a preferential attachment by certain species, (ii) a microbial
physiological response to environmental stress, and (iii) the squeezing of loosely bound
water from the film by the fluid pressure force. The fact that the oxygen concentration
was not limiting to the growth of the indigenous micro-organisms could be that mixed
microbial population from groundwater usually contains a large fraction of facultative

aerobic bacteria (Fetter, 1992).

Enrichment with calcium chloride (100 mg/L) contributed to an increase in the microbial
population (p = 0.0131) 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 biofilms is associated with a
densification of the biofilm rather than an increase in thickness (Ramsay et al., 1989).

The biofilm mass was not measured but it would not have been surprising that it had
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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 microbial
growth by decreasing the population on average by 22 % (Figure 4.1 & Tableau 4.3)
(p=0.0131). A decrease in PCP concentration from 10 mg/L down to zero was also
observed in some cases which indicated the presence of PCP degraders. Biodegradation
of PCP either by a microbial consortium from a PCP-contaminated soil or a biofilm
developed with pure culture bacteria has been reported at high concentration such as 500
mg/L and 366 mg/L respectively with lab-scale experiments (Edgehill, 1996; Panneton et
al., 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 biomass
viability can be made because of the resistance mechanisms for penetration of toxic
substances such as PCP. Those mechanisms include EPS binding, chemical reaction with
EPS, uptake of the PCP by cells, and catalytic detoxification of PCP in the biofilm
(Characklis et Wildener, 1989).

4.6.2 «SMPs accumulation and ecotoxicological assessment »

The green algae (Selenastrum capricornutum) and Microtox® (Vibrio fischeri) tests are
known to be very sensitive and they are widely used for water toxicity assessment
(Keddy et al., 1995; Sloterdijk et al., 1989). The algal growth inhibition results, when
submitted to non diluted groundwater samples at different period of the microbial
development, are shown in Figure 4.2. The Microtox® test results are presented as the
concentration of the sample needed to inhibit 20 % and 50 % of the bioluminescence
(IC0 and ICsp). ICy is considered as the threshold of detection and ICsg 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
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molasses (3.2 mg/L) respectively, were moderately toxic (algae growth inhibition = 39.3
% and Microtox® ICs0, 15 min = 45.1 %) (Figure 4.2 and Tableau 4.4). Addition of the

microbial indigenous culture to synthetic groundwater and molasses did not significantly
affect bioluminescence of Vibrio fischeri but Selenastrum capricornutum growth was

inhibited of to 72.6 % (Tableau 4.4) (Figure 4.2).
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Figure 4.2 Growth inhibition of Selenastrum capricornutum submitted to different
synthetic groundwater and biofilm samples. Physico-chemical conditions in the reactor
were: molasses fed at of 20mg/ml.min, sparging aeration (4.2 cm’/s), addition of calcium
ions (100 mg/L) and a C: N: P ratio of 50: 10: 1. Controls : I : synthetic groundwater, II :
synthetic groundwater and molasses (3.2 mg/L) and III : saline solution (0.85%)
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Tableau 4.4 Bioluminescence Inhibition of Vibrio fischeri Exposed to Water and Biofilm
Samples for Different Inhibition Concentrations and Time Exposures. Physico-chemical
conditions in the reactor were: molasses as carbon source fed at a rate of 20 mg/m’.min,
sparging aeration (4.2 cm’/s), addition of calcium ions (100 mg/L) and a C: N: P ratio of
50: 10: 1.

Sample ICy» = C.C. ICs = C.C.
(%) (%)

5 min 15 min 5 min 15 min

Controls I >49.5 >49.5 >49.5 >49.5

I 474 +06 45.1 £ 104 >49.5 >495

Groundwater no PCP, =0 453+ 14.8 41815 >49.5 >49.5
& Microbial with PCP, =0 45+038 29+03 13312 84+09
Population no PCP, 1=192h 21307 20427 42537 308x14
with PCP, 1=192h 52=+07 42=+08 156+1.2 11.0£1.2

Biofilms no PCP, t=192h >49.5 >49.5 >49.5 >49.5

with PCP, t=192h >49.5 >49.5 >49.5 >49.5

IC: Inhibition Concentration, C.C.: Confidence Coefficient, Control [: synthetic groundwater, Control II:
synthetic groundwater and molasses (4.09 mg/L)

Selenastrum capricornutum growth showed an inhibition of up to 80.4 % on average
when algae were exposed to inoculated synthetic groundwater or saline watered biofilm
samples, whether or not PCP (10 mg/L) was present (Figure 4.2). Standard deviations
were so wide that no significant difference was detected between the inhibition results of
groundwater and saline watered biofilm samples (ot = 95 %). Competition for nutrients
between micro-organisms and algae could explain the inhibitory effect on algae growth
when the microbial population was added. The presence of SMPs after 192 hours,
especially abundant when PCP was added to water (CODsymp = 8427 mgOo/L), did not
affect more the growth of the algae (Figure 4.2). SMPs might have provided nutrients for
algae growth (Landis et Yu, 1995). Results also showed that the Control I (0.85%
NaCl) had a repression effect on algal growth. The toxicity of the saline solution on the
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green algae probably interfered with the possible ecotoxic effect of biofilm dispersed in

the solution.

Microtox® ICyp results revealed that addition of PCP to the culture (t = 0 h) allowed ICaq
to decrease by 12.2-fold (Tableau 4.4). Even if the PCP concentration considerably
decreased between 0 and 192 hours, (from 10.0 to 1.6 mg/L), bioluminescence inhibition
was not significantly different. Phenolic compounds are known to disrupt cell
membranes, resulting in the leakage in solution of nucleic material, proteins and other
organic material (Dutka et Bitton, 1986). The intermediary metabolites of PCP
degradation, the release of endotoxins, and the lysis of bacteria are also SMPs that may
have contributed to the inhibition of Vibrio fischeri 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 CODsyp increased from 92
to 4149 mg/L in 192 hours. Such production might explain the fact that bioluminescence
of Vibrio fischeri was reduced by half when exposed to the culture at times 0 and 192
hours (Tableau 4.4). Biofilms which were detached from the ceramic in a saline solution

were non toxic to Vibrio fischeri, possibly because the organic compounds were too
diluted.
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Figure 4.3 COD values of culture constituents for the evaluation of SMP production.
Physico-chemical conditions in the reactor were: molasses fed at of 20 mg/m”.min,
sparging aeration (4.2 cm’/s), addition of calcium ions (100 mg/L) and a C: N: P ratio of
50: 10: 1

In conclusion, the stimulation of an indigenous microbial population to produce EPS and
biofilms was effective under groundwater conditions, at 10 °C in darkness. In this
oligotrophic milieu, the type of carbon source and the feeding rate significantly
influenced the speed and the magnitude of biofilm 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

mg/L) supports the concept of using a biobarrier for contaminated groundwater
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containment. The relative ecotoxicity revealed by the green algae growth and a marine
bacteria bioluminescence inhibition tests indicated that compounds such as SMPs could
possibly be adverse to the ecosystem if accumulated on a local basis. Future investigation
on biobarrier development should focus on (i) fractured media hydrodynamics, (ii)
accumulation and/or biodegradation of contaminants in the biobarrier, and (iii)
comprehension of the ecological significance of SMPs production in groundwater

environment.
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CHAPITRE 5
STIMULATION D’UNE COMMUNAUTE D’ULTRAMICROBACTERIES DES
EAUX SOUTERRAINES POUR LA FORMATION D’UN BIOFILM:
COMPARAISON DES CHANGEMENTS DE DIVERSITE GENETIQUE ET
FONCTIONNELLE

5.1 Titre du manuscrit

« Ultramicrobacteria Isolated from Groundwater and Stimulated to Form a Biofilm:
Assessment of Changes in the Biodiversity by Combining Genetic and Functional
Methods »

5.2 Auteure et co-auteurs

Nathalie Ross', Richard Villemur”, Elise Marcandella® et Louise Deschénes®

: Département des génies civil, géologique et des mines, Ecole Polytechnique de
Montréal

? Microbiologie et Biotechnologie, INRS — Institut Armand-Frappier

3 Chaire industrielle CRSNG en assainissement et gestion des sites, Département de génie

chimique, Ecole Polytechnique de Montréal
5.3 «Abstract »

The stimulation of groundwater microflora to form biofilms is a worthwhile study for the
remediation of polluted aquifers. This biostimulation, as an environmental biotechrology,
is subjected to risk assessment, which often includes measurement of changes in
biodiversity. In this study, the ability of naturally occurring ultramicrobacteria to secrete
exopolysaccharides and form a biofilm on a ceramic surface was investigated in reactors
reproducing groundwater conditions. Also, the microbial communities of groundwater

and the resulting biofilm were compared for changes in genetic and functional
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biodiversity using the Single Strand Conformational Polymorphism method, the
sequencing of representative 16S rRNA genes and the Biolog microplates system. Results
showed that within 13 days of biostimulation, ultramicrobacteria produced 700 mg/L. of
exopolysaccharides and formed a biofilm up to a thickness of 1100 pm. The genetic
diversity decreased while the functional diversity increased in the biofilm compared to
groundwater. The decrease in the genetic diversity was shown by a reduced number of
bands in the DNA profiles of amplified 16S TRNA gene sequences, examined by the
Single Strand Conformational Polymorphism method. The sequencing of representative
clones from the biofilm revealed the predominance of four bacterial groups:
Bacillus/Paenibacillus, Enterobacteriaceae, Pseudomonads and Zoogloae. The significant
increase in functional diversity was revealed by a highest substrate 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 functional biodiversity. This combination of
molecular-based and functional-based methods expanded the insight into monitoring

biodiversity changes.

54 «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 form a biofilm (Bellamy et al., 1993). Groundwater is known to
contain biofilm-forming bacteria and it has been demonstrated that a biofilm can develop
when growth conditions are adequate (Characklis et Marshall, 1990; Marshall, 1982).
Several studies reported effective bioclogging resulting from bacterial injection (Brough
et al., 1997; Cunningham et al., 1991; Sharp et al., 1999; Vandevivere et Baveye, 1992)
whereas the biostimulation of indigenous microflora remains an unexploited option (Ross

et al., 1998). The biostimulation approach has its niche of applications when
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environmental regulations restrict the spreading of bacteria in ecosystems (Environment
Canada, 1997; United States Environmental Protection Agency, 1997), such as an
addition of genetically modified micro-organisms, or where the geologic media is
difficult to reach using conventional injection techniques, such as fractured rock aquifers
(Ketcheson et Zwiers, 1997).

An aquifer, the saturated zone of the ground, is basically composed either of
unconsolidated geologic materials, such as sand and gravel, or consolidated materials,
such as limestone and sandstone (Todd, 1980). The voids in these geological formations
are named: intergranular and fractured type, respectively. The principle of the biobarrier
is based on the stimulation of bacteria 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
studies have focused on porous media (unconsolidated materials) (Bellamy ez al., 1993;
Brough et al., 1997; Cunningham et al., 1991; 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
communities in ecosystems has intensified since the mid-1980s (Derry et al.. 1998: El
Fantroussi et al., 1999; Power er al., 1998; van Elsas er al., 1998; White er al., 1998). In
relation to environmental biotechnologies, such as the biobarrier, assessment of changes
in microbial ecology aims to verify the biosafety of the technology itself and/or to
complement the monitoring of remediation (El Fantroussi et al., 1999; Lehman et al.,
1995; Power et al., 1998; van Elsas et al., 1998; White et al., 1998; Wunsche er al.,
1995). According to reported literature, a comparative study of the biodiversity of
naturally occurring micro-organisms in groundwater and into biofilm, developed

following biostimulation in aquifer conditions, had not yet been assessed.
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Among different strategies of studying biodiversity, one approach combines genetic
characteristics of bacterial communities, such as species identification, and functional
characteristics, such as nutrient cycling (El Fantroussi et al., 1999; Lehman et al., 1995;
White er al., 1998). This muitifaceted approach allows the establishment of interrelations
between genetic, taxonomic and functional diversity towards changes in an ecosystem.
Ribosomal RNA (16S) sequences analyses are the most utilized methods for studying the
genetic diversity of micro-organisms in natural environments (El Fantroussi et al., 1999;
Gillan er al., 1998; Head et al., 1998; lizuka et al., 1998; Janssen et al., 1997; Marilley et
al., 1998; Power et al., 1998; van Elsas et al., 1998; White et al., 1998). One important
advantage of these methods is the possibility of identifying bacteria without cultivation.
Knowing that a small proportion (0.1 — 10 %) of bacteria present in samples from natural
environments is actually culturable, the development of that type of molecular methods
led to a better understanding of structural ecology (Head er al., 1998; Marilley et al.,
1998). Garland et Mills (1991), by using the Biolog microplate identification system for
studying the functional diversity of heterotrophic bacterial communities, propelled the
comparison 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 fundamental role of groundwater in the hydrogeological cycle, impacts of
biotechnologies on its microbial biodiversity must be more extensively studied (Schut et
al., 1997; Todd, 1980).

The utilization of ultramicrobacteria (UMB) for the development of biobarriers in
aquifers is effective because of their capacity to reach smaller pore size or fracture
aperture than “normal size” bacteria (Sharp et al., 1999). Generally, UMB are defined as
bacteria having a diameter length = 0.3 pm (Marshall, 1982). Such small cells exist both
as “normal size” bacteria reduced in volume by starvation-survival conditions, and, as
naturally occurring small active bacteria (lizuka et al., 1998; Kemp er al., 1993). While
the latter micro-organisms grow slowly in oligotrophic conditions and keep their small

size in copiotrophic conditions, the former are in dormancy state in oligotrophic
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conditions and return to their full vegetative size, and metabolic activities, when flooded

with nutrients (Janssen et al., 1997).

Naturally occurring UMB are present in environments where the carbon source
concentration is low, such as soils, oceans and groundwaters (fizuka et al., 1998; Janssen
et al., 1997, Kemp et al., 1993; Marshall, 1982; Schut et al., 1997). Studies on
oligotrophic waters showed that less than 0.01 % of the total direct count of UMB were
culturable (Novitsky et Morita, 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 UMB community. It is increasingly evident that the majority
of naturally occurring UMB are metabolically active, growing, and form an unknown
group of bacteria (Schut et al, 1997). UMB from groundwater represent a mostly
uncharacterized bacterial community for which data such as the physiological status
(starved or active) and the biodiversity, are lacking. Also, the participation of naturally
occurring UMB 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
Morita, 1976; Schut et al., 1997). Such modifications limit the physicochemical
interactions between the cells and the geologic material, which enhances the
transportation of the cells through the aquifer (Cusack et al., 1992). Transportation is a
major concern when bacteria are injected in the aquifer because of the potential of
bacterial adherence and biofilm development in close proximity of the injection well,
leading to well bioclogging (Driscoll, 1989). It as been demonstrated that UMB
cultivated under starvation-survival conditions recovered their “normal size” and shape
within less than 48 hours when inoculated into fresh medium or flooded with a carbon

source (Holmquistet Kjelleberg, 1993; Novitsky et Morita, 1976). As shown by Cusack et
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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 wall) or a permeable reactive barrier (Bellamy er al., 1993;
Sharp et al., 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 from oligotrophic to copiotrophic was
investigated. Also, the effects of that biostimulation on the biodiversity were monitored.
Using a ceramic coupon to simulate a rock surface and considering bacteria filtered
through a 0.4 pum pore size membrane as UMB, the present study aimed to: 1- measure
the biofilm thickness formed by groundwater UMB, and 2- assess both- the genetic and
the functional diversity of UMB from groundwater and the resulting biofilm. The
assessment of the biodiversity was realized by observation of, respectively, 16S rRNA
gene sequence profiles, using the Single Strand Conformational Polymorphism method
(SSCP) and community-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 «Material and Methods »

5.5.1 « Groundwater sampling and UMB isolation »

The groundwater was obtained in May 1997 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. Then, a volume of groundwater (1

L) was filtered through a 0.4 pm pore membrane filter (HTTP filter type, Millipore,
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Bedford, MA, USA). The bacteria in the filtrate were centrifuged (7 500 rpm, 20 min.,
Rotor JA-20, Beckman Instruments Inc., Fullerton, CA, USA) and concentrated 100
times. They were considered as UMB. A chemical analysis of the groundwater was
performed to prepare a synthetic groundwater with the following composition (mg/L):
Na,CO; (679), NaCl (617), MgS0, (19), CaCO; (15), K;HPO, (11), KNO; (6) and FeCl,
(1) (pH = 8.3). The UMB population was stored at -80 °C with glycerol (15 g/L).

55.2 «UMB enumeration, EPS production, and biofilm development »

UMB were inoculated (1 mL microbial suspension / SO0 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 reactors were kept at 10 °C 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 (4.2 cm’/s), addition of
calcium ions (100 mg/L) and a C:N:P ratio of 50:10:1 (Ross et al.. 1998). The viable
bacterial counts were determined using the LIVFJDEAD®BacLightTM epifluorescence kit
(L-7007) (Molecular Probes, Eugene, OR, USA) following the method described by
Boulos et al. (1999). The concentration of suspended EPS was determined on a dry
weight basis (Hacking et al., 1983) and the biofilm thickness was evaluated by direct
microscopic measurements (100 x magnification) with correction for light refraction

(Characklis et Marshall, 1990).

553 «Genetic Diversity of UMB from groundwater and the resulting biofilm »

5.5.3.1 “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 mg/mL) and incubated 30
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min at 37 °C. The biofilm sample was dispersed with a hand homogenizer before the
incubation. Sodium dodecyl sulfate (SDS) and B-mercaptoethanol were added to a final
concentration of 0.5% (w/v) and 1% (v/v), 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 (saturated with Tris-HC! pH 8.0), once with
phenol/chloroform/isoamyl alcohol (25:24:1) and once with chloroform/isoamyl alcohol
(24:1). DNA was then precipitated with ethanol and resuspended in TE buffer (Tris-HCl
1 mM pH 8.0, EDTA 0.1 mM). Finally, DNA was treated with | ug of RNAse A for 15
min at 37° C.

5.5.3.2 “PCR amplification and cloning of the 16S rRNA gene”

Universal  eubacterial primers (5-AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3' and 5'-
TTACCGCGGC(T/G)GCTGGCAC-3") corresponding to positions 8 to 27 and 533-515,
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 pL reaction volume with 10 mM Tris-HCI pH
9.0, 1.5 mM MgCls, 50 mM KCl, 200 uM dNTP, 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, 94°C S min, 55 °C 5 min, then 30
cycles at 72 °C 2 min, 94°C 40 sec, 55°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-well microplates (Sambrook et al.,
1989). Cultures were then frozen at —70 °C in 15 % glycerol. Plasmid extraction of

several clones were performed and digested by EcoR1 and Rsal restriction endonucleases
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as recommended by the company (Pharmacia) (Sambrook er al, 1989). DNA
fractionation was performed on 10 % polyacrylamide gel electrophoresis (29:1) as
described in Sambrook et al. (1989).

5.5.3.3 “Single Strand Conformational Polymorphism”

PCR products from each bacterial 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 uL of the loading
buffer (formamide 95 %, EDTA 20 mM, bromophenol blue 0.02 % and xylene cyanol
0.02%, 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 2 5 %
polyacrylamide gel (49:1) containing 10 % glycerol. The electrophoresis was run in a
Microprotean II apparatus (Bio-Rad Laboratories Ltd. Mississauga, Canada) at 150 volts

for 70-90 min. DNA was stained with silver nitrate as described by Bassam et al. (1991).

5.5.3.4 “DNA sequence and phylogenetic study”

Plasmid DNAs were prepared by the alkaline lysis protocol (Sambrook et al., 1989). One
strand of the cloned 16S rRNA gene sequences was sequenced by the dideoxynucleotide
method (Sanger et al., 1977). The BLAST program (National Center for Biotechnology
[nformation) was used to find in gene banks the most similar 16S sequences to the ones
obtained from groundwater and biofilm. Typical 16S sequences were chosen and aligned
with the respective 16S sequences using the PILEUP program (Genetics Computer Group
Inc.). Phylogenetic analyses were carried out with different softwares from the PHYLIP
package 3.5 (Felsenstein, 1989). Pairwise comparisons were achieved using the
DNADIST program with the Kimura 2-parameter (Kimura, 1980). Distance matrixes
representing a number of substitutions per site for each pairwise comparison were

generated. The FITCH program was used to derive the hest phylogenetic trees. Bootstrap
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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.

5.54 «Functional diversity of UMB from groundwater and the resulting biofilm »

5.54.1 “Microplate inoculation and incubation”

Biolog Gram-negative (GN) 96-well microplates (Biolog Inc., Hayward, CA, USA) were
used to compare the functional 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 dried form. 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 11 guilds : polymers, carbohydrates, esters, carboxylic acids, brominated chemicals,
amides, amino acids, aromatic chemicals, amines, alcohols and phosphorylated chemicals
(Garland et Mills, 1991).

Groundwater samples (150 pul) were inoculated directly into Biolog microplates.
Biofilms that developed on the ceramic coupon were rinsed with a sterile saline solution
(0.85 % NaCl) and were detached from the surface by a sonication treatment as described
by Mathieu er al. (1992). Biolog GN microplates were inoculated with 150 pl of the
biofilm suspension. Duplicate plates were incubated at 10 °C in darkness to simulate
aquifer conditions. The absorbance was read at 590 nm (ODsy) (MRX Microplate
Reader, Dynatech Laboratories, Chantilly, VA, USA) over 14 days at different time
intervals varying from 1 to 7 days.
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5.54.2 “Data processing”

Before profiling the patterns of carbon source utilization and performing the statistical
analysis, the raw data were adjusted by subtracting the ODsg from the blank. To
eliminate the effect of the inoculum density on the color development between
groundwater and biofilm samples, ODsgo were corrected by dividing with the Average
Well Color Development as suggested by Garland et Mills (1991). Results of the
functional biodiversity are presented as community-level physiological profiles: substrate
richness (S), substrate evenness (E) and substrate diversity (H) defined as (Zak er al.,
1994): §: the number of substrates utilized (maximum 95), E: a measure of the equability
of substrate utilization between all utilized substrates, and H: diversity which

encompasses both substrate S and E:

H=-Ypi(Inp) H

® well over total color

where p; is the proportional color development of the i
development of all wells of a plate, and:

E=H/log$S (2)

Information about the type of substrate oxidized was obtained by counting positive
responses (adjusted ODsgg > 0.15) in each of the 11 substrate guilds using the adjusted
ODsg at day 7 (Zak er 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 (Zak er al.,
1994).

5.54.3 “Statistical analysis”
The overall adjusted ODsg from groundwater and biofilm samples were processed

following a repeated measure analysis of variance, using time as a within factor (= 95

%), and a principal component analysis (PCA) (Sigmaplot, Jandel Scientific, San Rafael,
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CA, USA). Responses from the substrate utilization within guilds (% of substrate
utilization) were analyzed by the Duncan test (a = 0.05).

5.6 «Results»
5.6.1 « Groundwater UMB growth, EPS production, and biofilm development »

Groundwater was filtered on a 0.4 pm pore membrane filter to separate UMB, contained
in the filtrate, from non-filterable bacteria, retained on the filter. UMB were then added in
reactors in which copiotrophic conditions were supplied to favor the secretion of EPS, by
EPS-producing bacteria, 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 10° viable bact. / ml ), while producing
700 mg / L suspended EPS (initial concentration = 125 mg / L suspended EPS) (Figure
3.1). The development of a biofilm on the ceramic coupon took place after seven days

and it reached a maximum thickness of 1100 um within 13 days.



109

110° 1 1200
810°

610°

(1 /6w)
$d3 pepuedsng
(u)
SN Wwiyo|a

Susponded bactoria
(vinble bact. / ml)

410°

] 2 4 6 8 10 12 14 16
Incubastion time (d)

Figure 5.1 Changes in suspended viable bacteria concentration (O), suspended EPS
concentration (A), and biofilm thickness on a ceramic coupon (0), from groundwater
indigenous UMB inoculated in reactors maintained at 10 °C in darkness. The values are

averages of duplicate experiments.

5.6.2 « Genetic diversity of UMB from groundwater and the resulting biofilm »
5.6.2.1 “Monitoring microbial diversity by SSCP”

Total DNA was extracted from each bacterial samples. The 5' region of the 16S rRNA

genes (appr. 500 nt) was amplified by PCR. Although the PCR products had the same

lengths, they were composed of numerous DNA fragments of different sequences. To
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determine the diversity of these fragments representing the total microbial 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
onto a non-denaturing 5% polyacrylamide gel (Figure 5.2) (Lee et al., 1996). A smear
pattern composed of numerous DNA fragments was observed with the groundwater
sample reflecting the high microbial diversity of this habitat. Notably, a lower number of
DNA fragments were generated from the biofilm sample indicating a decreased

biodiversity in the biofilm community.

Figure 5.2 Determination of the diversity of the 16S rRNA gene sequences generated
from the groundwater and biofilm bacterial samples by SSCP. The 5' portion of the 16S
IRNA genes from each bacterial sample was amplified by PCR. DNA were then
denatured and run onto a 5% PAGE. Lane 1: groundwater sample, lane 2: biofilm
sample, lane 5: a 600 nt DNA fragment.
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5.6.2.2 “16S rRNA gene cloning”

Mini 16S rRNA gene libraries were derived from each PCR product. DNA extracted
from several clones was digested by Rsal. Among 20 clones from the groundwater
sample examined, no specific restriction patterns were observed confirming the high
microbial diversity of this community. Four clones were sequenced. None of the
groundwater UMB were found in the biofilm samples, even though a small 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 community

Clones % homology Possible %

between affiliation homology
clones

Groundwater

F2C6 Rhizobium spp. 93.5

F2C7 Strain BD7-1° 82.0

F2C10 Desulfocapsa thiozymogenes 93.0

F2D4 Strain 72chol® 92.5

Biofilm

B2D3, B2C8 98.0 Strain OCS7° 95.0-96.0

B2D8 Paenibacillus amylolyticus 99.0

B2G8 Paenibacillus macquariensis 93.0

B2B6, B2C1, B2C5,B2H3  99.2-99.8 Rahnella genosp. 3 99.0

B2D2, B2G2, B2G4 96.2-98.8 Pseudomonas spp. 97.0-99.0
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Tableau 5.1 Possible affiliation of the seventeen 16S rRNA cloned sequences obtained
from groundwater UMB and the resulting biofilm community (suite)

Chimera

B2G9 Strain OCS7 / Rhanella
genosp. 3

B2A4 Pseudomonas / Strain OCS7

? unclassified bacteria.
® denitrifying bacteria.

¢ B subdivision, proteobacteria.

Three repetitive specific restriction patterns were observed among the 57 clones from the
biofilm sample examined. Pattern #1 contains no Rsal site leading to a 550 bp uncut
insert. Pattern #2 contains one Rsal site leading to 500 and 50 bp fragments. Pattern #3
contains two Rsal sites generating 350, 150 and 50 bp fraginents. 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 bacterial species from

different bacterial groups (Figure 5.3).
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Figure 5.3 Unrooted phylogenetic trees showing the relationship among our sequence
types and some representative members of different bacterial families. Trees were
inferred from a matrix of pairwise distances using a total of 488 to 522 aligned positions.
The numbers at the nodes of the trees indicate bootstrap values for each node of 500
bootstrap resamplings. Only values above 200 were shown. The scale bar represents 0.02
(panel A) and 0.05 (panel B) base changes per nucleotide position. P.: Paenibacillus, Ps.:
Pseudomonas, Pi.: Pirella. Unnamed species are referred to their GenBank accession

number.

The four 165 rRNA gene sequences from the groundwater sample grouped to four
different lineages of the Bacteria domain. Clone F2C10 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 bacteria that are usually found in anaerobic sediment of aquatic
environments (Bergey, 1984; VanDemark et Batzing, 1987). Clone F2C6 grouped with
the alpha subdivision of proteobacteria, more specifically to the Rhizobiaceae without,

however being related to any specific known genus. These bacteria are present in the
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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 denitrifying bacterium strain 72chol that can mineralize
cholesterol anaerobically (#Y09967). Harder et Probian (1997) related strain 72chol to
Rhodocyclus, Thauera, and Azoarcus species. However, the bootstrap analysis revealed
that the affiliation of strain 72chol and F2D4 could not be related to either these three
genera (bootstrap less than 40%) or to other ammonia-oxidizing bacteria such as
Nitrosospira or Nitrosolobus species. The 16S sequence of clone F2C7 is the most
diverse and deeply branched with unclassified bacteria. Most of them are environmental
bacteria such as strain BD7-1 (#AB015577), isolated from deep-sea sediments (from
Genebank annotations) (Janssen et al., 1997; Schut et al., 1997).

The thirteen [6S rRNA gene sequences from the biofilm sample grouped in four specific
bacterial families. Clones B2D8 and B2G8 grouped with the Paenibacillus genus.
Paenibacillus species represents a new phylum that encompassed several species
described as nitrogen-fixing bacilli (Rosado er al., 1998). Bacteria in that genus have the
property to secrete extracellular polysaccharide-hydrolyzing enzymes (Shida et al,
1997). Sequences of clone B2D8 is almost identical to P. amylolyticus, a starch
dissolving bacterium and clone B2GS8 is related to P. macquariensis, a psychrotrophic

bacterium isolated from a subantarticus soil (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 OCS7 and OCS111 (#AF001646, #AF001646,
respectively), that were found in a bacterioplankton community (unpublished, from
Genebank annotations). These two strains were grouped with the Zoogloea species,
which are found often in organically polluted freshwater and wastewater treatments and

are involved in floc formation (Bergey, 1984; Rossello-Mora et al., 1995).
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The third and fourth groups are composed of seven clones that branched with the gamma
subdivision of proteobacteria. Four of them are almost 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 Klebsiella genus than to the Rahnella genus. The three remaining clones are related
to Pseudomonads 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 from Pseudomonas, Rahnella genosp.

3 and strain OCS7 sequences.

5.6.3 « Functional diversity of UMB from groundwater and the resulting biofilm »

Samples of groundwater (t = 0 d) and of biofilm developed on the ceramic coupon (t = 16
d) were inoculated in Biolog GN microplates to study the difference in functional
biodiversity. Compared to the UMB from groundwater, the microbial community from
the biofilm significantly oxidized a larger number of substrates () while the equability of
color development between all positive wells (E) was significantly lower (p = 0.00, and p
= 0.09, respectively) (Figure 5.4). However, the pattern of substrate diversity (H), which
was obtained from the ratio of the color development on a particular substrate to the total
color development of all substrates, was not significantly different between groundwater
and biofilm microbial communities (p = 0.21). The patterns of S, E and H showed limited
variations after 4 days of incubation at 10 °C in darkness both for groundwater and
biofilm bacterial communities (Figure 5.4). Between days 4 and 14, the S index of the
biofilm community was 2.2-fold the one of groundwater community by utilizing 93
substrates compared to 43 substrates, respectively. Even if the E index of the biofilm
community was lower than of the groundwater community, 0.86 and 1.04 respectively, it

remained uniformly high for both communities.
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Figure 5.4 Community-level physiological profiles of UMB isolated from groundwater

(O), and the resulting biofilm (A): substrate richness (S), substrate diversity (H), and

substrate evenness (£). The Biolog GN microplates were incubated at 10 °C in darkness

The guild-structure analysis revealed that the oxidation of the 95 carbon sources was
different between the groundwater UMB and the biofilm community (Tableau 5.2). The
substrate utilization within guilds varied from 0 % 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 community was able to

oxidize substrates, such as brominated chemicals (100 %) and aromatic chemicals (88

%), that the groundwater community did not oxidize at all.

Tableau 5.2 Substrate-guild analysis of UMB isolated from groundwater and the resulting

biofilm community following 7 days of incubation of the Biolog GN microplates at 10 °C

in darkness. Substrate utilization in guilds with the same exponent was not significantly

different (ot = 95 %).

% Utilization within guild

Substrate guild Groundwater Biofilm
Polymers * 60.0 100.0
Carbohydrates *° 51.8 98.2
Phosphorylated Chemicals * 50.0 100.0
Esters > ¢ 50.0 100.0
Carboxylic Acids * ¢ 479 100.0
Amino Acids *f 42.5 95.0
Alcohols *f 25.0 100.0
Amides *f 16.7 100.0
Amines *' 16.7 100.0
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Tableau 5.2 Substrate-guild analysis of UMB isolated from
groundwater and the resulting biofilm community following
7 days of incubation of the Biolog GN microplates at 10 °C
in darkness. Substrate utilization in guilds with the same

exponent was not significantly different (o = 95 %) (suite)

Brominated Chemicals ™ <% %" 0.0 100.0
Aromatic Chemicals 0.0 87.5

5.7 «Discussion »

The stimulation of UMB isolated from groundwater was effective to form a biofilm on a
surface simulating a rock surface. The growth of UMB suggests that a fraction of the
community contains actively growing cells (Kemp et al., 1993; Schut et al., 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 sigmoidal curve that is comparable in shape and
magnitude to biofilms developed in groundwater conditions (Characklis et Marshall,
1990; Marshall, 1982; Ross ez al., 1998). These results confirm the potential of naturally
occurring UMB to participate in the formation of a biofilm for the clogging of geologic

media.

Globally, the diversity of the bacterial community genetically decreased but functionally
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 (Marshall, 1984; Zak
et al, 1994). The genetic analysis results, as well as community-level physiological
profiles, seem to indicate that the biostimulation led to a shift from a specialized
population (ex. Desulfocapsa thiozymogenes) to a more generalist population (ex.
Pseudomonas spp.) (Tableau 5.1 & Tableau 5.2) (Vandemark et Batzing, 1987).
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A high genetic diversity was observed in groundwater as shown by the SSCP method.
Examination of cloned 16S rRNA gene sequences analysis, by restriction enzyme
digestion, confirmed the latter observation, as no specific Rsal pattern was observed.
Nucleotide sequences of some clones were all related to bacteria known to be found in
aquatic and terrestrial environments. 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 samples revealed three major Rsal patterns. Among
the 13 representative clones sequenced, it was found that the subjected sequences were
related to four bacterial groups: Bacillus/Paenibacillus, 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 identified 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
bacteria should possess a growth advantage over the denitrifying and sulfate-reducing

bacteria present in the groundwater.

- The Biolog microplates identification system was effective to detect a change in the
functional diversity from groundwater UMB 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 from oligotrophic to copiotrophic conditions and from
anaerobic to aerobic conditions. The Biolog technique measures the potential of aerobic
respiratory activity, which can be expected to be inferior in groundwater samples, where
the concentration of dissolved oxygen was limited (sulfate reducing conditions, [S'Z] =34

mg/L).
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The significant difference in the substrate richness (S = the number of positive wells)
from groundwater to biofilm communities is explained by the structural change in
microbial communities, as confirmed by the SSCP analysis. This result is in agreement
with the ecological principle 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 (Marshail, 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 generally defined as the number of different groups of micro-organisms
found occurring together (Marshall, 1984). In the present study, the significant increase
in S index between groundwater and the resulting biofilm rather suggests that bacterial
communities had to be stimulated in order to oxydize a larger 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 soil microbial community before
and after an acclimatization to hydrocarbons pollutants. The identification of dominant
species in the acclimated-community showed the presence of Pseudomonads, which had
played an minor role in the non-contaminated soil and therefore, did not contribute to the
substrate utilization pattern. The catabolic versatility of Pseudomonads was also
demonstrated using the Biolog microplates system when the contribution of individual
populations (Pseudomonas fluorescens, Vibrio alginolyticus and Cytophaga marinoflava)

were compared (Verschuere et al., 1997).

The substrate diversity index (H) informs about the proportional color development in all
the wells. Thus, the H index indicates the homogeneity of responses for the microplate
taking into account the total color development. High H indexes (H from 3.6 — 4.0) are
typical of oligotrophic conditions (Horowitz et al., 1983). It has been demonstrated that

non-dominant species act to stabilize the community and to give a high H index
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(Marshall, 1984). This stability is attributable either to parasitism, commensalism and/or
mutualism (Gillan er al., 1998). Although bacterial communities in groundwater and into
the biofilm were different, the homogeneities of color development throughout each
microplate were not significantly different. That means, even though the diversity
decreased in the biofilm, the community was still 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 diversity did not deviate significantly, despite
abundant seasonal changes, and shift 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 er al. (1998) reported no
significant difference in the H indexes between uncontaminated and creosote-
contaminated soil microbial communities. 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 all
utilized substrates (Zak et al., 1994). It relates the homogeneity of color development
through the microplate (H) to the number of positive responses (5), giving an average of
the activities [Eq. (2)]. The ecological meaning of E index is the expected distribution of
microbial groups within the community (Marshall, 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 £ index of the biofilm,
indicating a poor distribution of bacterial groups in the community, reinforces the
assumption 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 community, as suggested by the E index.

The confirmation of generalist species in the biofilm has been obtained with the substrate
guild analysis. The biofilm community oxidized 100 % of the substrates in 8 guilds,
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utilizing types of substrates that were not used by the groundwater UMB. Resuits from
the guild-structure analysis validate the approach of stimulating a groundwater microbial
population to form a biofilm in an aquifer in prospect of using the biobarrier as a reactive
wall. Indeed, a biofilm 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 °C in darkness, led not only to the production of
a thick biofilm, but also to a shift in the microbial population. Bacterial species in the
biofilm were less diverse but more physiologically versatile than the initial groundwater
community. The use of the SSCP method, the analysis of 16S rRNA gene sequences and
the Biolog microplates system were complementary to monitor structural and functional

changes in the biodiversity.
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CHAPITRE 6
BIOCOLMATAGE D’UN CALCAIRE FRACTURE AVEC UNE MICROFLORE
INDIGENE DES EAUX SOUTERRAINES

6.1 Titre du manuscrit
« Clogging of a single fracture in limestone with a groundwater microbial community »
6.2 Auteure et co-auteurs

Nathalie Ross', Richard Villemur’, Louise Deschénes’ et Réjean Samson’
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chimique, Ecole Polytechnique de Montréal
6.3 « Abstract »

Biological clogging is promoted in aquifers either to contain or to decontaminate
groundwater. In this study, an apparatus was developed to measure the potential of an
indigenous microflora to clog a single fracture in limestone, with a section of 2.5 mm’
and a length of 50 cm. Results from the initial characterization of groundwater revealed a
bacterial viability of 63 % and concentrations of heterotrophic and sulfate-reducing
bacteria of 2.5 x 10* and 56 bact ml", respectively. The sequencing of representative
clones from 16S rRNA genes, isolated from groundwater, showed significant affiliation
with seven bacterial groups. Among them, Cytophaga spp., Arcobacter spp. and
Rhizobium spp. are well known to secrete exopolysaccharides and form biofilms. A
decrease in hydraulic conductivity occurred after 8 days, to reach after 22 days, 0.8 % of

its initial value (initial Kg = 340 cm min"). Measurements of heterotrophic bacteria and
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exopolysaccharides in the effluent confirmed the colonization of the rock surface. This
study showed that an indigenous microflora from groundwater was effective to clog a
macrofracture in limestone, suggesting a potential application of biobarriers in fractured

rock aquifers.

Key words: fractured rock, clogging, biofilm, groundwater, indigenous microbial

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
limiting factor, such as the recharge of groundwater through injection wells or infiltration
in recharge basins, land disposal of septic tank effluents, generation of black plug layers
in the soil of cereal crops and in the greens of golf courses (Lindenbach et Cullimore,
1989; Okubo et Matsumoto, 1983; Paksy er al., 1998; Ralph et Stevenson. 1995). In
others cases, bioclogging is promoted to control the movement of contaminated
groundwater, to enhance oil recovery by selective plugging of high permeability zones, or
to seal the bottom of artificial lakes and ponds (Cusack et al., 1992; Davey et al., 1998:
Gallagher, 1998).

Bioclogging of aquifers in the perspective of remediation is increasingly studied for the
last 10 years. Such techniques, grouped under the designation of biobarriers, aim to
control the groundwater movement for its containment or biotreatment (Bellamy et al.,
1993; Turner, 1995). Biobarriers are formed primarily by micro-organisms and
exopolysaccharides (EPS) secreted by bacteria (Vandevivere et Baveye, 1992). However,
the reduction of hydraulic conductivity in an aquifer is also attributable to poorly soluble
gas, produced by methanogenic and denitrifying bacteria, precipitation of metals via the

activity of sulfate-reducing bacteria (SRB), deposition of hydroxides produced by Fe
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bacteria, filtration of suspended particles in groundwater, and soil swelling (Baveye et al.,
1998).

Several studies have demonstrated effective clogging of geologic materials via microbial
injection (Sanchez de Lozada er al.,, 1994; Sharp et al., 1999; Vandevivere et Baveye,
1992). However, the persistence of some injected micro-organisms and the introduction
of new environmental regulations 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 performed by injecting a nutrient solution (glucose 20000 mg L', NH,ClI 1600 mg L’
', NaNO; 1000 mg L' and NaBr 130 mg L") for two days in delivery weils. The
objective was to reduce the hydraulic conductivity (initial K = 7 md™) on a volume of 10
m long by 2 m wide and 4 m below the water table. The biobarrier generated a measured
fivefold decrease in hydraulic conductivity within 5 days. After stopping nutrient
addition, the hydraulic conductivity returned to ambient values within a 2-weeks period.
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 biofilm developed up to a thickness of
250 pm after 6 days and an ecotoxic effect, associated with the accumulation of soluble
microbial products, was showed using two biotests (growth inhibition of Selenastrum

capricornutum and bioluminescence inhibition of Vibrio fischeri).

Fractured rock aquifers, because of their complex flow patterns, still represent a
challenge for remediation (Hardisty et al, 1994). A summary of limitations for
restoration technologies in a fractured rock impacted by DNAPLs have been reported by
Ketcheson et Zwiers (1997). According to the literature, several studies have focused on

porous media and few have explored the bioclogging of fractured media (Cunningham et
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al., 1991; 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 model core system with Pseudomonas sp., an EPS producer bacteria
isolated from natural water systems. Using starved bacteria, Cusack et al. (1992)
demonstrated the penetration, resuscitation and plugging of a rock matrix up to a

reduction of 99 % of the hydraulic conductivity.

Hydraulic conductivities in fractured rock aquifers can be significantly higher than in
aquifers of unconsolidated geologic material (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 microbial cells and 2- the higher
fluid shear stress (Peyton et Characklis, 1993; Trulear et Characklis, 1982). In addition to
micro-organisms and EPS involved in the formation of a biofilm, changes in the chemical
composition of rock and groundwater will influence the extent of bioclogging. Indeed.
rock weathering could be detrimental to bioclogging, by accentuating the porosity,
whereas formation of precipitates would accumulate on the biofilm and then, contribute
to the clogging. Ferris et Lowson (1997) reported significant weathering of limestone by
endolithic micro-organisms, showing an enrichment 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 form insoluble compounds (e.g.
calcium carbonate) would participate to the clogging (Todd, 1980). In the present work,
the porosity of the limestone matrix was not taken into account, considering the large

volume of the single fracture.

Stimulation of indigenous groundwater micro-organisms could lead to a potential hazard.
The concemn about ecological impacts of biotechnologies has intensified for the last 20
years, and effective tools have been developed to study genetic and taxonomic diversity
(Tunlid, 1999; van Elsas et al., 1998; White et al., 1998). Ribosomal RNA (16S)
sequences analyses are the most utilized methods for studying the genetic diversity of
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micro-organisms in natural environments (Head et al., 1998; Power et al., 1998). One
important advantage of these methods is the possibility of identifying bacteria without
cultivation. Knowing that a small proportion (0.1 — 10 %) of bacteria sampled from
natural environments is actually cultivable, the development of this type of molecular
methods led to a better understanding of structural ecology (White et al., 1998). Although
EPS-producers bacteria have been isolated from rocks, relations between bioclogging,
potential hazard and groundwater microbial population have to be established (Ferris et
Lowson, 1997).

The study aimed to verify the potential of a groundwater microbial population to clog a
fractured media by: I- 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 « Material and methods »
6.5.1 « 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 chemical analysis was performed to
prepare a synthetic groundwater with the following composition (mg L"): Na,COs; (679),
NaCl (617), MgSQOq (19), CaCO; (15), K,HPO4 (11), KNO; (6) and FeCl, (1) (pH = 8.3).
The preparation of the microbial population consisted of a centrifugation (7 500 rpm, 20
min., Rotor JA-20, Beckman Instruments Inc., Fullerton, CA, USA) and a concentration
(100 times). The microbial population was stored at -80 °C with glycerol (15 g L™).
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6.5.2 « Characterization of the microbial population »

Prior inoculation of the limestone, [.1 ml of the concentrated microbial population was
resuspended in 100 ml of synthetic groundwater and enumerated for viability,
heterotrophic bacteria and sulfate-reducing bacteria (SRB). Bacterial identification was
performed with representative clones issued from 16S rRNA gene sequences by
affiliation with gene sequences banks. The viable bacterial counts were determined using
the LIVE/DEADQ"BacLightTM epifluorescence kit (L-7007) (Molecular Probes, Eugene,
OR, USA) following the method described by Boulos et al. (1999). Heterotrophic
bacteria (APHA et al., 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 | day to 56 days, have been tested
previously and showed that an incubation of 21 days was adequate to obtain reproducible
results. The culture tubes were maintained at 10 °C in darkness to simulate groundwater

conditions.

The processes of DNA extraction, PCR amplification and cloning of the 16S rRNA gene
sequences are described extensively by Ross er al. (1999). After total DNA was extracted
from groundwater, the 5' region of the 16S rRNA genes (appr. 500 nt) was amplified by
PCR. Although the PCR products had the same lengths, they were composed of
numerous DNA fragments of different sequences. Mini 16S rRNA gene libraries were
derived from each PCR product. DNA extracted from several clones was digested by
Rsal. Among the 20 clones isolated from the groundwater sample, no specific restriction
patterns were observed confirming the high microbial 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 from groundwater.
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6.5.3 «Single fracture apparatus and inoculation with the groundwater microbial

population »

The single fracture apparatus was made of limestone rock obtained from a quarry
operating in the metropolitan Montreal area, Canada. A large block was extracted and
two pieces of 5 x 10 x 60 cm were cut (Figure 6.1 and Tableau 6.1). A natural limestone
rock was chosen to simulate aquifer conditions, which includes heterogeneities in
chemical and pore structures resulting from dissolution and precipitation of mineral
matters (Chernyshev et Dearman, 1990). The geochemical composition of the limestone
rock was: SiO2 (9.30%), AlLO; (2.56%), TiO: (0.02%), CaO (27.35%), MgO (17.40%),
K;0 (1.86%), Na,O (0.05%), MnO (0.06%) and Fe,y (0.93%).

#— Plezometers —

Constant Head
— | Reservoir
Peristaitic |
Pump @
i -~“Effluent
0,45 ym EEE Sample Port
Filters C—1 Single Fractured
Limestone
Syringe
Pump
Synthetic Groundwater Carbone Source
Feed Tank Media

Figure 6.1 Schematic diagram of the single fractured apparatus
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Parameter Symbol  Value Units

Fracture width B 0.5 cm

Fracture aperture a 0.05 cm

Fracture length L S0 cm

Fracture cross sectional area Ag 25%107 com’

Fracture surface As 55 cm’

Fracture volume Vi 1.25 cm’

Initial hydraulic conductivity Ks 3406 cmmin’

Initial hydraulic gradient® I 0.35

Fracture Reynolds number Reg 8.6

Effluent initial flow rate Qi 2.98 ml min™'
Effluent initial volumetric flow rate = Qy 2.38 mi ml fracture”’ min™
Effluent initial velocity V; 119.2 cm min”’

Initial carbon source loading rate® 1.08 x 10?2 mgC ml" min"
Initial surface loading rate 2.45x10® mgCcm” 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 (fracture volume = 1.25 cm3), has been cut on one limestone block using a
lame core cutting (JKS Lamage, Dorval, Quebec, Canada) (Figure 6.1 and Tableau 6.1).

Aquarium silicone and clamps were used to fix the limestone pieces together. Two

piezometers (Teflon tubing, I.D. 5 mm) were installed at both ends of the fracture to

measure changes in the hydraulic head (Vandevivere et Baveye, 1992). Flexible Teflon

tubing (I.D. 5 mm) and stainless steel quick connections were attached to the limestone

rock. Except for the limestone rock cartridge, all parts in contact with groundwater and

the carbon source media were autoclaved at 121°C and 103.4 kPa (20 min).
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The experimental apparatus consisted of limestone, single fractured, fed with synthetic
groundwater and molasses (carbon source loading rate = 1.08 x 10? mg C ml" min™),
maintained at 10 °C to simulate aquifer conditions (Figure 6.1 and Tableau 6.1).
Synthetic groundwater was pumped (Cole-Palmer, Chicago, IL, USA) in a constant head
reservoir (volume: 18L, initial flow rate: 2.98 ml min™") whereas the molasses was
supplied directly 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 um 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 fracture. Then the limestone rock was
disconnected from the constant head reservoir. The micro-organisms were introduced in a
closed-loop system, using a peristaltic pump at a flow rate of 0.15 m! min™'. The closed-
loop system consisted of aseptic Teflon tubes (I.D. 5 mm) and a 250 ml flask, containing
the microbial 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 experiment. This interval was chosen in relation to the growth
curve 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 ez al., 1999).

6.54 « Bioclogging measurement and analyses of the effluent »

The effluent flow rate (cm min™), the eluted volume (L) and piezometers levels (cm)

were recorded daily for the calculation of hydraulic conductivity (Figure 6.3). The
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hydraulic conductivity of the fracture was evaluated using the cubic law (Fetter, 1992): Q
= K¢ B a (Ah)/L, where Q is the outflow rate (initial rate = 2.98 ml min™), K¢ is the
hydraulic conductivity of the fracture (cm min™"), § is the fracture 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 piezometers (50 cm). The
reduction in the hydraulic conductivity was expressed as a percentage of the initial value
(Kd/Kg). The initial value of K; was 340 cm min™', a value found typically in karst
limestone and permeable basalt rocks (Freeze et Cherry, 1979). The cubic law is valid for
laminar flow (Ref< 2000, in open channels). The Reynolds number of the fracture (Re¢ =
8.6) was calculated according to flow in a slit (Bird et al., 1960): Reg = a v¢ p/p, where v¢
is the water velocity in the fracture (vg =-Kg (Ah)/L = 119.2 cm min™), p is the fluid

density (0.999 x 10~ kg m™, at 10 °C) and p is the viscosity (1.15 N @ sec m’2, at 10 °C).

Effluent samples were collected every two days to monitor carbon source concentration,
bacterial concentration, suspended EPS concentration, pH and oxydoreduction potential
(ORP). The microbial population was separated from the suspended EPS by addition of
NaCl (5 M), EDTA (0.5 M) and a centrifugation (24000 x g, 40 min) (Hacking er al.,
1983). Then ethanol was added to the supernatant to precipitate EPS, which were
recuperated on a Whatman GF/A filter. The filtrate was analyzed for its carbohydrate
concentration, determined by the phenol-sulfuric acid method (Dubois et al., 1956). The
concentration of suspended EPS was determined on a dry weight basis (Hacking er al.,
1983) and specific probes were used to measure pH (ASTM, 1990) and ORP (ASTM,
1993). Heterotrophic bacteria were enumerated using a MPN method (APHA et al.,
1992).
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6.6 « Results and discussion »
6.6.1 « Characterization of the microbial population »

Prior to the bioclogging experiment in the single fractured limestone 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. mI"'. Cultivable counts of total
heterotrophic bacteria were 2.5 x 10* bact. mI”' whereas the SRB concentration was 56
bact. mi'. 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 orders

of magnitude lower (Martino et al., 1998).

The phylogenetic analyses revealed that seven out of the eight 16S rRNA sequences were
related to seven different bacterial groups (Tableau 6.2 and Figure 6.2). Clones B3 and
AS were related to the cytophale phylum with 89 % homology to Flavobacteriaceae 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 rice paddy soil. These bacteria were found in soil, freshwater
and marine pelagic environment. Clone B6 grouped with the epsilon subdivision of
proteobacteria, more specifically to the Arcobacter genus (91 % homology). Bacteria in
this genus are potentially pathogens for animal and human, as it can cause enteritis. They
were found in different environments, such as activated sludge and contaminated aquifers
(Rice et al., 1999; Snair et al., 1997).
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Tableau 6.2 Possible affiliations of the eight 16S rRNA cloned sequences obtained from

groundwater

Clones  Possible Affiliation Homology
A5,B3*  Cytophaga spp. 89 %

A6 Verrucomicrobium spp. 94 %

B6 Arcobacter spp. 91%

Cé Rhizobium spp. 93.5 %

C7 Strain BD7-1° 82 %

Ci0 Desulfocapsa thiozymogenes 93 %

D4 Strain 72chol’ 925 %

“ Homology between clones: 99.6 %
® unclassified bacteria

¢ denitrifying bacteria
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100 Verrucomicrobium spinosum

100 Prostheiobacter fusiformis Verrucomicrobiales
100 Verrucomicrobium sp.VeSM13

Verrucomicrobium. sp.VeCb1

0.05
Helicobacter pylori
Arcobacter nitrofilis Proteobacteria ¢
Ll 100 100 — Arcobacter kirrowi
lEArcobacter butzierii
100 62| 82l_Arcobacter cryaerophilis (Arcobacter group)
E1B6
Campylobacter hominis
Bacteroides fragilis (Bacteriodaceae)
100 Flavobacterium sp.!C001

Cytophaga columnparis
Flavobacterium aquatile

E1B3 Flavobacteriaceae/
Psychroflexus tarquis Cytophagaceae

Flexibacter maritinus
Flexibacter salegens

Cytophaga marinofiava

Figure 6.2 Unrooted phylogenetic trees showing the relationship among sequences types
obtained in the present study and some representative members of different bacterial
families. Trees were inferred from a matrix of pairwise distances using a total of
approximately 500 aligned positions. The numbers at the nodes of the trees indicate
bootstrap values for each node of 100 bootstrap resampling. Only values above 40 were
shown. The scale bar represents 0.05 base changes per nucleotide position. Unnamed

species are referred to their GenBank accession number
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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
characterized: C6, C7, C10 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 (lizuka et al., 1998; Schut et al., 1997). The clones
represent bacteria that belong to Rhizobiaceae (C6), denitrifying bacteria (D4),
Desulfocapsa sp. (C10) or unclassified bacteria (C7). Rhizobiaceae are present in the
rhizosphere but were also isolated from biofilms, particularly in sand 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 (ORP< 200 mV) (Appeloet Postma, 1993). Most of
unclassified bacteria, such as BD7-1 (C7), were isolated from deep-sea sediments (from
Genebank annotations) (Schut et al,, 1997; Vandemark et Batzing, 1987). Amy er al.
(1992) isolated cells from rock samples, the bacteria of which were smaller than | pm
and remained small even when cultured. Indeed, although it is known that UMB can be
obtain from starvation of «normal size» cells (1-10 um), it has been shown that several
UMB, isolated from natural 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 = 10" pm), while «normal size» bacteria have access to microfractures (fracture
width = 10° - 10' pm) and macrofractures (fracture width = 10° pm - | cm) (Chemnyshev
et Dearman, 1990).

6.6.2 «Bioclogging of the single fractured limestone rock »
When the groundwater microbial population was stimulated to secrete EPS, a decrease in

the hydraulic conductivity of the single fractured limestone took place after 8 days, where
K¢Ks dropped from 100 % to 86 % (Figure 6.3). The process of clogging accelerated
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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. Total heterotrophic bacteria in the effluent varied of
| log during 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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concentration (A), total aerobic heterotrophic bacteria (33), EPS concentration (@), pH

(A) and ORP (M). Arrows indicates bacterial inoculations of the limestone rock

The magnitude of the clogging of the single fractured limestone (2 orders of magnitude
within 22 days) is comparable to experiments conducted in porous media, such as sand
and soil columns (Dennis et Turner, 1998; Frankenberger er al., 1979; Vandevivere et
Baveye, 1992; Vandevivere et Baveye, 1992). However, the fracture section (2.5 mmz)
was large in comparison to the typical pore volume of sand (porosity = 40 %, being the
ratio of the volume of interstices to the total volume) (Todd, 1980). Typically, hydraulic
conductivity in porous and fractured media is affected by the presence of cells, secretion
of EPS, metabolic precipitates and gas bubbles produced by bacteria (Baveye et al.,
1998). In addition to the presence of EPS and bacteria, a possible explanation for the
substantial decrease in K¢ could be an accumulation of precipitates due to changes in
chemical 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)s, a precipitate, and formation of carbon dioxide (

Figure 6.3) (Appeloet Postma, 1993). The formation of both calcium carbonate and
ferrous hydroxides contribute to increase pH. However, in the range of pH and ORP
measured in the present study, neither sulfate reduction by SRB nor methanogenic
production by methanogenic bacteria could have occurred. Hence, Desulfocapsa
thiozymogenes (clone C10) could not have participate in the biofilm formation. Also, the
precipitation of divalent metallic ions with sulfide and methane gas bubbles production

was prevented (Sanchez de Lozada et al., 1994).

Reduction in the hydraulic conductivity of the limestone rock fracture seemed to have a

relation with bacterial inoculations made on days 7 and 15 (
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Figure 6.3). Indeed, hydraulic conductivity dropped of 14% after day 8 and the decrease
accelerated after day 16, to reach after 22 days, 0.8 % of the initial value. Although the
dynamic of attachment and detachment of bacteria is governed by several factors,
including shear stress, surface roughness and cell surface hydrophobicity, it is difficult to
predict their concentration in limestone. As an example, Clement et al. (1997) reported a
first order attachment and detachment rates from a soil column operated under
denitrification conditions. Vandevivere et Baveye (1992) reported that 60 % of
Pseudomonas 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
microscopy). The decrease in EPS concentration in the effluent, following bacterial
inoculations, could be an indication of EPS attachment 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
conductivity in sand column decreased 100 times after 10 days (initial K = 0.49 cm min™)
and only 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 cell division, via physical adsorption. Stenstrom (1989) have
demonstrated the evidence of bacterial adhesion on quartz particles, according to cell
surface hydrophobicity. Previous analyses on the groundwater microbial population used
in the present study showed an increase in cell surface hydrophobicity (an increase from
5 % to 25 % of cells adsorbed on hexadecane, after 6 days) when cultivated in a batch
system (unpublished data). Another work demonstrated that sandstones and limestones
are the most common rocks colonized by endolithic microbial communities, such as

cyanobacteria, heterotrophic bacteria, green algae and fungi (Bell et Sommerfeld, 1987).
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Those results suggest that limestone offers a large quantity of adsorption sites for organic
molecules (molasses), bacteria and EPS (Characklis et Marshall, 1990).

Other findings from literature showed that I- 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
measurement 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
fractured limestone obtained in this study, suggest that the biostimulation of an
indigenous groundwater microbial population could be applicable to reduce the hydraulic
conductivity of a fractured rock aquifer. However, the stimulation of an indigenous
microflora could result in a biological hazard such as an increase in the release of
pathogens (e.g. Arcobacter sp., Tableau 6.2). Also, the decrease in water velocity. as
clogging occurs, would lead to oxygen depletion and changes in redox potential. Hence.
the biodiversity could shift to anaerobic bacteria and SRB, such as Strain BD7-1 and

Desulfocapsa thiozymogenes.

6.7 « 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 potential of an effective bioclogging in microfractured aquifers
(fracture width = 1 - 10 pm) following stimulation of the indigenous microflora.
Analyses of chemical 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. Further research should address
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the measurement of bioclogging resistance to organic contaminants and persistence over
time, including the effects of carbon source depletion and a shift in microbial population,
following a decrease in fracture volume. Evolution of biological hazard over time needs
also to be addressed.
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CHAPITRE 7
CONCLUSIONS ET AVENUES DE RECHERCHE

Dans une perspective de remédiation a la problématique des rocs fracturés contaminés, le
concept des biobarriéres est envisagé. En utilisant ’approche de stimulation de la
microflore indigéne, le projet visait a évaluer le potentie]l de biocoimatage d’un milieu
géologique fracturé. Parallélement, I'innocuité environnementale de la biostimulation a
été évaluée en observant les changements de diversité de la communauté microbienne et

en mesurant les effets écotoxicologiques.
7.1 Aspects physico-chimiques

Le concept de la biobarriére repose sur un apport en nutriments et accepteurs d’électron
dans la nappe aquifere. 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 systéme,
ces travaux ont permis de montrer une production d’EPS et une formation d’un biofilm
en quantité suffisante pour envisager le colmatage d’un milieu géologique fracturé.
Egalement, les essais effectués en présence de NaPCP ont suggéré une résistance du
biofilm i la contamination et une protection des bactéries hétérotrophes présentes dans le
biofilm.

Dans une perspective d’application du concept des biobarrieres a I’échelle de terrain, la
viscosité de la mélasse comme source de carbone sera a considérer. En effet, I'injection
in situ (= 10 °C) de mélasse non diluée pourrait amener une problématique de dispersion.
Dans cette optique, un substrat substitut, tel le sirop de mais, pourrait étre utilisé en
s’assurant préalablement d’une composition aussi riche que la mélasse en ce qui concerne

. . 2 . e
les nutriments mineurs (ex. Ca™*, acides aminés).
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L’injection d’air et de nutriments in situ risque d’entrainer un colmatage des puits par les
micro-organismes et les minéraux. Pour y remédier, il est possible d’envisager dans un
premier temps, I’utilisation de pompes a jets pulsés. Dans un deuxiéme temps, la solution
d’injection devra contenir un minimum de minéraux pouvant former des précipités avec

. . 2
les minéraux de I’eau souterraine (ex. Fe™).

Afin d’approfondir la compréhension des mécanismes de biocolmatage in situ, le
monitorage de I’eau souterraine pour les paramétres physico-chimiques suivants seront
primordiaux: la concentration ainsi que le type de colloides géologiques, la concentration
ainsi que la composition des EPS, la production de gaz par la microflore (CO,, CHy) 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’avére limitée surtout en ce qui a trait aux concepts de biostimulation. En
utilisant deux biotests, la comparaison des effets écotoxiques d’échantillons d’eau
souterraine et de biofilms a permis d’évaluer le potentiel de générer une écotoxicité suite
a la biostimulation en condition cuvée. Les travaux ont montré que 1'accumulation de
PMS dans le systéme peut engendrer une écotoxicité relative et indiquent la nécessité

d’une prise en considération pour le développement du concept des biobarriéres.

L’écotoxicité de la biostimulation a I'échelle terrain devra étre considérée en terme de
taux d’écotoxicité. En effet, le mouvement de 1’eau souterraine aménera une dilution des
PMS et les organismes cibles seront exposés a un certain taux 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 étre guidé par le milieu récepteur avec lequel I’eau souterraine communiquera. A
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titre d’exemple, un bioessai utilisant la truite serait pertinent dans le cas oll un lac serait

un milieu récepteur de 1’eau souterraine.

Puisque peu de données existent concernant les biotechnologies in situ, les réponses
écotoxicologiques devront étre observées en comparant ’ensemble des données physico-
chimiques et ce, afin d’isoler les éléments responsables de la toxicité. Quoique la
génération de PMS ait montré une écotoxicité dans un systéme en cuvée, les effets
écotoxiques sur le terrain pourront également provenir d’autres sources, telles les
changements de composition en eau, la contamination et méme, le changement de

température de |'eau.

La perspective de démantélement de la biobarriére, via une biodégradation suite a un
arrét de l'injection de nutriments, représente un avantage du concept. L’étape de
démantélement devra comprendre un volet de monitorage des effets écotoxicologiques
puisque qu’elle pourrait étre synonyme de relargage de contaminants organiques et

inorganiques adsorbés sur le biofilm, de PMS provenant de la lyse des cellules et d’EPS.

7.3 Aspects de diversité microbienne

Les modifications physico-chimiques d’un systéme se traduisent de fagon générale par
des changements de diversité de la communauté microbienne présente. La majorité des
travaux effectués ont étudié les changements de diversité microbienne dus a la présence
de contaminants. La biostimulation, par 1’ajout de source de carbone et d’oxygene, a
diminué la diversité génétique tandis que la diversité fonctionnelle a augmenté, en
condition cuvée. Ces résultats ont suggéré une modification de structure de la
communauté et une stimulation de bactéries oxydant un large spectre de sources de
carbone. La présence de bactéries généralistes dans la biobarriére pourrait contribuer a
une augmentation de la tolérance & la contamination organique présente dans l’eau

souterraine.
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Les UMB de ’eau souterraine ont été peu étudiées a ce jour. Une comparaison des UMB
et des bactéries de taille «normale» a montré que I’eau souterraine comprenait une
majorité d’'UMB dont une faible proportion était hétérotrophe cultivable. Le séquengage
de génes 16S ARNr a permis d’identifier certaines bactéries se trouvant sous forme UMB
et d’autres ayant formé la matrice de biofilm. La présence d'une large fraction d’UMB
dans ’eau souterraine indique que des fractures de P'ordre du micron pourraient €tre

colmatées.

Un aspect d’innocuité environnementale a considérer pour le concept des biobarriéres est
le risque de stimuler la croissance de bactéries potenticllement pathogénes. Parmi les
bactéries identifiées, un seul genre bactérien potentiellement pathogéne a été trouvé dans
la communauté initiale de l'eau souterraine. Tandis que le séquencage de certaines
bactéries du biofilm n’a pas permis d'affiliations avec des espéces bactériennes

reconnues comme pathogénes.

L’approche muiti-techniques a été pertinente pour l'observation des changements de
diversité d’une microflore indigéne suite 3 une biostimulation en condition cuvée. A
I’échelle de terrain, I’approche devrait comprendre des techniques pour déceler la
stimulation de bactéries potentiellement pathogénes, mesurer la fraction de cellules
cultivables et non cultivables et évaluer la diversité génétique et fonctionnelle. Les
changements de diversit€ génétique, hormis le séquengage des génes 16S ARNT,
pourraient se mesurer par le profil des acides gras bactériens. Le syst¢tme de
microplaques Biolog, utilisé pour observer les changements de diversité fonctionnelle,
pourrait étre complété en incorporant des sources de carbone spécifiques avec I'étude de
terrain. A titre d’exemple, le potentiel d’oxydation des contaminants organiques présents

dans la nappe aquiftre pourrait étre comparé. L’innocuité environnementale devra

également étre étudiée sous 1’aspect des modifications a long terme de la biodiversité. En
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effet, il importera de vérifier la persistance des changements de diversité suite au

démantélement de la biobarriére.
7.4 Aspects d’hydrogéologie

En condition dynamique, le biocolmatage avait €té€ €tudi€ principalement dans les milieux
poreux. Suite & la biostimulation des micro-organismes indigénes de I’eau souterraine, le
montage expérimental développé a permis de mesurer le colmatage d’un calcaire fracturé

! Une diminution de la conductivité

avec une sensibilit¢ de l’ordre du c¢m min
hydraulique de 2 ordres de grandeur a I’intérieur d’un délai d’un mois a confirmé le

potentiel de I’approche des biobarriéres 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
souterraine comparable A celle des nappes aquiféres de roc fracturé ainsi qu'un milieu
naturel, le calcaire, permettant d’établir des équilibres minérales. Afin de valider le
concept des biobarriéres in situ, plusieurs autres facteurs hydrogéologiques devront étre
étudiés, a savoir: I’ouverture des fractures, la géométrie des fractures, la pression dans

I’aquifeére et la vitesse de I’eau souterraine.

A D’échelle terrain, une connaissance approfondie de I’hydrogéologie du site permettra
d’établir le réseau de puits d’injection de nutriments et de puits de pompage. Des essais
de traceur serviront A connaitre la distribution des nutriments dans la nappe. A I’aide de
tests de pompage, il sera possible de mesurer la conductivité hydraulique et la
transmissivité de I’aquifére. Un essai de terrain informera sur le mouvement de la nappe
aquifére suite au colmatage local et sur la nécessité d’une injection soutenue de
nutriments. Les effets de I’arrét de la biostimulation seront également mesurés quant 2 la

conductivité hydraulique et la transmissivité de I’aquifere.
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7.5 Aspects socio-politiques

Comparativement aux technologies de décontamination physico-chimiques et thermiques,
les biotechnologies environnementales jouissent de la faveur des citoyens canadiens. Cet
intérét s’avere toutefois accompagné de craintes quant a I’injection de bactéries non-
indigénes. Cette réalité, jumelée a certaines incertitudes scientifiques concernant le
devenir des micro-organismes dans I’environnement, a incité Environnement Canada a

amender la Loi canadienne sur la protection de l’environnement.

Ainsi, la preuve de I’innocuité environnementale d’une biotechnologie comprenant une
injection de micro-organismes doit étre démontrée avant son application in situ. D’aprés
le RRSN, le concept de développement d’une biobarriére suite a la biostimulation des
micro-organismes indigénes est exempt de la nécessité de vérifier !'innocuité
environnementale. Or, les travaux ont montré que |’activité de la microftore stimulée peut
amener une réponse €cotoxique chez certains organismes cibles. Ces résultats incitent a
investiguer davantage sur la portée scientifique de la toxicité des PMS. De méme, la
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 biocolmatage d’une nappe aquifére de roc fracturé
pour le confinement d’une contamination. Les travaux ont donné suite a un projet de
maitrise qui sera réalisé a la Chaire industrielle CRSNG en assainissement et gestion des
sites, du département de génie chimique de I’Ecole Polytechnique de Montréal. Le projet
portera sur la résistance du biofilm a différentes sources de contamination et sa

persistance suite  I’arrét de I’injection de nutriments, dans un milieu géologique fracturé.
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Egalement, un essai a I’échelle de terrain se prépare, visant le biocolmatage d’une nappe
aquifeére de roc fracturé contaminée aux hydrocarbures. Cet essai sera réalisé par une
équipe multidisciplinaire provenant de I'Ecole Polytechnique de Montréal, de
I’Université de Ste-Catharines et du National Water Research Institute, situé a
Burlington, Ontario. Au cours de ce projet, une série de puits d’injection de nutriments
seront installés pour favoriser la formation d’un biofilm dans les fractures. Parallélement,
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 également recueillis pour des analyses physico-chimiques,
écotoxicologiques et microbiologiques, permettant d’approfondir les connaissances sur

I’innocuité environnementale de la biostimulation.
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Annexe | Protocoles expérimentaux

®P12 — A: Enumération directe des bactéries viables et totales d’un échantillon d’eau
souterraine par microscopie a épifluorescence

® P12 — B: Préservation et conservation de la diversité microbienne d’un échantillon
d’eau souterraine

® P12 — C: Mesure de I’hydrophobicité de surface d’'une population microbienne indigéne
des eaux souterraines

e P12 - D: Profil physiologique d’une population indigéne des eaux souterraines via le
systeéme de microplaques Biolog™

e P12 —~ E: Mesure de I'épaisseur d’un biofilm par microscopie optique

®P12 - F:. Détermination par poids sec de la concentration d’exopolysaccharides en
suspension

e P12 — G: Détermination de la concentration en glucides par colorimétrie
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Mots clés: énumération directe, bactéries viables et totales, épifluorescence. BacLight™, eaux souterraines

1. OBJECTIF(S)

La méthode permet de dénombrer directement par épifluorescence le nombre de bactérics totales et viables dun
<¢chantitlon d’eau souterraine. Le dénombrement est simple, rapide ¢t fiable.

2. MATERIEL

e ¢échantillon d’cau souterraine

* Réactif A: colorant SYTO® 9 dilué dans du
dimethylsulfoxyde (DMSO) anhydre

¢ Réactif B: iodure de propidium dilué dans du
DMSO anhydre

¢ huilc i immersion BacLight™

e solution saline (0.083% NaCl) sténliséc et
filtede sur 0.2um

¢ cau distillée stenle

¢ tubes & microcentrifuger

support i filtre en acier inoxydable 25mm

filtres noirs en polycarbonate Nucleopore 0.2
pm, 23 mm (numéro de catalogue Porctics
10532)

filtre cellulose 0.8um, 25 mm (numdéro du
catalogue Parctics 87431)

microscope a épifluorescence
lames et lamelics

tige en verre stérile

200



Page 2

3. METHODOLOGIE

v camired
gLroLounie

1.1 Entrepesage, manutenticn
Les réactifs A ct B doivent étre conservés a -20°C a la noirceur. Avant I'ouverture des vials contenant les
réactifs, laisser décongeler le contenu et centrifuger quelque temps. L'huile pour I'immersion peut étre consen ée
 température ambiante. Lorsque conservées adéquatement, ces solutions peuvent durer | an.

Les réactifs A et B se fixent aux acides nucléiques. La capacité mutagene de Iiodure de propidium est reconnue
Par contre, aucune donnée n'est disponible sur la toxicité ou la capacité mutagéne du réacuf SYTO®* 9. L¢
DMSO facilite la péndtration des molécules organiques dans les tissus. Le port de deux paires de gants est
lortement recommandé pour la manutention des réactifs dans le DMSO. Les solutions contenant les
colorants doivent étre filtrées sur du charban activé aprés usage. Les grains de charbon devront étre incinérés

3.2. Filtration de ["échantitlon

Le volume d’cau a filtrer dépend de la densité microbicnne de I'échantillon. A titre d exemples. des expériences
ont montreé que les volumes suivants étaient adéquats : | ml pour une cau de riviére, 5 & 10 ml pour une eau de
réseau de distribution et jusqu'a 20 ml pour une eau souterraine de trés bonne qualité. Pour I'cau souterraine, un
volume de 10 mi est suggéré. Le filtre en cellulose, placé en premicer sur le support, est utilisé pour assurer une
distribution uniforme des bactéries sur la surface du filtre de polvearbonate. Ajouter le filtre en polycarbonate
sur le filtre en cellulose. La filtration sous vide s'cffectue sous un faible gradient de pression

3.3. Coloration des bactéries immobilisées sur une membrane

Mélanger un volume égal des réactifs A et B dans un tube 3 centrifuger et agiter vigoureusement Ajouter | ml
d’cau saline sténlisée et 3 pl du mélange A et B directement sur les filtres montés sur le support Agiter
délicatement avec une tige de verre stérilisée et laisser incuber |5 minutes & la température ambiante et 3 la
noirceur.

Mettre 4 pl d’cau stérile sur une Jame & microscope. Retirer les filtres du support en les drainant, ¢’est-a-dire en
les laissant se dégorger dcau, et les placer sur la goutte en conservant le cit¢ du filtre ou les bactéries sont vers
le haut. Ajouter 6 - 10 pi d’huile 4 immersion BacLight sur le dessus du filtre. Placer unc lamelle de 22 mm sur
Uhuile & immersion ct appliquer une légére pression pour disperser 1'huile dans tout le filtre. Sceller le montage
avee de la pamffine ou un autre scellant.

3.4 Dénombrement

Qbserver la lame avec le microscope a épifluorescence. Les bactéries vertes ont les membrancs intactes, tandis
que les bactérics rouges ont les membranes altérées.

L annexe provenant de la compagnie Molecular Probes fournic des informations supplementaires quant a la
sélection des filtres optiques, dautres protocoles de coloration, la liste des produits disponibles et leur prix. des
réfénences et des coordonnées pour unc assistance technique.
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RESULTATS ET RECOMMANDATIONS

Le groupe de la Chaire en cau potable, au département de génie civil, posséde un microscope a épifluorescence
Dans cette équipe de recherche, la méthode a éé utilisée notamment par M. Benoit Barbeau et Mme Jacinthe Mailly
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1. OBJECTIF(S)

La méthode visc a conserver la diversité d’une population microbienne indigéne des eaux soutermaines sur une

période pouvant s'étaler jusqu'a I an. La méthode de filtration en séric permict de récupérer les bactérics
dormantes. ¢ est-a-dire de diamétre < 0.3 um

2 MATERIEL

e récipients en verre ambre .

s <¢chanullon d'cau souterraine .

s montage de filtration Millipore en serre (D = .
47mm)

e filtres membranes
0 1. 0.2 ct 0 dpm de Millipore

«Isopore  Polxcarbonate»

s ¢au saline stérile (0.83% NaCl)

3. METHODOLOGIE

3.1. CONCENTRATION DE LA BIOMASSE

Erlcnmerer 250mi

tubes en polypropyléne «Eppendorfy 1.5ml
glvedrol liquide

azote liquide

congélatcur a -85°C

Un volume de 10L d eau souterraine (prélevée depuis moins de 30 heures et conservée 3 4°C) est filtre sous vide ¢
condittons sténles (sous la hotte microbiologique ct e brileur allumé) sur des filtres membranes «lsopore
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Polycarbonaten de Millipore monté sur un montage a filtration en verre. Unc séric de 3 filtrations permettra de
néicupérer différentes fractions de fa population microbienne (FiGure 1).

La pressian excrede par ke vide doit étre légére (environ ¥ tour du robinct de vide). De méme., le vide est arrété avant
F'asséchement complet du filtre. A Vaide de pinces Millipore stérilisées. Ie filtre est délicatement retiné et placé sur
unve paroi de I'Erlenmever 250mi Le filtre o5t rincd avee 30 mi d’ecou saline pour le détachement de la biomasse. Les
diférentes Fractions microbiennes peuvent étre mélangées pour obtenir un portrait global de la population microbiene
ou cncare. &tre congelévs séparément.

3.2. CONGELATION DU CONCENTRAT

Le concentrat est agité délicatement pour ensuite étre séparé dans les tubes «Eppendorfh en échantillons de Im! dans
lesquels un volume de 150pl 'de glvedrol (stérilisé & I'autoclave: 20 minutes a 121°C et 103.4kPa) a étc
préalablement ajouté (concentration finale 13% (v/v)). Quelques inversions des tubes suffiront pour mélanger le
concentrat ot e glyedrol. Les tubes somt ensuite trempés dans I'azote liquide jusqu’d évaporation de "azote.
Promptement. fcs tubes sont placds au congélateur i -85°C.

4. REFERENCES

I Remp. P. F.. Sheer, B. F.. Sherr, E. B and Cole. 1. J. 1993, Handbook of Methods in Aquatic Microbial Ecology. Lewis
Publishers, Boca Ratan. 777p.

~

Hurst. C. J. Kuudsen. G. R.. Mcinemey. M. J.. Steszenbach. L. D and Walter, M. V. 1997. Manual of Environmental
Microbialogy. ASM Press. Washington D.C.. 894p.

3 AWWA 1992 Standard methods for the examination of water and wastewater, |8® Edition

5. RESULTATS ET RECOMMANDATIONS

La mithode de congélation d'une population microbicnne. tout comme cclle de Iyophilisation, entraine
assuriment un taux de mortalité microbicnne. Des décomptes microbiens permettratent d évaluer ce taux.
Toutefors. en raison du fasble taux de microorganismes cultivables (mains de 5%). surtout dans un milicu
oligatraphe commw fes caux souterraines, les résuliats des décomptes ne révélent qu une fraction de la fore.

6. ANNEXES: MODIFICATIONS

Notes :

® Protocole expérimental fu ct approuvé par M Richard Villemur. Professcur au départanent de
mucrobialogic appliquée de Finstitut Armand-Frappicr
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H20 souterrain = Récupératiog ge la biomasse
> 0.4um

Filtration
O.4,,;m

—F Reécupération de la biomasse
comprise entre 0.2 et 0.4yum
Filtration
0.2;m
—
———> Récupération de [a biomasse
comprise entre 0.1 et 0.2um
Filtration
0.1um

!—_D' Biomasse < 0.1m?

FIGURE 1 - Filtration en séric pour La récupération des fractions d'unc popukation indigtne des caux soutcrraines
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1. Objectif(s)

L’hydrophobicité des cellules est un paramétre chimique important dans les phénoménes de fixation des
cellules aux interfaces solide/liquide, liquidestiquide et liquide/gaz.  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

2. Matériels

o ¢échantillon d'eau souterraine

#* solution tampon (PUM) (pH 7.1): 22.2 g K;PO, - 3H;0, 7.26 g KH:PQO,, 1.8 g urée, 0 2g MgSO; 7TH.O

et amener a3 1000 ml avec de I’eau distillée
o tubes a essais (dtameétre 12 x 75 mm)
«* n-hexadécane
** mélangeur **Vortex’’
*® pipettes Pasteur

«® cuvettes i spectrophatomeétrie [.5 ml (Fisher Semicro Cuvets, polystyrene)

«® spectrophotometre

Fouluer  ydicpdud dx
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3. Méthodologie

53.1. Préparation de la suspension micrabienne

L'échantillon d’eau souterraine est centrifigé 2 7500 rpm pendant 20 minutes et les microorganismes
sont resuspendus dans le tampon PUM. La centrifugation et la resuspension sont effectuées deux fois.
Prévoir un volume suffisant pour ie témoin, i.e. la suspension microbienne sans ajout d'hexadécane, ainsi
que pour effectuer les analyses en triplicata.

3 2. Préparation de "émulsion

Les tubes 4 essais doivent étre préalablement lavés & I'acide chlorhydrique (1%). Un volume de 1.2 mi
de la suspension micrabienne est mis dans un tube & essai avec différents volumes d'hexadécane, compris
entre 0 et 0.3 ml. En fai, le volume optimal d’hexadécane doit étre défini, ¢’est-a-dire le volume & partir
duquel I'absorbance mesurée est siable, a partir duquel la quantité d’hexadécane permet le maximum
d'adsorption des cellules.

Les tubes sont ensuite agités pendant 120 secondes a t'aide du mélangeur. Une attente de 15 minutes
permet la séparation de la phase aqueuse et de I'émulsion. Avec précaution, une pipette Pasteur est
introduite dans la phase aqueuse et le volume est transfére dans une cuvette a spectrophotométrie de 1.5
mi

3.3. Lecture et détermination de I'hydrophobicité
La cuvette est introduite dans le spectrophotométre et I"absorbance est mesurée a 400 nm. Les résultats

sont exprimés en pourcentage de diminution de la turbidité en comparaison avec le témoin dans lequel
["hexadécane est absent :

% cellules adsorbées sur I’hexadécane = (1- A/A) x 100

ou A . absorbance 3 400 nm
Aa: absorbance de la suspension avant I'ajout de I'hexadécane

Les analyses sont effectuées en triplicata.

4. Références
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5. Résultats et recommandations

6. Annexes: Modifications
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1. OBJECTIF(S)

La diversité microbienne peut se diviser en trois catégories : génétique, fonctionnelle et taxinomique. La
majorité des recherches sur la biediversité ont été de nature taxinomique. Cependant dans les écosystémes, la
connaissance des changements d'activités fonctionnelles bactériennes s'avére primordiale. Le systdme de
microplaques Biolog. congu pour I'identification microbienne, est utilisé de plus en plus pour I'établissement de
profil d"utilisation de différents substrats par des populations microbiennes mixtes. L."objectif de la méthode est de
mesurer la diversité fonctionnelle de la population indigéne d une ¢au souterraine lors de la formation d'un biofilm

¢en conditions de laboratoire reproduisant un milieu fracturé,

2. MATERIEL

*

échantitlon d’eau souterraine

eau saline stérilisée (NaCl 0.85%)
centrifugeuse

spectrophotomeétre (DO 590 nm)
chambre (roide & 10 °C

pipettes Pasteur stérilisées

plat de Pétri

= plaques Biolog

® multipipette 3 huit conduits (8 x Iml)

embouts & multipipette incolores stérilisés

® lecteur optique pour plaques (590 nm, MRX

Microplate Reader, Dynatech Laboratories,
Chantilly, VA, USA)
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3.METHODOLOGIE

Toutes les manipulations sont effectuées stérilement. La densité optique des échantitions d’eau souterraine
doit étre ajustée entre les longueurs d’ondes des standards fournis par Biolog, c’est-3-dire entre 0.270 et
0.331A. Suivant le cas, les échantillons devront étre dilués ou concentrés. La dilution est réalisée avec de
I'eau saline stérilisée. La concentration s’effectue en centrifugeant I'eau soutesraine (7500 rpm pendant 20
minutes) et en resuspendant le culot dans un volume permettant fa concentration nécessaire.

3.2, Inoculation des plaques, incubation et lecture de la densité optique

Un volume de 20 ml est versé dans un plat de Pétri pour faciliter le pipentage. Les puits des microplaques sont
remplis avec la multipipette 2 x 75 pl. Les plaques sont incubdes & 10 °C. La densité optique est lue sur le
lecteur auromatique toutes les huit heures pendant une semaine. Le temps d'incubation de la microplaque est
sujet A ajustements en fonction du temps de réponse, c’est-d-dire de I'apparition de la coloration pourpre (vaic
résultats).

3.3. Présentation des résultats

Le test Biolog a été développé pour !'identification bactérienne ¢n travaillant avec des souches pures. Son
utilisation avec des populations mixtes et en conditions indigénes laisse place 3 de multiples interprétations
des résultats de diversité fonctionnelle,

f- La cinétique de développement de la couleur peut &tre déterminée. Des auteurs ont obtenu une courbe
suivant un modele logistique A trois paramétres (Lee, Russell et al. 1995).

2- La sommation du nombre de substrats utilisés et des patrons d'utilisation de substrats en fonction du
temps d’incubation ont été étudiés par Zak. Willig et al. (1994).

3- Une méthode statistique utilisant les deux premiers facteurs de I"analyse principale des composantes
permet de comparer I"ensemble des résuitats d’une microplaques avec ceux des autres échantillons d"eau
(O’Connell, Lehman et al. 1997).

REFERENCES

Lee. C.. N. J. Russell, et al. (1995). “Rapid screening for bacterial phenotypes capable of biodegrading anionic
surfactants: development and validation of a microtitre plate method.™ Microbiology 141: 2801-2810.
QO'Cennell. S. P.. R. M. Lehman, et al. (1997). Microbiological Monitarin ontaminants in a Feactured Basa
Aquifer. In Situ and On-Site Bioremediation, New Orlcans, Battelle Press.

Zak, 1. C., M. R. Willig, et al. (1994). “Functional diversity of microbial communities: a quantitative

approach.” Soil Biology and Biochemistry 26(9): 1101-1108.

RESULTATS ET RECOMMANDATIONS

Les résultats ci-dessaus montrent le pourcentage d"utilisation des 95 substrats par une microflore indigéne des
¢eaux souterraines de Montréal ainsi que d’un biofilm formé & 10°C. Les 95 substrats ont été regroupés en |}
types (Table I). La Figure | montre les proftls de diversité fonctionnelle de la microflore de I'eau souterraine
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et du biofilm: substrate richness (S), substrate diversity (H) et substrate eveness (E). La méthodologie utilisée
pour cette étude est décrite dans ['article : « Ultramicrobacteria Isolated from Groundwater and Stimulated to
Form a2 Biofilm: Assessment of Changes in the Biodiversity by Combining Genetic and Functional
Methods », scumis 2 la revue « Applied and Environmental Microbiology » e 28 juillet 1999.

Afin d’optimiser la présentation des résultats provenant du profil physiologique par une microplaqus
BIOLOG, il est recommandé de bien cibler I'information recherchée. Par exemple, les résultats d'une
comparaison de plusieurs échantillons provenant de sols, entourant une source de contamination, ne seront
pas présentés de la méme fagon que ceux d'une comparaison de changement de diversité fonctionnelle fors
d'un biotraitement. I} serait également important de consulter un spécialiste en statistique afin d'établir le
meilleur traitement des données. Une source additionnelle d’information sur le sujet est ajoutée a I'Encadré 1.

Table 1. Substrate-guild analysis of UMBs isolated from groundwater and the resulting biolilm community
following 7 days of incubation of the Biocog GN microplates at 10 °C in darkness. Substrate utilization in
guilds with the same exponent was not significantly different (2 =95 %).

% Utilization within puild

Substrate guild Groundwater Biofilm

Polymers * 60.0 100.0
Carbohydrates *° 51.8 98.2
Phosphorylated Chemicals *¢ 50.0 100.0
Esters ** 50.0 100.0
Carboxylic Acids *© 419 100.0
Amino Acids ** 425 95.0
Alcohols ™! 25.0 100.0
Amides ' 16.7 100.0
Amines -’ 16.7 100.0
Brominated Chemicals * ¢ 0.0 100.0
Aromatic Chemicals / 0.0 87.5

Figure 1. Community-level physiological proliles of UMBs isolated from groundwater (O), and the resulting
biofilm (4): substrate richness (S), substrate diversity (#), and substrate evenness (E). The Biolog GN
microplates were incubated at 10 °C in darkness.
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Encadré 1. Extrait du bulletin Eco-Radar, novembre 1998

Tire: Monitorage microbiologique d'un biotraitement par I'établissement d'un profil dutilisation de substra(q

(systeme Biolog®)
Veilleurs: Nathalie Ross & Réjean Samson

Analyse: Ce texte présente une méthode simple, rapide et économique de déterminer des différences spatiale et
temparelle de populations microbiennes dans I'environnement. Les utilisations pertinentes pour un biotraitement

de site contaminé sont éyalement discutées.

Lutilisation du systéme de micro-plaques Biolog®, lequel contient 95 substrats, permet de déterminer des
différences de diversité fonctionnelle, ou métabolique, d’'une population micrabienne mixte en établissant un profil
dutilisation de substrats. Ce systéme a été développé i l'origine pour identification de bactéries isolées mais son
utilisation s'est &endue aux populations mixtes suite aux travaux de Garland and Mills (1991). Le principe de la
méthede repose sur le développement d'une coloration pourpre suite 2 I'oxydation des substrats permetiant la
réduction du tetrazolium violet formant un complexe pourpre irréversible. L'intensité du développement de la
coloration pourpre est mesurée par spectrophotométrie et les résultats sont analysés statistiquemnent permettant de
comparer la diversité fonctionnelle des populations microbiennes d'échantillons différents ou de mémes

échantillons dont les conditions physico-chimiques ont été madifides (Strong-Gunderson and Palumbo 1994).

Paur les biotraitements des sites contaminés, cing applications du systéme Biolog® sont documentées: |- le
monitorage microbiologique pendant un biotraitement, 2- les effets ponctuels d'une contamination sur une
population microbienne, 3- la détermination de la capacité de dégradation microbienne d'un échamtillon, -
Vutilisation comme outil d*évaluation du risque et 5- I'établissement des limites d'une contamination sur un site. Le
monitorage microbiologique avec le sysiéme Biolog® a permis de constater le changement de population
microbienne (community shift) lars de la dégradation d'hydrocarbures et d'un pesticide (Herbogil) dans les sols
(Wunsche et al. 1995: Engelen et al. [998). Les résultats ont été corroborés avee des analyses biomoléculaires.
Une étude de Campbell et al. (1995) a montré les effets significatifs des métaux lourds Cu, Ni et Zn sur le profil
d'utilisation de substrats par les micra-organismes d'un sol et un effet spécifique du Cu sur I'étendue de la diversité
microbienne. La classification d'échantillons de différents sites en fonction de leur capacité de biodégradation de
lixiviats riches en phénol a éié réalisée par le syst2me Biolog® montrant une étroite relation entre le profil

d'utilisation de substrats et I'exposition des échantillons 2 Ia source de contamination (Talpsep et al. 1997). De
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méme, O'Connell et al. (1997) ont utilisé la techaique pour l'établissement des zones limites d’une contamination
au trichloroéthyléne dans l'eau souterraine et soutiennent que le sysieme Biolog® pourraient servir d'outil

d'analyse de risque.

Commentaires: L'intérét de l'utilisation des micro-plaques Biolog® réside dans la simplicité de son application. la
rapidité d'oblention des résultats et le faible investissement financier en comparaison avec les techniques
biomoléculaires. Par contre, deux défauts majeurs peuvent étre attribués 3 cewe technique. Premiérement.
I'information obtenue refléte une tendance de la population microbienne par rapport 3 un profii dutilisation de
substrats mais ne détermine pas la biodiversité géndtique, restreignant son utilisation 2 des comparaisons entre
dchantillons. Deuxiémement, les analyses nécessaires pour le dégagement des tendances issues des profils
d'utilisation de substrats demandent des connaissances élabordes des outils statistiques. En considérant
I'importance du suivi des populations microbiennes dans I'application d'un biotraitement, cette technique possdde
définitivement une niche d'applications qui. couplées avec des analyses physico-chimiques et microbiologiques,

permettront le succeés des opérations.

Sources:
Campbell, C.D., Van Gelder, J.. Davidson, M.S. et Cameron, C.M. (1995). Use of Sale Carbon Source Utilization
Patterns to Detect Changes in Soil Microbial Communities Affected by Cu, Ni and Zn. Intemationat Conference

on Heavy Metals in the Environment.

Engelen, B.. Meinken, K., von Wintzingerode, F., Heuer. H., Malkomes, H.-P. et Backhaus. H. (1998). Monitoring
Impact of a Pesticide Treument on Bacterial Soil Communities by Metabolic and Genetic Fingerprinting in
Addition to Conventional Testing Procedures. Applied and Environmental Microbiology 6-4(8): 2814-2821.
Garland, J.L. et Mills, A.L. (1991). Classification and Characterization of Heterotrophic Microbial Communities
on the Basis of Patterns of Comumunity-Level Sole-Carbon -Source Utilization. Applied and_Environmental
Microbiology 57(8): 2351-2359.

QConneil, S.P.. Lehman, RM., Colwell. FS. et Watwood, M.E. (1997). Microbiological Monitoring of

ontaminants in a Fractured Basalt Aguifer. In Situ and On-Site Bioremediation, New Orleans, Battelle Press.

Strong-Gunderson. J.M. et Palumbo. A.V. (1994). Alternative method for rapidly screening microbial isolates for
their potentiai to degrade volatile contaminants. Jounal of Industrial Microbiology 13: 361-366.

Talpsep, E., Heinaru, E.. Truu, J., Laht, T., Heinaru, A., Wand. H. er al. (1997). Functional dynamics of microbial
populations in waters contaminated with phenolic leachate. Qil Shale 14(4): 335-453.
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Whunsche, L., Bruggemann, L. et Babel, W. (1995). Determination of substrate utilization patierns of soil micrabial

communities: An appsoach to assess polulation changes after hydrocarbon pollution. FEMS Microbiology Egology 17: 295-
306.
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1. OBJECTIF(S)

La mesure directe de "épaisseur du brofilm permet de suivre le développement de ce demnier et d'établir des
relatons avec des vanables expenimentales chimiques. physiques et biologiques.

2. MATERIEL
e Microscope optique

e lampe pour éclaiter le support solid. st celui-ci est opaque

e biofilm formeé sur un supporn

3. METHODOLOGIE

3.1. Mesure par microscopie

Le support avec le biofilm est installe sous le microscope. L objectif 10 X (grossissement total : 100 X) est
utilisé ct mis au point sur la surface du biofilm (Figure 1) Puis. la position de la vis de mise au point fine est
notée (Figure 2). L objectif est enswite descendu pour effectuer une nuse au point sur le support. Encore une
fois. Ia position de fa vis de nuse au paint tine est notée.
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3.2. Calcul de I"épaisseur
L épaisseur. E (pm). se calcule comme suit
[E=(P:-P)*F. ' F, ]

ol

P» = position de la vis de mise au point fine sur le support ;

P, = position de la vis de mise au point fine sur le biofilm :

F = facteur de conversion de fa graduation de la vis vs la distance parcouru par Fobjectif (pm) ;

F, = facteur de carrection pour lindice de réfraction du biofilm mouillé.

Pour le microscope Alphaphot 2 de Nikon. la vis de mise au point fine d une graduation de 1 3 200. Une rotation
de cefte vis équivaut i une distance parcourue par 'objecuf de 200 pm. Dans ce cas, Fe = | pm. Le facteur de
correction pour lindice de réfraction. F,. est de Pordre de 1.3. L'écart type de la méthode, incluant les

irrégularités du biofilm. est d’environ [0 - 12 um,

10%
QOhiective
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Oittance Troveled
By Objectve Lans |
|

!
1
|
|
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Binocular eyepicce t
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Figure 1 - Méthode des mises au naint du microscupe aptique
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4. REFERENCES

~ Characklis, W. G. et Marshall, K. C. (1990). Biofilms. New York, John Wiley & Sans, Inc.

~ Ross, N., Deschenes, L., Bureau, J. (accepté). Ecotoxicological Assessment and Effects of Physico-Chemical
Factors on Biofilm Development in Groundwater Conditions. Environmental Science and Technology.. .

« Trulear, M. G. et Characklis, W. G. (1982). Dynamics of biofilm process. Journal WPCF 54, 9: 1283-1301.

5. RESULTATS ET RECOMMANDATIONS

5.1. Exemple

L’épaisseur d'un biofilm développé sur une céramique dans des conditions d’eau souterraine ont varié de
moins de 10 pm 2 plus de 250 pm sur une période de 192 heures sous différents facteurs physico-chimiques

(Figure 3).
—o—A+, B8+, C.
E 400 —a—A-, B+, Co
-
s 300
3
2
£ 20
£
5
a 100
ok ot
[ a8 ”® 144 192
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Figure 3 - Développement d'un biofilm sur une céramique dins une ety souterraine synthétique maintenu 3 10°C et a
T noirceur. Les deux courbes montrent Jes effets significatifs des facteurs A, B et C sur I*épaisscur du bicfilm cn
function du temps. A : taux d’alimentation en source de carbone dans le réacteur semi-conting (- : Zmy/mi.min, +:
20my/m’.min), B : type d"aération du réacteur (- : agitation 3 200 rpm, + : barbotage & 4.2 em’fs) ct C : type de source
de carbone (- : saccharose, + : mélasse).

5.2. Recommandations
La méthode de mesure directe de 1'épaisseur du biofilm est simple. La fiabilitc¢ des résultats sera d autant

plus présente que la mesure sera effectuce par le méme expérimentateur ou expérimentatrice.

ANNEXES: MODIFICATIONS

Falorr runuoe & gt QN A2 W

218



219

——
= PROTOCOLE EXPERIMENTAL
& I Protocole #:_PI2F Pages: ]
5 lOp rO Version: 1 Date Début: 12 février 1998
Date {in
Autcurs: Nathalie Ross
Approuvé par: Elise Marcandelly Signatures:
AT IN—,
3 . /

Date: 02/ 03798

Titre: Determination par poids sec de ta concentration d’exopolysaccharides en suspension

Mots clés: EPS en suspension

1. OBJECTIF(S)

Sous certaincs conditions. 1l existe des bacténes produtsant des exopolysaccharides (EPS) leur permettant
notamment de se fixer sur un support solide. Des EPS se retrouvent également en suspension. Cette méthode
permet de séparer les bactéries des EPS ¢t de quantifier ces demiers.

2. MATERIEL

e filtres Whatman GF/A e dessiccateur

e support a filtration stérilisé o balance

e cupuies en aluminium o tubes & centrifuger stérilisés (40mi)
e culture bactériecnne * centrifugeuse

e foura 105°C

3. METHODOLOGIE

3.1. Séparation de [a biomasse et des EPS ot précipitation des EPS

De la culture bactérienne. préleser 20 mi stérilement et mettre dans un tube a centrifuger. Ajouter 400 pl de
NaCl (5 M). 400 pl de EDTA (@5 M) ct laisser reposer 10 minutes. Centrifuger pendant 20 minutes a 7500
rpm (étape du séparation) Prendre 10 ml du sumageant et ajouter 30 mi déthanol dénaturé (85 % éthanol).
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Laisser reposer 10 minutes (étape de précipitation)

3.2 Filtration et détermination du poids sec des EPS

Peser les tilires Whatman ayant eu un traitement préalable de dessiccation pendant 24 heures. Filtrer fa
solution sous un vide relativement faible (soit caviron % tour du robinet de vide) et mettre le filtre & sécher dans
le four 3 1035 °C pendant 24 heures. Laisser refroidic le filtre dans le dessiccateur et le peser. La concentration
d’EPS en suspension est obtenuc en soustrayant le poids du filire avant filtration de celui avec le précipité

(mg/L).

4. REFERENCES

Characklis, W. G. et Marshall, K. C. (1990). Biofilms. New York, John Wiley & Sons, Inc.
Hacking, A. I, Taylor, [. W_F, Jarman, T. R. (1983). Alginate Biosynthesis by Pyeudomonas mendocina.
Journa! of General Microbiology 129, : 3473-3480.

» Ross, N., Deschenes, L., Bureay, J., Clément, B., Comeau, Y., and Samson, R. (accepté). Ecotoxicological
Assessment and Effects of Physico-Chemical Factors on Biofilm Development in Groundwater Conditions.

Environmentat Science and Technolosy ,

5. RESULTATS ET RECOMMANDATIONS
3.1. Résuleats

Dans un dispositif expérimental sur le développement d’un biofilm en conditions d’eau souterraine avec une
flore indigéne, la production d’EPS en suspension s’est avérée dépendante du taux d’alimentation en source de
carbone (Figure 1)
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Figure 1 - Production &’EPS dans une cau souterraine synthétique avee unc flore indigéne maintenue 3 10°C et a la
nuirceur. Les deux courbes montrent ) effet significatif du facteur A < fe taux ¢’ alimentation cn source de carbene (<0 2
my/m®.min, + : 20 mg/m°.min).
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5.2. Recommandations

Aprés la centrifugation. mampulcr Ies tubes avec soin pour éviter une remise en suspension des bactéries du
cuiot.

6. ANNEXES: MODIFICATIONS
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1. OBJECTIF(S)

La méthode permet de déterminer la concentration en glucides en solution de I'ordre du milligramme. Le
principe est le développement d'une coloration jaune 3 orange des sucres simples, oligosaccharides,
polysaccharides ainsi que leurs dérivés suite A I'ajout de phénol et dacide sulfurique concentré. Une courbe
étalon d"absorbance du glucose ou du glucide étudié permet de déduire la concentration,

2. MATERIEL
e Voartex
® (ubes dessaisde 15 ml
¢ hotte chimique
» solution phénol 80 % (p/p)

® acide sulfurique concentré (qualité réactif
95%)

3. METHODOLOGIE

3.1. Courbe ¢talon

e spectrophotometre
e bain-marie 4 30°C

e pipette dont le volume (5 ml) peut étre
évacude rapidement

* micropipettes

e cuvelies de plastique

Une série de concentrations entre [0 et 100 mg/l est sélectionnée (ex. 10, 20, 40, 80 mg/L). La lecture de
densité doit étre entre 0.1 et 1.0 nm. Suivre la procédure énumérde a la section 3.3. Les essais sont réalisées

en triplicata
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3.2. Analyses des échantillons

La concentration en glucides doit se situer entre 10 et 100 mg/L (Dubois, Gilles et al. 1956). Effectuer les
dilutions nécessaires avec de I'eau distillée. Suivre la procédure décnite 3 la section 3.3. Les mesures sont
réalisées en triplicata.

3.3. Procédure

Un volume d’échantillon de 2 ml est pipetté dans les tubes 3 essai. Sous la hotte chimique. ajouter 50 i de
phénol 80 %. Directement sur fa solution et non sur les parois des tubes, 5 ml d’acide sulfurigue est ajouté
rapidement pour permettre un bon mélange (attention aux éclaboussures ! ! !). Laisser reposer 10 minutes,
vortexer et meftre les tubes 10 3 20 minutes dans le bain-marie maintenu 3 30°C. La couleur développde est
stable pour plusieurs heures. Une lecture de densité optique est effectuée 3 490 nm pour les hexoses et 480 nm
pour les pentoses et acides uroniques (Dubois, Gilles et al. 1956).

4. REFERENCES

Dubois. M.. K. A. Gilles, et al. (1956). “Colorimetric Method for Determination of Sugars and Related Substances.™ Analvtical
Chemisiry 28(3): 350-353.

Ross. N.. L. Deschenes, et al. (1998). ~Ecotoxicological Assessment and Effects of Physicochemical Factors on Biofilm

Development in Groundwater Conditions.” Environmental Sciencs and Technology 32(8): §10S-1111.

5. RESULTATS ET RECOMMANDATIONS

5.1, Résultats de courbes étalon effectuées sur différents substrats commerciaux

Courbes standards subsirals commercicux
Méthode phénol-ocide sulfurique
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5.2. Suivi de la concentration en source de carbone dans un réservoir de 1L lors du développement d'un

biofilm (Ross. Deschenes et al. 1998).

{125
] =
] =
—_F'_A+! B'; C' = 10.9.
—#—A-, B+, C+ 1 &S
| 48 g
Q
h | =4
[+
16 ©
1}
] e
44 3
i [12]
[ =
E 2 3
. + { w
L H’—;’? PR N SN SR SUN SN SRS SN T | 0 ©
48 96 144 192
temps (d)

oit A : taux d’alimentation en source de carbone avec -: 2 mg m? min. ' et +: 20 mg m” min. *, B: type
d'aération avec -: agitation & 200rpm et +: barbotage 2 4.2 em’ s et C: source de carbone avec -:

saccharose et + : mélasse.

6. ANNEXES: MODIFICATIONS
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Annexe 2 Caractérisation physico-chimique et microbiologique des échantillons d’eau

souterraine de Montréal

e Croquis du puits de pompage

e Appareillage d’échantillonnage

¢ Analyses des principaux composés chimiques

¢ Courbe de croissance des bactéries hétérotrophes totales

e Photo de microscopie par épifluorescence montrant les cellules vivables et non-

viables
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e Appareillage d’échantillonnage

% Méthode d'échantillonnage par
déplacement positif —membre flexible

tube
d"échantillonnage

gaz sous <4— paroide 3 pompe

l

pression contrdieur
du gaz
-~
\ membrane
de Téflon®
4— tube de gaz
<+— tube d’échantillonnage
4— puits
clapet

4 entrde d'eau




e Analyses des principaux composés chimiques

1.0E+09

+ 1.0E+08

- 1.0E+07

~ 1,0E+06

r 1.0E+05

+ 1.0E+04

paramétre  concentration
(mg/L)
Ca 6.0
Fe 04
K 72
cr 3.8
Mg 375
50, 5483
NOs 375
CoT 295
Ntotal 0.61
Ptotal 0.01
300.0
Q
270.0
g
é 240.0
53
sE
[
g 2100
3
1800 - O [mélasse]
L | A[bact. hét.}
150.0 . —
0 20 40

Culture de la microflore indigéne de I’eau souterraine de Montréal

50 100
temps (h)

1.0E+03
160

Concentration bact, hétérotlrophes totales

(bact. /ml)



(L8]
[3%]
=]

¢ Conditions de croissance:
- Culture en cuvée: 500 ml H,O souterraine dans un erlenmeyer (2 L), agitation
200 rpm;
- 2.5 ml mélasse (50 g/L), SO0 pl milieu salin minimal (MSM*);

*Composition MSM:
solution concentration dans le milieu
(IM)

(mi sol./L MSM)
N32H2P04 6.4
NaNO; 11.79
K-HPO, 12.99
(NH4)2S804 8.33
MgSO, e TH,0 0.39
métaux traces 1.0

¢ Photo de microscopie par épifluorescence montrant les cellules viables et non-viables
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Annexe 3 Caracténisation des sources de carbone pour la stimulation de micro-

organismes indigénes des eaux souterraines

» Analyses pour le calcul du ratio C:N P

sources de carbone COT Ntotal Ptotal
(mg C/g) (mgN/g) (mgP/g)
amidon 505.5 0.636 0.529
lactose 486.5 0.003 0.282
mélasse 365.5 0.605 5.136
saccharose 330.0 <0.001 0.005
sirop de mais 324.5 0.559 0.220

Les courbes de dosage des glucides sont présentées en Annexe |
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Annexe 4 Caractérisation de la céramique et du calcaire

e Composition minéralogique

e Photos de microscopie €lectronique



® Composition minéralogique

proportion (%)

paramétre céramique  calcaire
Si0 62.6 9.30
TiO, 0.68 0.02
AlLOs 8.9 2.56
CaO 1.29 27.35
MgO 29 17.40
Na,O 1.95 0.05
KO 3.98 1.86
Fe,0; 7.02 0.93
perte au feu 0.18 39.85

Analyses réalisées par M. Christian Dallaire, Département des génies civil géologique et

des mines. Ecole Polytechnique de Montréal

® Microscopie €lectronique de la surface de la céramique

19



Microscopie électronique de la surface du calcaire
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Annexe 5 Analyses supplémentaires du biofilm et de I’évaluation écotoxicologique

& Analyses des biofilms prélevés lors de I'étude présentée au Chapitre IV
¢ Informations compiémentaires aux analyses écotoxicologiques discutées au Chapitre
v
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Analyses des biofilms prélevés lors de 1’étude présentée au Chapitre [V

Essais* COT Ntotal Ca™ bact. hétérotrophes tot.
(mg/L) (mg/L) (mg/L) (NPP/ml)
1 1,46+1,14 1,15+045 0,34+0,08 3,0x 10°
2 2,72+230 025+005 052+0,04 1,1 x 10"
3 332+2,14 035%0,15 0,54£0,09 2,5x 10°
4 1,68 +0,27 025%0,05 0,20+0,0l 75x 10°
5 1,78+1,37 0,50+0,00 0,65+0,10 24x 108
6 4,12+363 025+0,15 0,37%0,13 1,1 x 10°
7 1,98+0,51 085+0,65 0,37+0,05 24x 108
8 1,22+0,52 0,20+0,00 0,42+0,06 43x 10°
i. 5534352 1,52+0,72 233+092 2,3x 10
i 3,54+0,70 2,76+1,16 0,33+0,01 46x 108
i 6,13£508 4,68+148 1,18+0,88 24 x 10°
iv 4,50+2380 282+082 1,38+0,08 2,3x 10°
v 432+184 588%168 0.61+004 24x10°
vi 3,05+0,06 6,26+186 0,86+0,28 2,4x 10°
vii 464+ 180 422+222 0,62+004 2,1 x 107
viii 2,78+0,02 3,52+152 1,05%0,70 1,5 x 10°

* . ref. Tableau 4.2

L’ensemble de ces résultats était non significativement différent (COT : p = 0,82; Ntotal :
p = 0,27; Ca**: p = 0,86 et bact. hétérotrophes tot. : p = 0,30; avec ot = 95%). Leurs
moyennes sont : COT = 3,30 + 1,44 mg/L, Ntotal = 2,21 + 2,06 mg/L, Ca®* = 0,74 + 0,52
et bact. hétérotrophes tot. = 8,6 x 10 +2,6 x 10° NPP/mL.



s Information complémentaire aux analyses écotoxicologiques discutés au Chapitre IV

Echantillons : T1 = eau souterraine synthétique, T2 = eau sout. synt. et mélasse (3.2
mg/L); Il = idem suite & I'inoculation t = 0 j; I2 = idem aprés 8 jours de biostimulation;
H1 = eau sout. synt., mélasse et PCP (10 mg/L), t = 0 j; H2 = eau sout. synt., mélasse et
PCP apres 8 jours de biostimulation, B1 et B2 sont des échantillons de biofilms formés

dans les réservoirs avec et sans PCP respectivement.
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CERTIFICAT D'ESSAI DE TOXICITE
(Clsp, S et 15 min. avec Microtox)

Client:  Madame Nathalie Ross Certificat:  TE-1494-96 (1 de 2)
Ecole Polytechnique (GénieChimique) No. dossier: ~ AMI189
Centre de Recherche Biopro, Suce, Centre Ville Bon de commands:  8C012296.CC
2900 oout. Edouard Montpetit, C.P. 6079
Monréal, (Québec), H3C JAT
No.laboratoire: 16409.1 Meéth. de prélév.: N.D. Transporteur:  Client
Produit: cau soutermaine Endroit de prélév.: €école palytechnique Mode de conservation:4°C
Prélevé par: Client Date de prélév.: 25/11/96 {9h00)
CARACTERISTIQUES DE L'ECHANTILLON A LA RECEPTION
Température de I'échantilton (°C): . 10

Apparence de I'échantition: incolore
Odeur de 'échantillon: inodore
Matidres solides dans 'échantitlon: présence
Presence d'air entre le couvercle et Féchantillon: présence

CARACTERISTIQUES DE L'ECHANTILLON AVANT L'ESSAIl

Oxyeéne dissous (mg/L): 102
Température (*°C): 20
Conductivité (pmhos'cm): 3500
pH: 8.9

CARACTERISTIQUES DE L'ECHANTILLON APRES TRAITEMENT

Traitement de I'échantillon: aucun
Oxygene dissous (mg/L): Na
Température (*C): N/A
Conductivité (umhos/cm): N/A
pH: N/A
RESULTATS
No. Date Date Organisime Clp-5 min Cly-15min Cly5 min Clyp-15min
éch. réception d'analyse d'essai (%, viv) (%, v/v) (%, v/v) (%. v/v)
client (heure) (heure}
Ti 25'11/96 25/11.96 Vibrio fishert >495 >49.5 >49.5 >49.5
(10h0Q) (13h10)
Reférence : BNQ, 1987. Eaux - détermination de de Ia toxicité méthode avec la bactéric bioluminescente Vibrio fisheri. NQ 3600~
205/87-11-30.
Cly: Concentration inhibitrice qui réduit la bioluminescence de 50%.
Cly: Concentration inhibitrice qui réduit la bioluminescence de 20%.
1C95%: Intervalle de confiance 4 95%.
ND.: Non déterminé
NA: Non applicable

DATE: Le 12 décembre 1996

’“\L\‘\ L™

Approuveé par:

U0 Kl /rey 1Y

A s e demmde cvplicrte Ju client kes echantiflons scront entrepases resps as defas mavenad Je consen 3tron anals ke ou
pour un mavinum Je 30 joun  Toute reproductnn Lotie o partielke ©5f MRS SNt Juwiod 50N ccnte

3025. Mantee St-A-twn. Laval {Quenec) Canada HTL 4E4  Teét  (S14) 682:3240 » Fax {514) 6826995
912 rue Cunarg Laval iQueber) Canada M7S 2H6 Tel (514) 682-3240 - Fax: (513) 669-7548

Iacqueﬂaumu, M.SchEA.
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A= CERTIFICAT D'ESSAI DE TOXICITE
(Clg, 5 et 15 min. avec Microtox)
Client:  Madame Nathalie Ross Certificat:  TE-1493-96 (1 de 2)
Ecole Polytechnique (GénieChimique) No. dossier: ~ AM1189
Centre de Recherche Biooro. Suce. Centre Ville Son de commande.  BUODIZII6-GC
2900 boul. Edouard Montpetit, C.P. 6079
Montréal, (Québec). H3IC 3A7
No.laboratoire: 16410.1 Meéth. de prélév.: N.D. Transporteur:  Client
Produit: eau souterraine Endroit de prélév.: école polytechnique Mode de conservation:4°C
Prelevé par: Client Date de prélév.: 25711796 (9h00)
CARACTERISTIQUES DE L'ECHANTILLON A LA RECEPTION
Température de 'échantillon (°C): ! 10
Apparence de Féchantilion: brun
QOdeur de F'échamillon: inodore
Matiéres solides dans 'échantillon: présence
Présence dair entre fe couvercle et 'échantitlon: présence
CARACTERISTIQUES DE L'ECHANTILLON AVANT L'ESSAI
Oxygene dissous (mg'L): 9.0
Tempérarure (°C): 20
Conductivité (umhos/cm): 4500
pH: 8.1
CARACTERISTIQUES DE L'ECHANTILLON APRES TRAITEMENT
Traitement de Féchantillon: aucun
Oxygtne dissous (mg/L): N/A
Température (*C): N/A
Conductivité (umhos/cm): N/A
pH: N/A
RESULTATS
No. Date Date Organisme Clyg5 min Cly- 1 Smin Clyp-5 min Cly-15min
éch. réception danalyse d'essai (%, v/v) (%%, viv) (%, v/v) (%, viv)
client (heure) (heure)
T2 251196 251196 Vibrio fisheri >49.5 >495 47.4(46.8-48.1) | 45.1(34.7-58.5)
(10h00) (13h40)
Référence : BNQ. 1987. Eaux - détermination de de la toxicité méthode avec Ia bactérie bioluminescente Vibrio fisheri. NQ 3600-
205/87-11-30.
Cly: Concentration inhibitrice qui réduit la bicluminescence de 50%.
Cly: Concentration inhibitrice qui réduit [a bioluminescence de 20%.
1C95% Intervalle de confiance 3 95%.
N.D. Non déterminé
NA: Non applicable

DATE: Le [2 décembre 1996

Vérifié par:

Fuutdmer LT

A mons Je Jemande cyprcite Ju client. 1¢3 echantitions sennt entreperses fusguiaa dela manenal du comen 2o anals e ou
pout un mavmum de 30 pours Toute reproduction Wutale ou pamictle o3t intendite SIS Jutieraton écrie
3025. Mentee St-Aubwn, Laval (Quebec) Canada HTL 3E4  Tel. 513) 682-3240 ¢ Fax (514) 682-6995
914 rue Cunard. Laval {Quebac) Canada H7TS 2HE Tel (514} 682-3240 ¢ Fax (519) 669-7544

EWY '
Approusé par : £
Jacques Bureau, M.SE. DEA.
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CERTIFICAT D'ESSAI DE TOXICITE
(Clgg, S et £3 min. avec Microtox)

Client:  Madame Nathalie Ross Centificat: TE-1491.96 (1 de 2)
Ecole Palytechnique {GénieChimique) No. dossier: AMLI89
Centre de Recherche Biopns Succ Centrs Vills ton ge commande:  BCO12296-GC
900 bout. Edouard Montpetit, C.P. 6079
Maonwéal, (Québec), 4G 1G6
No.laboratoire:  16411.1 Méh. de prélév.: N.D. Transporteur:  Client
Produit: eau souterraine Endroit de prélév.: école palytechnique Mode de conservation:d°C
Prélevé par: Client Date de prétév.: 25/11/96 (5h00)
CARACTERISTIQUES DE L'ECHANTILLON A LA RECEPTION
Température de Féchantillon (°C): ) 10
Apparence de ['échantillon: brun
Odeur de l'échantillon: inodore
Matiéres solides dans 'échantillon: présence
Présence d'air entre Je couvercle et 'échantilion: présence
CARACTERISTIQUES DE L'ECHANTILLON AVANT L'ESSAI
Oxygeéne dissous (mg/L): 9.1
Température (°C): 0
Conductivilé (pmhos'em): 4500
pH: 8.

CARACTERISTIQUES DE L'ECHANTILLON APRES TRAITEMENT

Traitement de Féchantilion:

aucun
Oxygéne dissous (mg/L): N/A
Température (°C): N/A
Conductivité (pmhovem): N/A
pH. N/A
RESULTATS
No Date Date Organisme Cly-5 min Clg-15min Cly-5 min Clyg-15min
éch réception danalyse dessai (%o, viv) (%o, viv) (%. v/v) (Ye. viv)
client (heure) (heure)
It 25/11/96 25/11.96 Vibrio fisheri >49.5 >49.5 15313056479 | 418403434
(10h00) {14K05)
S ——— P ——
Retérence : BNQ. 1987. Eaux - détermination de de la toxicité méthode avec Ia baciérie bioluminescente Vibrio fisheri. NQ 3600-
205/87-11-30.
Cly: Concentration inhibitrice qui réduit Ia bioluminescence de 50%.
Cly: Concentration inhibitrice qui réduit la bioluminescence de 20%.
1C95%: Intervalle de confiance 3 95%.
N.D: Non déterminé
NA: Non applicable

DATE: Le 12 décembre 1996

Fon Oy 12

Approuvé par:

e A

- ro- | ! j

Vérifié mrg&ﬁ.g@u_‘vk
SaphiaPicard, DEC.

} QLL\ L4 S 1
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o3t interdiie sans aubwtation e

3025. Montee St-Aubin. Lavat (Quesec) Canada HTL B4  Tel.: (513) 682-3240 - Fax (512) 682 5995
914, rue Cunard. Lavat (Quebec, Canada H7S 2HE Tel. (514) 682-3240 « Faxz. (513) 669-7544

pour un mavmran Je 30 pours  Towse wep

tale ou

Jacquks Bureau, M}Sc. DEA.
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CERTIFICAT D'ESSAI DE TOXICITE

(Clg, 5 et 15 min. avec Microtox)

Client:  Madame Nathalie Ross Centificat: TE-1492-96 (1 de 2)
Ecole Polvtechnique (GénieChimique) No. doeeier AN129
Centre de Recherche Biopro, Succ. Centre Ville Bon de commande:  BC012296-GC
2900 boul. Edouard Montpetit, C.P. 6079
Montréal, (Québec), HIC 3A7
No.labaratoire: 16412.1 Méth. de préiév.: N.D. Transporteur:  Client
Produit: ¢au souterraine Endroit de prélév.: école polytechnique Mode de conservation:4°C
Prélevé par: Client Date de prélév.: 25/11/96 (5h00)
CARACTERISTIQUES DE L'ECHANTILLON A LA RECEPTION
Température de P'échantilion (*C): 10
Apparence de Féchantillon: brun
Odeur de 'échantillon: inodore
Matiéres solides dans échantillon: présence
Présence d'air entre le couvercle et I'échantillon: présence

CARACTERISTIQUES DE L'ECHANTILLON AVANT L’ESSAl

Oxygene dissous (mg/L): 9.3
Température (°C): 20
Conductivité (umhos/cm): 3500
pH: 82

CARACTERISTIQUES DE L'ECHANTILLON APRES TRAITEMENT

Traitement de U'échantillon:

aticun
Oxygéne dissous (mg/L): NA
Température (°C): N/A
Conductivité (pmhos/cm): WA
pH: N/A
RESULTATS
No. Date Date Qrganisme Cly$ min Cly-15min Cly-5 min Cly-15min
éch. réception d'analyse d'essai (% v/v) (%, v/v) (%, v/v) (%, v/v)
client {heure) (heure)
2 25011196 25/11796 Vidrio fisheri | 133(121-146) | 84(7.5-94) | 45(3.7-5.60 | 29(2.6-3.3
( 10hQ0) (14h30)
Référence : BNQ, 1987 Eaux - détennination de de la toxicité méthode avec la bactérie bioluminescente Vibrio fisheri. NQ 3600-
205/87-11-30.
Cley: Concentration inhibitrice qui réduit la bioluminescence de 50%.
Clay: Concentration inhibitrice qui réduit la bioluminescence de 20%.
1C95%: Intervalle de confiance 4 95%.
N.D: Non déterminé -
NA: Non applicable

DATE: Le 12 décembre 1996

F-100 Cd'res B2

N

“~ ’

Vérifié par: — —2= 7 {1102
Sophid’Picard. DEC.
Yhisen

Jacqued Bureau, M.?(. DEA.

Approuve par:
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3025. Mentee St-Autwn, Laval (Quebec) Caracga H7L SEX Tel: (514) 682-3240 « Fax: (514] 682-6995
913, rue Cunard Lavai (Quebec) Canaca H7S 2H6 Tet . (514) 682-3240 « Fax {512) 663-7543
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CERTIFICAT D'ESSAI DE TOXICITE

(Clsg, S et 15 min. avee Microtox)

Client:  Madame Nathatie Ross Centificat: TE-1395-96 (1 de 2)
Ecole Polytechnique (GénieChimique) No. dossier: AMIL LS9
Cenire de Recherche Biopro, Succ. Centre Ville Bon de commande: BC012296-GC
2900 boul. Edouard Montpetit, C.P. 6079
Montréai, (Québec), H3C 3A7
No.laboratoire: 16429.1 Méth. de préfév.: N.D. Transporteur:  Client
Produit: cau souterraine Endroit de préley.: école polytechnique Mode de conservation:4°C
Prélevé par: Client Date de prélév.: 04/12/96 (9h00)
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CARACTERISTIQUES DE L'ECHANTILLON A LA RECEPTION

Température de 'échantillon (°C): 9
Apparence de I'échantillon: brun
Odeur de Péchantillon: inodore
Matidres solides dans I'échantitlon: présence
Présence d'air entre le couvercle et 'échantitlon: présence
CARACTERISTIQUES DE L'ECHANTILLON AVANT L'ESSAI
Oxygeéne dissous (mg/L): 2.6
Température (°C): 15
Conductivité (umhos/cm): 9000
pH: 5.8

CARACTERISTIQUES DE L'ECHANTILLON APRES TRAITEMENT

Traitement de 'échantillon:

aucun
Oxygéne dissous (mg/L): N/A
Température (°C): N/A
Conductivité (umhos/cm): N/A
pH: N/A
RESULTATS
No. Date Date Organisme Cly-S min Clg-15min Clyw-5 min Clyg-15min
éch, réception danailyse d'essai (%. viv) (%, viv) (%, viv) (%%, vIv)
client (hcure) (heure}
H-1 $1296 S/12/96 Fibrio fisheri 42.5(38.8-46.6) | 308(29.4-323) | 21.3(196-23.2) | 204(17.7:23.9)
(10h00) {10h00)
Référence BNQ, 1987. Eaux - détenmination de de Ia toxicité méthade avee la bactérie bioluminescente Vibrio fisheri, NQ 3600-

205/87-11-30.

Clyg: Concentration inhibitrice qui réduit Ia bioluminescence de 50%.
Cly: Concentration inhibitrice qui réduit la bioluminescence de 20%.
1C95% Intervalle de confiance 3 95%a.

N.D: Non déterminé

NA.: Non applicable

DATE: Le 12 décembre 1996

Vo Ed /e T

lue 4 h/((
Vérifié par: A (¢
Sophie?Picard, DEC.
\
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Approuve par:
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CERTIFICAT D'ESSAI DE TOXICITE
(Clqy, 5 et 15 min. avec Microtox)

Client:  Madame Nathajie Ross Cenificat:  TE-1496-96 (I de 2)
E.coie Poiytechnique (CénicChimigue) No. dossier:  AM1189
Centre de Recherche Biopro, Suce. Centre Ville Bon de commande: 8LV 12256-GC
2900 boul. Edauard Mantpetit, C.P. 6079
Montréal, (Québec), HSC 3A7
No laboratoire: 16430.1 Méth. de préldv.: N.D. Transporteur:  Cliem
Produit: ¢au souterraine Endroit de prélév.: école polytechnique Mode de conservation:4°C
Prélevé par: Client Date de prélév.: 04712796 (9h00)
CARACTERISTIQUES DE L'ECHANTILLON A LA RECEPTION
Tempdrature de Méchantillon (°C): 9
Apparence de I'échantillon: brun
Odeur de 'échantillon: inodore
Matieres solides dans l'échantilion: présence
Présence d'air entre le couvercle et M'échantilicn: présence

CARACTERISTIQUES DE L'ECHANTILLON AVANT L'ESSAI

Oxygéne dissous (mg/L): 1.5
Température (°C): i5
Conductivité (umhosicm): 8500
pH: 6.2

CARACTERISTIQUES DE L'ECHANTILLON APRES TRAITEMENT

Teaitement de Iéchantiilon: aucun
Oxygéne dissous (mg/L). N/A
Température (°C): N/A
Conductivité (pmhos/em): N/A
pH: N/A
RESULTATS
No. Date Date Organisme Clg-5S min Clyg-15min Cly-$ min Cly-15min
éch. réception d'analyse d'essai (%, v/v) (%, v/v) (%, viv) (%. viv)
client (heure) (heure)
H-2 41296 511296 Vibrio fishers | 15.6 (14.4-17.0) | 11.0(98-124) 5.2¢4.5-6.0) 423650
(10hQ0) (13h00)
Reéférence - BNQ, 1987. Eaux - détermination de de Ia toxicité méthode avee la bactérie bioluminescente Vibrio fisheri. NQ 3600-
205/87-11-30.
Cly' Concentration inhibitrice qui réduit la bioluminescence de 50%.
Clag: Concentration inhibitrice qui réduit la bioluminescence de 20%.
1C95%: Intervatle de confiance 3 95%.
N.D. Non déterminé
NA. Non applicable

Vérifié par =2 e

DATE: Le 2 décembre 1996
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CERTIFICAT D'ESSAI DE TOXICITE
(Clsy, S et 15 min. avec Microtox)
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Client:  Madame Nathalie Ross Certificat: TE-1497-96 (1 de 2)
Ecole Polytechnique (GénieChimique) No. dossier: AMiiss
Centre de Recherche Biopro, Succ. Centre Ville Bon de commande:  BCO12296-GC
2900 boul. Edouard Montpetit. C.P. 6079
Montréal, (Québec), HIC 3A7
No.laboratoire: 164311 Méth. de prélév,: N.D. Transporteur:  Client
Produit: cau soutermaine Endroit de prélév.: école polytechnique Mode de conservation:4°C
Prélevé par: Client Date de prélév.: 04/12/96 (9h00)
CARACTERISTIQUES DE L'ECHANTILLON A LA RECEPTION
Température de Méchantitlon (°C): . 9
Apparence de l'échantillon: incolore
Odeur de I'échantitlon: inodore
Matitres solides dans I'échantillon: présence
Présence d'air entre le couvercle et I'échantillon: présence

CARACTERISTIQUES DE L'ECHANTILLON AVANT L'ESSAL

Oxygéne dissous (mg/L): 9.0
Température (°C): 15
Conductivité (umhos'cm): 13500
pH: 72

CARACTERISTIQUES DE L'ECHANTILLON APRES TRAITEMENT

Traitement de I'échantillon: aucun
Oxygéne dissous (mg/L): N/A
Temperature (°C): N/A
Conductivité (pmhos/em): N/A
pH: N/A
RESULTATS
No. Date Date Organisme Cly-5 min Clo-15min Clyy-5 min Clyp-15min
éch. réception d'analyse dessai (%, v/v) (%, v/Iv) (Y, v/v) (%, viv)
client (heure) (heure)
B-1 4/1296 §/12/96 Vibrio fisheri >49.5 >49.5 >49.5 >49.5
(10h00) (14h30)
Référence : BNQ:}I‘JS‘I . Eaux - détermination de de [a toxicité méthode avec la bactérie bioluminescente Vibrio fisheri. NQ 3600-
205/87-11-30.
Cly: Concentration inhibitrice qui réduit {a bioluminescence de 50%.

Cly: Conceniration inhibitrice qui réduit |a bioluminescence de 20%.
IC95%: Intervalle de confiance 3 95%.

N.D.: Non déterminé

NA: Non applicable

DATE: Le 12 décembre (996

. q ,

Vérifié panS’i{tv' ¢ \V iev ty c
Sophié Picard, DEC.

'y

Approuvé par:

F.in Ed/res 02
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3025. Mantee St-Authn. Lavat (Québec) Canada H7L 4E4 Tel : (514) 682-3240 « Fax: (514) 582-6995
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CERTIFICAT D'ESSAI DE TOXICITE

(Cl, S et 15 min. avec Microtox)

Client:  Madame Nathalie Ross Cerntificat: ~ TE-1498-96 (! de 2)
Ecole Polytechnique (GénieChimique) No. dossier.  AMI189
Centre de Recherche Biooro. Succ. Centre Ville Bon de commands: BC0I295.GC
2900 boul. Edouard Montpetit. C.P. 6079
Moarréal, (Québec), H3C 3A7
No.laboratoire: 16432.1 Méth. de prélév.: N.D. Transporteur:  Client
Produit: ¢au souterraine Endroit de prélév.: école polytechnique Mode de conservation:4°C
Prélevé par: Client Date de prélév.: 04/12/96 (9h00)
CARACTERISTIQUES DE L'ECHANTILLON A LA RECEPTION
Température de Méchantilion (°C): . 9
Apparence de Péchantillon: incolore
Odeur de 'échantillon: inodore
Mati¢res solides dans I'échantillon: présence
Présence d'air entre le couvercle et Péchantillon: présence

CARACTERISTIQUES DE L'ECHANTILLON AVANT L'ESSAI

Oxygéne dissous (mg/L): 10.0
Température (°C): 15
Conductivite (umhos/cm): 13500
pH: 70

CARACTERISTIQUES DE L'ECHANTILLON APRES TRAITEMENT

Traitement de Féchantillon: aucun
Oxygene dissous (mg/L): N/A
Température (°C): N/A
Conductivité (umhos/cm): N/A
pH: NA
RESULTATS
No. Date Date Organisme Cly-$ min Clyg-ESmin Cly-5 min Cly-15min
éch, réception danalyse dessai (%, v/v) (%, v/v) (%, v/v) (%, vIv)
client (heure) (heure)
B-2 196 51296 Vibrio fishert >49.5 >49.5 >49.§ >49.5
(10h00) (15h30)
Reéférence : BNQ, 1987. Eaux - détermination de de Ia toxicité méthode avec la bactérie bioluminescente Vibrio fisheri. NQ 3600-
205/87-11-30.
Cla: Concentration inhibitrice qui réduit la bioluminescence de 50%.
Cly Concentration inhibitrice qui réduit la bioluminescence de 20%.
1C95%: Intervaile de confiance & 93%.
N.D.: Non déterminé
NA Non applicable

’, e
Vérifié par: oL
Saphis Picard. DEC.
i)
Approuvé par: | SN =Y |

Jacques Bureau, M.$+ DEA.
DATE: Le 12 décembre 1996
F-I0Ed frex 12
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914, rue Cunard. Laval iQuebec) Carada H7S 2HE  Tel . (514) 682-3240 « Fas' (514) 669-7534
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A CERTIFICAT D'ESSAI DE TOXICITE
(INHIBITION DE LA CROISSANCE AVEC L'ALGUE VERTE)

Client:  Madame Nathalie Ross Certificar: TE-1499-96 (1 de 2)
tcoic Poiytechnique (Génie civimique) No.Dussier.  AM-118%
Centre de recherche Biopro. Succ. Centre Ville Bon de commande:  BC012296-GC

2900. boul. Edouard Montpetit. C.P. 6079
Mantréal (Qc), H3C 3A7

No. Laboratoire:  16409.2 Meéth. de prélév.: N.D. Transporteur: Client
Produit: eau souterraine Endroit de prélév: Ecole Polytechnique Mode de conservation: : $degré C
Prélevé par: Client Date de prélévement:  25/11/96 (9h00)
CARACTERISTIQUE DE L'ECHANTILLON A LA RECEPTION
Température de Péchantillon (°C): ° 10
Apparence de Méchantillon: incolore
QOdeur de I'échantillon: inodore
Matieres solides dans ['échantillon: présence
Présence d'air entre le couvercle et 'échantillon; présence
CARACTERISTIQUE DE L'ECHANTILLON AVANT L'ESSAI

Oxygéne dissous (mg/L): 10.2
Tempeature (°C): 20
Conductivité{umhos’cm): 3500
pH: 3.9

CARACTERISTIQUE DE L'ECHANTILLON APRES TRAITEMENT
Traitement de I'échantilion: filirée sur membrane 0.45um
Oxygéne dissous (mg/L): NA.
Température (°C): NA.
Conductivité (pmhos/cm): N.A.
pH: N.A.

RESULTATS
Date de Date ciso-2h' | CMEO® CSEQ® CSE
No éch. réception Janalyse Organisme dessai (%ouvtv (%%.v7v) (%, viv) (%o.viv)
Client (heure) (heure) (IC.95%))
Tt 2311196 25/11/96 Selenastrum 0.95 N.C. N.C. N.C.
(10h00) (16h30) capricornutum (N.C)
Méthode de calcul: 1. ICP 2. Rang de Steel
Référence: Environnement Canada, 1992. Essai d'inhibition de la croissance de lalgue d'eau douce Selenastrum

capricornutum.  Série de la Protection de Penvironnement, Owawa (Ontario). Rapport SPEI/RM/AS,
Novembre 1992,

CSEOQ: Concentration sans efTet abservé.
CMEO: Concentration minimale avec effet observé.
CI50 ou 25: Concentration qui inhibe 50 ou 25% du paramétre mesuré (croissance)
1C95%: Intervalle de confiance a 95%.
CSE: Concentration seuil d'effet.
N.D. Non disponible
NA. Non applicable .
N.C. Non caleulable
Vérifié par: y 7/
Sophyé Picard, DEC.
Date: 17 décembre 1996 fh\
Approuvé par: AL
Jacques'Bureau. M.Sc. DEA.
FAWES madtic afe

A mous ¢ de cxpinctte du chient, les ecchantillons seront entrer Jusqu’au detar maxumal de vonsenation analytajue ou
pour yn mautnum de 30 jours  Toute reproducton [oRle vu parmictie est moerdne SN JufonsIon CXITic

3025. Mantee St-Aubmn, Laval (Quebec) Canada H7L E4 Tel : (513) 682-3240 =Fax' (5t4) 682-6935
914, rue Cunard. Laval t«Quebec) Canada H7S 2H6 Tel (513) 682-3230 *Fax. (514) 663-7543
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CERTIFICAT D'ESSAI DE TOXICITE

(INHIBITION DE LA CROISSANCE AVEC L'ALGUE VERTE)

246

Client:  Madame Nathalie Ross Centificat:  TE-1500-96 (! de 2)

Ecale Polytechnique (Génie chimique) No.Dossier: ~ AM-1189

Centre de recherche Biopro. Succ. Centre Ville Bon de commande:  BC012296-GC

2900. boul. Edouard Montpetit, C.P. 6079

Montréai (Qc). H3C 3A7
No. Laboratoire:  16410.2 Méth. de préléy.: N.D. Transporteur: Client
Produit: €3y soulermaine Endroit de prélév: Ecole Polytechnique Mode de conservation: : 4 degré C
Prélevé par; Client Date de prélévement:  25/1 1/96 (9h00)

CARACTERISTIQUE DE L'ECHANTILLON A LA RECEPTION
Température de 'échantillon (°C): 10
Apparence de I'échantillon: brun
QOdeur de Méchantiilon: inodore
Matidres solides dans ['échantillon: présence
Présence d'air enire le couvercle et Péchantillon: présence
CARACTERISTIQUE DE L'ECHANTILLON AVANT L'ESSAl
Oxygéne dissous (mg/L): 9.0
Tempéature (°C): 20
Conductivité{pmhos/em): 4500
pH: 8.1
CARACTERISTIQUE DE LECHANTILLON APRES TRAITEMENT
Traitement de Méchantillon: filtrée sur membrane 0.45um
Oxygéne dissous (mg/L): NA.
Température (°C): NA.
Conductivité (pmhos’'cm): N.A.
pH: N.A.
RESULTATS
Date de Date ciso-7n' | CMEO' | CsEO? CSE
No éch. réception danalyse Organisme d'essai Moviv (%o.vv) Soviv) | (Yeviv)
Client thewre) (heure) (1C.95%))
T 251196 25/11/96 Setenastrum 14.69 17 9 124
( 10h00) {16h50) capricornuitm (13.96 - 15.68)

Méthode de caleul: 1. [CP

2. Rang de Steel

l'environnement, Ottawa (Ontario). Rapport SPEI/RM/2S,

Référence: Environnement Canada. 1992. Essai d'inhibition de la croissance de lalgue d'eau douce Selenastrum
capricornutum. Série de la Protection de
Novembre 1992,

CSEO: Concentration sans effet abservé.

CMEO: Concentration minimale avec effet observé.

CI50 ou 25: Concentration qui inhibe 50 ou 25% du paramétre mesuré (croissance)

IC95%: Intervatle de confiance 3 95%.

CSE: Concentration seuil d'effet.

N.D. Non disponible

N.A, Non applicable

N.C. Non calculable

Date: 17 décembre 1996

F-100 Ed/rev *;

Viérifié par: Q.o s mpf‘u" "L({
Sophik Picard. DEC.
)

Approuvé par: Laivea)

Jacques Bureau, M.Sc. DEA.

modeie atgwd dot

A moss & demande expiicate du client, bes echannilons seront crineposes jusqu'au deta mavemal de consersaton analytique ou
pour un masumae e 30 jours  Toute reprodction 3k ou parteihs ¢38 nterdite s2rs IUNCISION eTHe

3025. Montee St-Aubwn, Laval (Quebec) Canada H

7L4ES Tel  (514) 632-3240 - Fax (514) 682-6995

914 rue Cunard. Laval (Québec) Canada H7S 2H6 Tel (514) 682-3240 » Fax- (513) 669-7544
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y ] CERTIFICAT D'ESSAI DE TOXICITE
(INHIBITION DE LA CROISSANCE AVEC L'ALGUE VERTE)
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Client:  Madame Nathalie Ress Centificat:  TE-1501-96 (1 de 2)

Ecole Polviechnigue (Génie chimigue) Ne Doctier  ANLT1R0

Centre de recherche Biopro, Succ. Centre Ville Bon de commande:  BC012296-GC

2900. boul. Edouard Moatpetit, C.P. 6079

Monaéal (Qc), HIC JA7
No. Laboratoire:  16411.2 Méth. de prélév.: N.D. Transporteur: Client
Produit: €au soutermaine Endroit de prélév: Ecole Palytechnique Mode de conservation:  : 4 degré C
Prélevé par: Client Date de prélévement:  25/1 1,96 (Sh00)

CARACTERISTIQUE DE L'ECHANTILLON A LA RECEPTION
Température de I'échantiilon (°C): i 10
Apparence de léchantillon: brun
Odeur de léchantillon: inodore
Mati¢res solides dans [échantillon: présence
Présence dair entre le couvercle et Féchantillon: présence
CARACTERISTIQUE DE L'ECHANTILLON AVANT L'ESSAl
Oxygeéne dissous (mg/L): 9.1
Tempéature (°C): 20
Conductivité(umhos/cm): 4500
pH: 8.1
CARACTERISTIQUE DE L'ECHANTILLON APRES TRAITEMENT
Trai nt de Péchantillon (iltrée sur membrane 0.45pm
Oxygeéne dissous (mg/L): N.A.
Température (°C): N.A.
Conductivité (pmhosicm): N.A.
pH. N.A.
RESULTATS
Date de Date 1 3 z
. ] C150-72h CMEO* CSEO CSE
No éch. reception d';““'?“ Organisme d'essai (%viv (Y%.v/V) (%. viv) (%o.viv)
Client (heure) (heure) (IC.95%))
1] 2571196 251196 Selermstrum 13.90 17 9 124
(10h00) (16h30) cdpricornutin (13.18 - [4.58)
Méthade de calcul: 1. ICP 2. Rang de Steel
Référence: Environnement Canada. 1992, Essai dlinhibition de la croissance de T'algue d'eau douce Sefenastrum

cupricornutum.  Série de la Protection de [l'environnement, Ottawa (Ontario), Rapport SPEI/RM”2S,
Novembre 1992,

CSEOQ: Concentration sans effet observé.
CMEO: Concentration minimale avec effet observe.
CI50 0u 25: Concentration qui inhibe 50 ou 25% du paramétre mesuré (croissance)
1C95%: Intervalle de confiance 3 95%.
CSE: Concentration seuil d’effet.
N.D. Nan disponible
N.A. Non applicable "
N.C. Non calculabile y  p- r\ I
Vérifié par: 7
Sophié Picard, DEC.
Date: 17 décembre 1996 ~
Approuvé par: m')dhéﬂ-:"\
Jacqifes Bureau, M.S¢/ DEA.
FHOEd/ren ' modefe algpe dot
A moms de dermande cuplivite du clent. les echantiflons seruas enineposes poquias delai maximal Je o lythjue au

Pour un ravemum e 30 jours  Fouts rproducTion wiake ou Rarticite w5t ntendite $3ns 3utonsanon écre

2025. Montee Si-Autin Laval {Quebec) Canada HYL 4E3  Tél: (S14) 682-3240 «Fax: {513) 682-6995
912 rue Cunard. Laval (Quetec) Canada H7S 2HE Tel (S14) 682-3240 «Fax: (513) 6697543
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CERTIFICAT D'ESSAI DE TOXICITE

(INHIBITION DE LA CROISSANCE AVEC L'ALGUE VERTE)

Client:  Madame Nathalie Ross Centificat : TE-1502-96 (1 of 2)
Ecole Polytechnique {(Génie chimique) No.Dossier: AM-1189
Centre de recherche Biopro. Suce. Centre Ville Bon de commande:  BC012296-GC
2900. boul. Edouard Montpetit. C.P. 6079
Montréal (Qc). H3C 3A7
No. Laboratoire:  16412.2 Méth. de prélév.: N.D. Transporteur: Client
Produit: eau souterTine Endroit de prélév: Ecole Polytechnique  Mode de conservation: : 4 degré C
Prélevé par: Client Date de prélévement:  15/11,96 (9h00)

CARACTERISTIQUE DE L'ECHANTILLON A LA RECEPTION

Température de échantillon (°C): 10
Apparence de Péchantillon: brun
Odeur de Méchantillon: inodore
Matiéres solides dans Féchantillon: présence
Présence dair entre le couvercle et Méchantillon: présence

CARACTERISTIQUE DE L'ECHANTILLON AVANT L'ESSAI

Oxygéne dissous (mg/L): 93
Tempéature (°C): 20
Conductivit{pmhos/cm): 4500
pH: 8.2

CARACTERISTIQUE DE L'ECHA

NTILLON APRES TRAITEMENT

Traitement de I'échantillon:

filtrée sur membrane 0.45pm

Oxygéne dissous {mg/L): NA.
Température (°C): N.A.
Conductivité (nmhos/cm): N.A.
pH: N.A.
RESULTATS
Date de Date ) ciso-n' | CMEQ* | CsEQ? CSE
No éch. réception d';"“'?’“ Organisme dessai (Yoviv (%o.v/v) % viv) | (%)
Client (heure) (heure) (IC.95%))
12 25/11/96 25/11196 Selenastrum 0.22 0.1 0.01 0.03
(10h00) (16h30) capricornutum (0.08 -0.46)
Méthede de caleul: I. ICP 2. Rangde Stecl
Référence: Environnement Canada, 1992. Essai d'inhibition de la croissance de lalgue d'eau douce Selenastrum

capricornutum.
Novembre 1992,

Série de la Protection de l'environnement, Onawa (Ontario). Rapport SPEI/RM/2S,

CSEQ: Concentration sans efTet observé.

CMEQ: Concentration minimale avec effet observé.

Cl150 ou 25: Concentration qui inhibe 50 ou 25% du paramétre mesuré (croissance)
1C95%: Intervalle de confiance 2 95%.

CSE: Concentration seuil d’effet.

N.D. Non disponible

N.A. Non applicable

N.C. Non calculable

Date: 17 décembre 1996

F 00 Ed/ey

Vérifié par: e’ ya
Sophte Picard, DEC.

TP

Approuvé par:

Jacques Bureau, M.Sc. .
modete slgue

A moins de demamde cxplicite du client. Ses échantilons seront entreposcs jusqu'as d¢id mavemal Ji conservation analy tque ou
posr un maumum de 30 jows  Toute reproduction totake ou parteihe o3t interdite SIS AULOFAION corie

3025. Montee St-Autrn. Lavat (Quebec) Canada H7L3E3 Tel: (514) 682-3240 « Fax: {514) 682-6995
314, rye Cunard. Laval (Quebec) Canada H7TS 2H6 Tel (514) 682-3240 » Fax. (514) 669-7544
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(INHIBITION DE LA CROISS
Client:  Madame Nathalie Ross
Ecote Polytechnique (Gene Chimique)
Cenwe de Recherche Biopro, Succ. Centre Ville
2900 boul. Edouard Montpetit, C.P. 6079
Moniréal (Québec), H3C A7

CERTIFICAT D'ESSAI DE TOXICITE

ANCE AVEC L'ALGUE VERTE)
Centificat: TE-151386 () de 2}
No.Dossier:  AM-1189

Bon de commande: 8C012296-GC

49

No. Laboratoire:  16429.2 Meéth. de prélév.: N.D. Transporteur: Client
Produit: €au souterraine Endroit de prélév: Ecole Polytechnique ~ Mode de conservation: : 4 degré C
Prélevé par: Client Date de prélévement:  4/12/96 (9h00)
CARACTERISTIQUE DE L'ECHANTILLON A LA RECEPTION
Température de I'échantillon (°C): 9
Apparence de Péchantillon: brun
Odeur de 'échantillon: inodore
Matiéres solides dans échantillon: présence
Présence d'air entre le couvercle et Féchantillon: présence
CARACTERISTIQUE DE L'ECHANTILLON AVANT L'ESSAI

Oxygéne dissous (mg/L): 26
Tempéature (°C): 1S
Conductivité(jumhos/cm): 9000

_pH: 5.8

CARACTERISTIQUE DE L'ECHANTILLON APRES TRAITEMENT
Traitement de 'échantillon: filtrée sur membrane 0.45um
Oxygéne dissous (mg/L): NA,
Température (°C): N.A,
Conductivité (pmhos/cm): N.A,
pH: N.A.
RESULTATS
Date de Date ‘ A ciso-7m' | cMmeo’ | cseo? CsSE
No dch. réception danalyse Organisme d'essai (%ovrv (%.viv) Coviv) | (Caviv)
Client (heure) (heure) (1C.95%))
H-1 $/12:96 471296 Selenastrum 40.59 9 I 3
(10h00) (i5h15) capricornulum (30.10-47.21)
Méthode de caleul: 1. ICP 2. Dunnelt
Référence: Environnement Canada. 1992. Essai d'inhibition de la croissance de I'algue d'eau douce Selenastrien

capricornutum.

Série de la Protection de [environnement, Ottawa (Ontario). Rapport SPEI/RM/2S.
Novembre 1992,

CSEOQ: Concentration sans efTet observé.

CMEOQ: Concentration minimale avec effet observé.

CI50: Concentration qui inhibe 50 du paraméire mesuré (croissance)
1C93%: Intervalle de confiance i 95%.

CSE: Concentration seuil d'efTet.

N.D. Non disponible

N.A. Non applicable

Datre: 18 décembre 1996

FInEd/iey

A moms Je demande explicite dis client, kes cchannilions serom T usquau delai & v
vt un manimm de 30 jours Touse neprnhachon totaie ou particie o3t miendre s Sutaenshon ecnte:

3025. Montee St-Aubin, Laval (Quebec) Canada H7L 4E4  Tel (S14) 682-3230 « Fax: (514) 682-6995
214 rue Cunard. Laval (Québec) Canada H7S 2H6 Tel (513) 682-3240 » Fax' 1513) 669-7544
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(INHIBITION DE LA CROISS

CERTIFICAT D'ESSAI DE TOXICITE

ANCE AVEC L'ALGUE VERTE)

250

Client:  Madame Nathalie Ross Certificat:  TE-1504-96 (1 de 2)
Ecole Polytechnique (Génie chimique) No.Dossierr ~ AM-1189
Centre de recherche Biopro. Suce. Cenme Ville Bonde commande:  BC012296-GC
2900. boul. Edouard Montpetit, C.P. 6079
Montréal (Qc), H3C 3A7
No. Laboratoire:  16430.2 Méth. de prélév.: N.D. Transporteur: Client
Produit: eau souterraine Endroit de prélev: Ecole Polytechnique  Mode de conservation: : 4 degré C
Prélevé par; Client Date de prélévement: 471296 (9h00)
CARACTERISTIQUE DE L'ECHANTILLON A LA RECEPTION
Température de [échantillon (°C): 9
Apparence de ['échantilion: brun
Odeur de I'échantillon: inodore
Matidees solides dans Céchantillon: présence
Présence d'air entre le couvercle et ['échantillon: __présence
CARACTERISTIQUE DE L'ECHANTILLON AVANT L'ESSAI
Oxygene dissous (mg/L): 1.5
Tempéature (°C): 15
Conductivité{ixmhos/cm): 8500
pH: 6.2
CARACTERISTIQUE DE L'ECHANTILLON APRES TRAITEMENT
Tritement de "échantilion: filtrde sur membrane 0.45um
Oxygéne dissous (mg/L): N.AL
Température (°C): N.A.
Conductivité (umhos’em): N.A.
pH: N.A.
RESULTATS
Date de Date , ciso-n' | cMEO® | CSEO CSE
No ¢ch. reception danalyse Organisme d'essai (Yviv (Sv1v) (%, viv) (Yo.viv)
Crient (heure) (heure) (IC.95%))
H-2 312796 41296 Selenastrum 4.65 9 i 3
(10h00) (15h15) capricornutum (0.76 - 6.94)
Méthode de calcul: 1. ICP 2. Rang de Steel
Référence: Environnement Canada. 1992. Essai d'inhibition de Ia croissance de I'algue d'eau douce Selenastrum

capricarnutum,

Série de la Protection de I'environnement, Ottawa (Ontaric). Rappart SPEI/RM/2S.
Novembre 1992.

CSEO: Concentration sans effet observe.

CMEOQ: Concentration minimale avec effet observé.

Ci50: Concentration qui inhibe 50 du paramétre mesuré (croissance)
1C95%: Intervalle de confiance & 95%.

CSE: Concentration seuil d'efTet.

N.D. Non disponible

N.A. Non applicable

Veérifi par N [L_LQ»'QW(’\

Sophie Picard, DEC.

Date: 17 décembre 1996
Approuvé par:

F-100 Ed/rev ‘4
A moins de demande cxplicite Ju client. kes échanttlons seront entreposes jusqu’au defa: mavmal de conservation anady ique ou
pour un maximum Je 30 Jours  Towe reproducton totke ou partacike €32 intendine 5205 Jore2Don CTre.
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CERTIFICAT D’ESSAI DE TOXICITE
(INHIBITION DE LA CROISSANCE AVEC L'ALGUE VERTE)

Sl

Client:  Madame Nathalie Ross Cenificat : TE-1502-96 (1 de 2)
Erole Polyrechninue (Ginie chimigue) No.Dussier. AM-i13%
Centre de recherchie Biopro. Succ. Centre Ville Bon de commande:  BC012296-GC
2900, boul. Edouard Montpetit, C.P. 6079
Montréal (Qc), H3C 3A7
No. Laboratoire:  16431.2 Méth. de prélév.. N.D. Transporteur: Client
Produit: ¢au souterraine Endroit de préiev: Ecole Polytechnique ~ Mode de conservation: : 4 degré C
Prélevé par. Client Date de préfévement: /1296 (9h00)
CARACTERISTIQUE DE L'ECHANTILLON A LA RECEPTION
Température de Péchantilion (°C): 9
Apparence de l'échantillon: incolore
Odeur de Féchantillon: inodore
Matiéres solides dans I'échantillon: présence
Présence dhair entre le couvercle et 'échantillon: présence
CARACTERISTIQUE DE L'ECHANTILLON AVANT L'ESSAl
Oxygeéne dissous (mg/L): 9.0
Tempéarure ("C): 53
Conductivité(pmhosiem): 13500
pH: 7.2
CARACTERISTIQUE DE LECHANTILLON APRES TRAITEMENT
Traitement de 'échantition: filrée sur membrane 0.45um
Oxygeéne dissous (mg/L): N.A,
Température (°C): N.A.
Conductivité (umhos’cm): N.A.
pH: N.A.
RESULTATS
Date de Oate _ ciso-n' | cMEQ® | CSEQ? CSE
No éch. réception danalyse Organisme d'essai iy i) | Covy | )
Client (heure) (heure) (IC.95%))
B-1 412196 4/12/96 Sefenastrum 23.34 9 ! 3
{1 0hQ0) (15h1%) capricornuium (21.12-26.55)
Méthode de caleul: [, ICP 2. Dunnett
Référence: Environnement Canada, 1992. Essai d'inhibition de [a croissance de l'algue d'eau douce Selenastrum

CSEQ:
CMEO:
CI50:
1C95%:
CSE:
N.D.
N.A.

capricornutum.  Série de la Protection de P'environnement, Ottawa (Ontario). Rapport SPEI/RM/25.
Novernbre 1992,

Concentration sans effet observé.

Concentration minimale avec effet observé.

Concentration qui inhibe 50 du paramétre mesuré (croissance)

Intervalle de confiance i 95%.

Concentration seuil d’effet.

Non disponible

Non applicable { °

!

Vérifié par. 2.7 éli( ﬂ ke

Sophié Picard, DEC.

Date: |7 décembre 1996

F-100 Edirey ‘5

Approuvé par:

A moms de demande explcute du client, les echantllons seront entreposes jusqu’au défat mavumat de conservatzon analylique ou
pour un mxvimum d¢ 3O jours  Toute reproduction torle ou partieile est intendite sans utorisanon éente
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CERTIFICAT D'ESSAI DE TOXICITE

(INHIBITION DE LA CROISSANCE AVEC L'ALGUE VYERTE)
Client:  Madame Nathaiie Ross Cemificat.  Te-1503-56(i de 3)
Ecole Polytechnique (Génie chimique) No.Dossier:  AM-1189
Centre de recherche Biopro. Succ. Cenrre Ville Bon de commande:  BC012296-GC
2900, boul. Edouard Montpetit, C.P. 6079
Montréal (Qc). H3C JA7
No. Laboratoire: 164322 Méth. de prélév.: N.D. Transporteur: Client
Produit: eau soutermine Endroit de prélév: Ecole Polytechnique ~ Mode de conservation:  : 4 degré C
Préleve par, Client Date de prélévement:  4/12/96 (5h00)
CARACTERISTIQUE DE L'ECHANTILLON A LA RECEPTION
Température de I'échantilion (°C): 9
Apparence de f'échantillon: inclore
QOdeur de I'échantillon: inodore
Mati¢res solides dans I'échantillon: présence
Présence dair entre le couvercie et Méchantilion: présence
CARACTERISTIQUE DE L'ECHANTILLON AVANT L'ESSAI
Qxygene dissous (mg/L): 10.0
Tempéatee (*C): 15
Conductivité(umhos/cm): 13500
pH: 7.0
CARACTERISTIQUE DE L'ECHANTILLON APRES TRAITEMENT
Traitement de I'échantiilon: filrée sur membrane 0.45um
Oxygéne dissous (mg/L}): N.A.
Température (°C): N.A.
Conductivité (pmhos/em): N.A.
pH: N.A.
RESULTATS
Date de Dace ciso.7n' | CMEOQ' | CSEQ? CSE
No éch. feceplion danalyse Organisme d'essai (Yo.viv (%.viv) (% viv) | (hviv)
Client (heure) (heurs) (IC.95%))
B-2 /12196 #1296 Selenastrum 8.0 9 t 3
¢ 10h00) {15h15) capricornutum (7.14-9.82)
Méthode de calcul: 1. ICP 2. Rang de Steel
Référence: Environnement Canada. 1992. Essai d'inhibition de la croissance de l'algue d’eau douce Selenastrum
capricornutumn. Série de la Protection de I'environnement, Ottawa (Ontario). Rapport SPEI/RM/2S,
Novembre 1992.
CSEQ: Concentration sans effet cbservé.
CMEQ: Concentration minimale avec effet observé.
C150: Concentration qui inhibe 50 du paramétre mesuré (croissance)
1C95%: Intervalle de confiance 3 95%.
CSE: Concentration seuil d'effet.
N.D. Non disponible
NA. Non applicable

Date: 17 décembre 1996

F-l0uFdirev %

Vérifié par:

n
Approuvé par: M’l&}-'\oe‘;\’\
Jacqlies Bureau, M.St. DEA.
modeie afgue dot

A muons de demande expicite du chient. les échantilons seront p Jusgtau defai il J conservaton analy txque ou
pous un maumum de J0 ours  Toute reproduchion totale ou parbelle st intertiic sans autonsatson ecrte:
3025. Montee St-Autwn. Lawal (Quebec) Canada H7L 4E3  Tel: (514) 682-3230 ¢ Fax: (514) 682-6995
914. rue Cunard. Laval {Quebec) Canada H7S 2H6 Tel. (514) 682-3210 ® Fax: (514) £69-7544
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Annexe 6 Comparaison des fractions microbiennes du filtrat et du rétentat, issues d’une
filtration sur une membrane de diametre de pores 0,4 pm, effectuée lors de

I’expérimentation sur les UMB (Chapitre V)

o Enumération des bactéries hétérotrophes et hydrophobicité de surface

e Comparaison de viabilité initiale et pendant la biostimulation en réservoirde | L

¢ Comparaison de la concentration d’EPS en suspension

e Epaisseur du biofilm développé sur la céramique

e Développement de coloration d’une plaque Biolog GN inoculée avec les fractions
microbiennes de I’eau et les biofilms développés sur la céramique: A: nombre de

puits positifs et B: “Average Well Color Development” (AWCD, mesur€ au jour 7)



o FEnumération des bactéries hétérctrophes et hydrophobicité de surface dans I'eau

souterraine initialement

analyse UMB bact. du filtrat

o hétérotrophes totales (NPP/100 ml) 1,65 x 10° 2,01 x 10°

(0,32x 10*-4,5 x 10** (0,33 x 10*~ 4,6 x 10%)
o énumération directe (bacttot/ ml)  2,4x10°+29x10*  1,6x10°+54x 10*
@ hydrophobicité de surface (% bact. 143+19 19.4%25

adhérantes sur I’hexadécane)

a

: 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 BacLight™ (Annexe 1 p.199), la
proportion de UMB s’avére 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 étre supérieure aux bactéries de taille «<normale» (Amy et
Morita, 1983; Decamp et al., 1997).



¢ Comparaison de la viabilité
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Viabilité des bactéries de taille «normale» (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 = 0,17).
Néanmoins, une étude attentive du graphique montre que la viabilité des UMB lors de
I’inoculation (t = 0 j) était élevée, soit environ 80 % représentant 1.1 X 10° bactéries
viables/ml et 2.8x 10* bactéries non-viables/ml. Cette différence pourrait indiquer une

modification de la membrane des bactéries en dormance, une différence qui se résorberait

rapidement en conditions copiotrophique.

@ Comparaison de la concentration d’EPS en suspension
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La sécrétion d’EPS par les bactéries de taille normale et UMB n’était pas
significativement différente (p = 0,57). Par contre comme |'indique le graphique, le

temps de biostimulation en réservoir de | L est un facteur significatif (p = 0,0000).
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e FEpaisseur du biofilm développé sur la céramique
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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).

e 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:Average Well Color Development (AWCD, mesuré au jour 7)
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| _. 1‘

F2_biofiim
F1_biofilm

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 = 0,04). Par contre
les types de bactéries, tant dans I’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 |’oxydation des 11 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 I’épaisseur du biofilm développé sur la céramique

¢ Développement de biofilms sur la céramique en réservoirs de [ L
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Des microflores indigénes isolées d’eaux souterraines de Trois-Rivieres et de Ville de
Mirabel ont été stimulées pour le développement de biofilms sur une céramique
(description de I'ean souterraine de Trois-Riviéres: projet de Maitrise de (Martineau,
1999)).
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¢ Développement de biofilms sur la céramique en réservoirs de | L: épaisseur du
biofilm (O) et pH (A) de la microflore de Trois-Riviéres; épaisseur du biofilm (@) et
pH (A) de la microflore de Ville de Mirabel.

Ces deux microflores ont été€ isolées d’eaux souterraines contaminées. La présence de
contaminants peut expliquer le développement d’un biofilm d’épaisseur inférieure a 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-Riviéres a

. formé un biofilm plus épais que la microflore de « Mirabel ». La présence d’hydroxydes
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de fer dans I’eau souterraine de Trois-Riviéres peut avoir contribué a I’augmentation de

I’épaisseur du biofilm sur la céramique.
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Annexe 8 Essais préliminaires de colmatage utilisant une colonne de sable

¢ Montage de colonnes de sable pour I’étude du biocolmatage

s Colmatage des pores d’une colonne de sable
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téte hydrost\atl:“e puits d’injection débitmeétre
| s

‘,echantll]onnage

colonne 1

colonne 2 | ousi—
coonae 3 | onml—
elomme anmnla—

colonne § I

colonne 6 l

pompe péristaltique
a plusieurs canaux

réservoir
eau souterraine
synthétique

e Montage de colonnes de sable pour I'étude du biocolmatage

¢* Conditions d’opération de |’essai préliminaire sur une colonne:

- sable de granulométrie : 0.5 mm

- eau souterraine synthétique

- température : 10 °C

- colonne de plexiglass : diameétre 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 I’eau souterraine préalablement incubée a 30 °C

pendant 24 hrs avec du sable
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Annexe 9 Extrait du Réglement modifiant le Réglement sur les renseignements

concernant les substances nouvelles (LCPE)

# Annexc XV : renseignements exigés a I'égard des micro-organismes

¢ Annexe XVI: renseignements exigés a 1’égard des micro-organismes non destinés a
étre introduits a I'extérieur d'une installation étanche ou destinés uniquement a
I’exportation

® Annexe XVII: renseignements exigés a 1’égard des micro-organismes destinés i étre
introduits dans le cadre d’une étude expérimentale sur le terrain

o Annexe VIII: renseignements exigés a I'égard des micro-organismes destinés 2 étre

introduits dans le site auquel ils ont ét€ isolés



ANNEXE XV
(article 29.11, alinéas 29.12a) et 29.13a) ¢t paragraphes 29.14(1) et (2))

RENSEIGNEMENTS EXIGES A L'EGARD DES MICRO-ORGANISMES

1. Les renseignements suivants concernant le micro-organisme -
a) l'identification et les renseignements a I'appui;

19-01.9% 10:11
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b) les svnonymes ainsi que les noms communs et périmés;
c) Thistorique de la souche;
d) la description des modifications apportées au micro-organisme, indiquant notamment :

(i) le but des madifications,

(i) les méthodes et le processus suivis pour les effectuer,

(iii} les modifications phénatypiques 2t ginotypiquas qui ont dédeculé du processus visd au
sous-alinéa (ii),

(iv) la stabilité des modifications visées au sous-alinéa (iii),

(v) la nature, la source et la fonction de tout matériel génétique inséré,

1o

j} a description des caractéristiques biologiques et écologiques du micro-organisme mdlquam notamment

(i) son cycle de vie,

(i1) son infectiosité. sa pathogénicité vis-a-vis des espéces non humaines, sa toxicité et sa
toxigénicité,

(ili) sa résistance aux antibiotiques et sa tolérance aux métaux et aux pesticides,

(iv) son role dans les cycles biogéochimiques,

(v} les canditions nécessaires & sa survie, & sa croissance et a sa réplication et les conditions qui
limitent ces processus,

(vi) les mécanismes de dispersion du micro-organisme et les modes d'interaction avec les agents de
dispersion;

£) la_description de son mode d'action par rapport a l'utilisation & laquelle il est desting;

h) llidentification de tout brevet ou demande de brevet, selon le cas;

i} la dispersion par transfert de uénes de ses caractéristiques de pathogénicité vis-d-vis des espéces non
humaines, de toxigénicité et de résistance aux antibiotiques, notamment une description :

(i) des bases génétiques de sa pathogénicité vis-a-vis des espéces non humaines, de sa toxigénicité et
de sa résistance aux antibiotiques,

(ii) de sa capacité de transférer des génes,

(i) des conditions qui pourraient entrainer la dispersion de ses caractéristiques de pathogénicité
vis-a-vis des espéces non humaines, de toxigenicité et de résistance aux antibiotiques, et le fait que
ces conditions risquent d'exister ou non aux lieux d'tntroduction ou dans l'aire de dispersion du
mucro-organisme;

J) la description de sa répartition géoyraphique.

2. Les renseignements suivants concernant la fabrication et importation du micro-organisme :
@) ses noms commerciaux et e nom des fabricants, impartateurs et vendeurs;

b) l'identification des lieux de fabrication au Canada;

c) I'étac phvsique de la préparation;

«/) 1a concentration du micro-gruanisme dans Ia préparation;

¢) l'identification et {a concentration des autres ingrédients et des contaminants présents dans la
préparation:

/) la viabilité du micro-oreanisme dans la préparation;

£) la_description des méthodes recommandées pour son entreposage et son élimination;

fr) une estimation de la quantité du micro-oryanisme qui a €té ou sera importée ou fabriquée au Canada,
selon le cas;

190199 (x|t
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i} la description de I'équipement et des méthodes de fabrication ainsi que des méthodes visant le contrdle
de la qualité et I'assurance de la qualité;

J)} la description de 'emplacement des installations de fabrication au Canada;

k) la description de la_nature des rejets potentiels du micro-organisme en provenance des installations de

fabrication au Canada ou des installations ot il a été ou sera importé, selon le cas, ainsi que les procédures
de controle des rejets;

1) la descnption des procedés de traitement et d'élimination des déchets contenant le micro-organisme qui
proviennent des installations de fabrication au Canada.

3. Les renseignements suivants concernant I'introduction du micro-organisme :

«a) Lutilisation & laquelle il est destiné et celle a laquelle il pourrait étre destiné;

h) l'historique de son utilisation;

¢) une comparaison entre I'habitat naturel du micro-organisme et Fhabitat dans les lieux d'introduction
potentiels, ainsi que [a nature de la sélection qui peut s'opérer sur fe micro-organisme dans ces lieux
potentiels;

«/) la description du procédé d'introduction, indiquant notamment :

(1) la méthode d'application,
(it) la quantité, la fréquence et [ durée de l'application,
(iit) les activités refatives a l'introduction;

¢) la description des plans d'urgence en_cas de rejet accidentel;
N ladescription des méthodes recommandées pour mettre fin  l'introduction du micro-organisme.

4. Les renseignements suivants concernant le devenir du micro-organisme dans 'environnement :

a) tidentification des espéces de plantes et d’animaux susceptibles d'étre exposées au micro-grganisme et,
lorsque I'infectiosité, la pathogénicité vis-a-vis des espéces non humaines, la toxicité et fa toxigénicité ont
ete précisées conformément au sous-alinéa 1/)(ii), l'identification des espéces réceptrices susceptibles d'y
étre exposées,

h) 1a description des habitats dans lesquels le micro-organisme peut persister ou proliférer;

c) les quantitds estimatives du_micro-organisme dans I'air, I'eau et le sol aux points d'introduction, ainsi
qu'une estimation des tendances de population;

«/) tout autre renseignement sur le devenir du micro-orzanisme dans I'environnement.

5 Les renseignements suivants concernant les effets écologiques du micro-oruanisme :
a) les donnees des essais servant 3 déterminer les effets du_micro-organisme sur :

(i) les espéces aquatiques de plantes, d'invertébrés et de veriébrés susceptibles d'y étre exposées,
(it) les especes terrestres de plantes, d'invertébrés et de vertébrés susceptibles d'y étre exposées;

h) le réle du micro-oreanisme quant aux effets écologiques nocifs;
<) le risque, associ€ au micro-oruanisme, d'impacts environnementaux défavorables qui pourraient influer
sur la conservation et l'utilisation durable de la diversité biologique.

6 Les renseignements suivants concernant les effets du micro-organisme sur la santé humaine

a} toute documentation relative au r6le du micro-organisme quant aux effets nocifs sur la santé humaine et
la description des caractéristiques qui le distinguent des agents pathogénes connus;

h} les données des essais de sensibilité aux antibiotiques;

¢) les données des essais de pathoueénicité valables pour des micrg-oruanismes apparentés de nature
anthropopathoyéne;

o) le risque de réactions immunolouiques nacives chez les personnes exposées au micro-organisme;

1001 Ikl
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¢) le nombre estimatif de personnes susceptibles d'étre exposées au micro-organisme et le degré
d'exposition.

7. Tout autre renseignement et toute donnée d'essai a J'éuard du micro-organisme qui permetient de
déterminer les dangers que celui-ci présente pour la santé humaine et I'environnement et dont dispose la
personne ou auxquels elle devrait normalement avoir accés

8. Le nam des autres organismes youvernementaux, a l'étranger ou au Canada, qui ont été avisés par la
personne de la fabrication ou de I'importation du micro-organisme, et I'objet d'un tel avis.

9. La description ou la notice des procédures d'essai suivies pour 'obtention des données d'essai, y compris
les méthodes d'essai, les substances de référence ainsi que les méthodes visant le contréle de la qualité et
l'assurance de la qualité

ANNEXE XVI
(paragraphe 29.11(4), alinéas 29.12b) et 29.13b} et paragraphe 29.14(4))

RENSEIGNEMENTS EXIGES A L'EGARD DES MICRO-ORGANISMES NON DESTINES A ETRE
INTRODUITS A LEXTERIEUR D'UNE INSTALLATION ETANCHE OU DESTINES
UNIQUEMENT A LEXPORTATION

1. Les renseignements suivants concernant le micro-organisme :
«) lidentification et les renseiunements 3 I'appui;

b) les synonymes ainsi que les noms communs et périmés;

c) I'historique de la souche;

«/)Ja description des modifications apportées au micro-organisme, indiquant notamment :

(1) le but des modifications,

(i1) les méthodes et le processus suivis pour les effectuer,

(iii) les modifications phénotypiques et génotypiques qui ont découlé du processus vis€ au
sous-alinéa (ii),

(iv) la stabilité des modifications visées au sous-alinéa (i),

(v) la nature, la source et la fonction de tout matériel génétique insére,

¢} la description des méthodes pouvant servir a différencier et & détecter le micro-organisme;
/) ladescription des caractéristiques biologiques et écologiques du micro-organisme, indiquant notamment
(1) son infectiosité, sa pathogénicité vis-a-vis des espéces non humaines, sa toxicité et sa toxigenicite,

(i) les conditions nécessaires a sa survie, & sa croissance et a sa réplication et les conditions qui
limitent ces processus;

£) la description de son mode d'action_connu par rapport 4 lutilisation a laquelle il est destiné,
h) tidentification de tout brevet ou demande de brevet, selon le cas.

2. Les renseignements suivants concernant fa fabrication et Iimportation du micro-organisme :

«) ses noms commerciaux et le nom des fabricants, importateurs et vendeurs;

b) l'identification des lieux de fabrication au Canada:

¢) le niveau de confinement de chaque installation de fabrication au Canada ou de chaque installation ot le
micro-organisme a été ou sera importé, selon le cas, établi en conformité avec les exigences physiques et
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opérationnelles énoncées, selon le cas, dans les Lignes directrices en matiére de biosécurité en laboratoire
ou a lappendice K du document intitulé Guidelines for Research Involving Recombinant DNA Molecules
(NIH Guidelines) June 1994, publié te 5 juillet 1994 par le Department of Health and Human Services des
Etats-Unis dans le Federal Register (Etats-Unis), volume 59, n° 127, compte tenu de leurs modifications
successives;

«/) une estimation de la_quantité du micro-oreanisme qui a été ou sera importée ou fabriquée au Canada,
selon le cas;

¢) la description de I'équipement et des méthades de fabrication ainsi que des méthodes visant [e controle
de la qualité et 'assurance de la qualite;

N la description des méthodes recommandées pour son entreposage.

3. Les renseignements suivants concernant l'introduction du micro-organisme :

a) butilisation & laquelle il est destiné et celle 4 laquelle il pourrait éire destiné,;
b) lhistori n utilisati

4. Les renseignements suivants concernant les effets du micro-organisme sur a santé humaine .

a) toute documentation relative au réle du micro-oryanisme quant aux effets nocifs sur la santé humaine et
la description des caractéristiques qui le distinguent des agents pathogénes connus;

h) les données des essais de sensibilité aux antibigtiques.

5. Tour autre renseignement et toute donnée d'essai a I'égard du micro-organisme qui permettent de
déterminer les dangers que celui-ci présente pour la santé humaine et Penvironnement et dont dispose la
personne ou auxquels efle devrait normalement avoir accés

6. Le nom des autres oruanismes gouvernementaux, i I'étranger ou au Canada, qui ont été avisés par la

personne de [a fabrication ou de Iimportation du micro-organisme, et I'objet d'un tel avis.

7. La description ou la notice des procédures d'essai suivies pour I'abtention des données d'essai, y compris
les méthodes d'essai, les substances de référence ainsi que les méthodes visant le contrdle de [a qualité et
l'assurance de la qualité.

ANNEXE XVI
(paragraphe 29.11(3), alinéas 29.12¢) et 29.153¢) et paragraphe 29.14(3))

RENSEIGNEMENTS EXIGES A L'EGARD DES MICRO-ORGANISMES DESTINES A ETRE
INTRODUITS DANS LE CADRE D'UNE ETUDE EXPERIMENTALE SUR LE TERRAIN

I Les renseignements suivants concernant le micro-organisme -
a)lidentification et les renseivnements a 'appui.

h) les synonymes ainsi que les noms communs et périmés;
¢) l'historique de la souche;

«) la description des modifications apportées au micro-oryanisme, indiquant notamment :

(i) le but des modifications,

(it) les méthodes et le processus suivis pour les effectuer,

(iii) les modifications phénatypiques et génotypiques qui ont découlé du processus visé au
sous-aiinéa (i),

(iv) la stabilité des modifications visées au sous-alinéa (iii).

(v) la nature, 1a source et la fonction de tout matériel génétique inséré:

¢) la description des méthodes pouvant servir a différencier et 2 détecter le micro-organisme;,
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) 1a description des caractéristiques biologiques et écologiques du micro-organisme, indiquant notamment

(i) son infectiosité, sa pathogénicité vis-a-vis des espéces non humaines, sa toxicité et sa toxigénicité,

(it) les conditions nécessaires a sa survie, 3 sa croissance et a sa réplication et les conditions qui
limitent ces processus.

(i) son cycle de vie, si le micro-organisme n'est pas indigéne,

(iv) sa résistance aux antibiotiques et sa tolérance aux métaux et aux pesticides, si le
micro-organisme n'est pas indigéne,

(v} son réle dans les cycles biogéachimiques, si le micro-organisme n'est pas indigéne,

(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 connu par rapport a {'objectif de I'étude expérimentale sur le terrain;
) lidentification de tout brevet ou demande de brevet, selon le cas;

i) st le micro-organisme n'est pas indiuéne, la dispersion par transfert de génes de ses caractéristiques de
pathogenicité vis-a-vis des espéces non humaines, de toxigénicité et de résistance aux antibiotiques,
notamment une description :

(i) des bases génétiques de sa pathogénicité vis-a-vis des espéces non humaines, de sa toxigénicité et
de sa résistance aux antibiotiques,

(i) de sa capacité de transférer des génes,

(ii1) des conditions qui pourraient entrainer la dispersion de ses caractéristiques de pathogénicité
vis-a-vis des espéces non humaines, de toxigénicité et de résistance aux antibiotiques, et le fait que
ces conditions risquent d'exister ou non au site de I'étude ou dans l'zire de dispersion du
micro-organisme;

/) la description de sa répartition uéographique.

2. Les renseignements suivants concernant la fabrication et I'importation du micro-organisme *

«) ses noms commerciaux et [e nom des fabricants, importateurs et vendeurs,

h) I'état physique de la préparation;

<) la_concentration du micro-organisme dans [a préparation,

o) lidentification et Ia concentration des autres ingrédients et des contaminants présents dans la
préparation;

¢) la_viabilité du micro-oreanisme dans la préparation;

N la description des méthodes recommandées pour son entreposage et son élimination;

£) une estimation de la quantité du micro-organisme qui a été ou sera importée ou fabriquée au Canada,
selan le cas,

hy la description de 'équipement et des méthodes de fabrication ainsi que des méthodes visant le contréle
de la qualité et I'assurance de la qualité;

1) la description de 'emplacement des installations de fabrication au Canada,

7) la description de la nature des rejets potentiels du micro-organisme en provenance des installations de
fabrication au Canada ou des installations ou il a été ou sera impané, selon le cas, ainsi que les procédures
de contrdle des rejets;

k) la description des procédés de traitement et d'élimination des déchets contenant le micro-organisme qui
proviennent des instaliations de fabrication au Canada.

3 Les renseignements suivants concernant le site de I'étude expérimentale sur le terrain :
«) son emplacement et une carte géographique le situant,
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b) sa 1aille;
¢) la distance par rapport aux zones habitées;
«) la distance par rapport aux zones protégées;

¢) la description du paysage uéologique sur le site et dans les environs;
/) 1a description de la diversité biolggique existant sur le site et dans les environs, indiquant notamment :

(1) Identification des espéces menacées ou en voie d'extinction,

(i) lorsque l'infectiosité, la pathouénicité vis-a-vis des espéces non humaines, la toxicité et la
toxigénicité ont été précisées conformément au sous-alinéa 1/)(i), ldentification des espéces
réceptrices,

£) une comparaison entre 'habitat naturel du micro-oreanisme et Ihabitat sur le site de I'étude, ainsi que la
nature de la sélection qui peut s'opérer sur le micro-organisme A ce site;
h) sile micro-oruanisme est indigéne, les données qui le démontrent.

4. Les renseignements suivants concernant I'étude expérimentale sur le terrain :

«a) les obiectifs de étude;

h) l'historique de Putilisation du micro-oruanisme;

¢) la_date de début et la durée;

«) la description des méthodes de tragsport du micro-oruzanisme & destination et en provenance du site de
létude,

¢) la description des procédures et des plans de I'étude, indiquant notamment .

(i) la méthode d'application du micro-organisme,
(i1} la quantité, la fréquence et la durée de I'application du micro-organisme,
(iit) les activités relatives a I'étude;

/) ladescription des procédures de surveillance du micro-organisme et de ses effets écologiques sur le site
de 'étude, pendant et aprés celle-ci;

©) la description des mesures de sécurité sur le site de I'étude;

h) la description des plans d'urgence en cas de rejet accidentel;

1) fa description des méthodes recommandées pour mettre fin a 'étude;

1) la description des méthodes de confinement et des conditions de biosécurité a I'égard du
micro-organisme au site de 'étude, ainsi qu'une description de leur efficacite.

5. Les renseignements suivants concernant le devenir du micro-organisme dans l'environnement :
«) la description des habitats dans lesquels le micro-organisme peut persister ou proliférer;

h) les quantités estimatives du micro-organisme dans U'air, l'eau et le sol aux points d'introduction, ainsi
qu'une estimation des tendances de population;

¢} tout autre renseivnement sur le devenir du micrg-organisme dans Fenvironnement.

& Les renseignements suivants concernant les effets écologiques du micro-organisme .

a) le réle du micro-organisme quant aux effets écologiques nocifs;

h) le_risque, associé au micro-organisme, d'impacts environnementaux défavorables qui pourraient influer
sur la conservation et l'utilisation durable de [a diversité biologique.

7 Les renseignements suivants concernant les effets du micro-organisme sur la santé humaine :

«) toute documentation relative au réle du micro-oreanisme quant aux effets nocifs sur a santé humaine et
la description des caractéristiques qui le distinguent des agents pathogénes connus;

h) les données des essais de sensibilité aux antibiotiques;

¢) le nombre estimatit de personnes susceptibles d'étre exposées au micro-organisme et le degré
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d'exposition.
8. Tout autre renseignement et toute donnée d'essai a {'éuard du micro-organisme qui permettent de

déterminer les dangers que celui-ci présente pour fa santé humaine et 'enviroanement et dont dispose la
personne ou auxquels elle devrait normalement avoir acces.

9. Le nom des autres oryanismes gouvernementaux, a l'étranger ou au Canada, qui ont été avisés par la

personne de la tabrication ou de Iimportation du micro-organisme, et fubjet d'un el avis.

10. La description ou la notice des procédures d'essai suivies pour I'obtention des données d'essat, y
compris les méthades d'essai, les substances de référence ainsi que les méthodes visant le controle de la
qualité et I'assurance de la qualité.

ANNEXE XVil
(paragraphe 29.1 1(6), alinéas 29.12b) et 29.13b) ct paragraphe 29.14(6))

RENSEIGNEMENTS EXIGES A LEGARD DES MICRO-ORGANISMES DESTINES A ETRE
INTRODUITS DANS LE SITE DUQUEL ILS ONT ETE ISOLES

1. Les renseignements suivants concernant le micro-organisme

a) lidentification et les renseignements a l'appui,

h) son infectiosité, sa pathauénicité vis-i-vis des espéces non humaines, sa toxicité et sa toxigénicité;

c) la description des sous-praduits qui résulteront vraisemblablement de lintroduction du micro-organisme.

2. Les renseignements suivants concernant la fabrication du micro-organisme :

a) les données démontrant que le micro-organisme a été isolé du site d'introduction;

b} la viabilité du micro-organisme dans la préparation;

¢) une estimation de la_quantité du micro-greanisme qui a été ou sera fabriquée, selon le cas;

«) la description de I'équipement et des méthodes de fabrication ainsi que des méthodes visant le contrdle
de la qualité et I'assurance de la qualité,

¢} la description des procédeés de traitement et d'élimination des déchets contenant le micro-organisme,

3. L'empiacement du site d'introduction et une cante géographique le situant.

4 Les renseignements suivants concernant ['introduction du micro-organisme
a)lutilisation a laquelle il est destiné;
h) Ia date de début et la durée;

¢) la description du procédé d'introduction, indiquant notamment :

(i) la méthode d’application,
(i) la quantité, la frequence et la durée de I'application,
(iti) les activités relatives a lintroduction;

«) la description des méthodes de confinement et des conditions de bigsécurité a I'égard du
micro-organisme au site d'introduction, ainsi qu'une description de leur efficacité.

5 Les renseignements suivants concernant les effets du micro-organisme sur la santé humaine :
a)_toute documentation relative au réle du micro-organisme quant aux effets nocifs sur la santé humaine et
la description des caractéristiques qui fe distinguent des agents pathogénes connus;

b) le nombre estimatif de personnes susceptibles d'étre exposées au micro-oruanisme et le degré
d'expasition
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6. Tout autre renseignement et toute donnée d'essai 3 'égard du micro-oryanisme qui permettent de
déterminer les dangers que celui-ci présente pour la santé humaine et l'environnement et dont dispose la
personne ou auxquels elle devrait normalement avoir acces.

7. Le nom des autres organismes gouvernementaux, a I'étranger ou au Canada, qui ont été avisés par la
personne de la fabrication ou de Fimportation du micro-organisme, et 'objet d’un tel avis.

8. La description ou la notice des procédures d'essai suivies pour I'obtention des données d'essai, y compris
les méthodes d'essai, les substances de référence ainsi que les méthodes visant le controle de la qualité et
I'assurance de la qualité.
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