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RESUME 

Les phénols produits par les raffineries de pétrole de l'est de Mont­

réal lors de leurs opérations normales, sont rejetés en grande partie dans 

le fleuve Saint-Laurent. Ces substances sont indésirables dans le milieu 

aquatique à cause du goût et de l'odeur qu'elles confèrent à l'~au en cas 

de traitement au chlore et à cause de leurs effets sur la faune et la flo­

re aquatique. 

Des études antérieures ont démontré que la concentration de phénols 

diminue en fo~ction de la distance en aval des rejets,des raffineries lors­

que les conditions sont favorables. Nous avons réalisé des expériences, 

en tenant compte des conditions du milieu naturel, pour mettre en éviden­

ce une voie principale pouvant expliquer la disparition du phénol. Un 

effort particulier a été fourni pour déterminer l'expression cinétique de 

cette disparition. Deux méthodes ont été utilisées pour déterminer la 

concentration du phénol, celle à la 4-amino-antipyrine et celle de la 

spectroscopie de fluorescence. 

Les résultats obtenus ont montré que la biodégradation est une voie 

importante de disparition du phénol. Les résultats expérimentaux se con­

forment à l'expression cinétique de MichaMlis et Menten. Il semble éga­

lement qu'il existe une relation linéaire entre la vitesse de biodégrada­

tion et le nombre de bactéries par ml. L'énergie d'activation calculée 

est de 36.4 Kcal/mole. 
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1. INTRODUCTION 

·Les eaUA du fleuve Saint-Laurent transportent dans la région de Mont­

réal-Est Pointe-aux-Trembles, des quantités de phénols importantes (1). 

Ce sont les six raffineries regroupées dans cette zone qui contribuent sur­

tout à cet appert. Les phénols sont produits lors des opérations de cra­

quage catalytique ou thermique, de la fractionnation des huiles brutes et 

du procédé de raffinage (2) et comprennent (3): le phénol, les crésols, 

xylénols, éthylphénols, le thiophénol, le catéchol et le résorcinol. 

La présence des phénols dans le milieu aquatique est indésirable à cau­

se du goût et de l'odeur qu'ils confèrent à l'eau en cas de traitement au 

chlore (4). Le goût est perceptible lorsque la concentration est supérieu­

re à 2 parties par milliard (pph) (5). A des concentrations plus élevées, 

ils agissent sur les microorganismes épurateurs provoquant ainsi un ralen­

tissement et quelquefois l'arrêt des processus naturels d'épuration biolo­

gique (4). A ces concentrations, ils sont aussi toxiques pour certains pois­

sons (6). 

Un échantillonnage a déjà été effectué (1) au cours de l'été 1972 et de 

l'hiver 1973 dans sept sections transversales du fleuve Saint-Laurent compri­

ses entre l'amont des raffineries et la confluence avec la Rivière-des-Prai~ 

ries. Les résultats obtenus démontrent que les eaux de rejets des raffine- · 

ries se mélangent peu aux eaux du fleuve et s'écoulent dans un cône de dif­

fusion assez étroit, inférieur à 450 mètres de largeur, le long de la rive 
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nord du fleuve. Pour plusieurs sections transvers4les du fleuve, les ré-

sult~ts montrent d'autre part, un bon mélange vertical et une décroissance 

latérale de la concentration des phénols jusqu'au "bruit de fond" (le bruit 

de fond étant la concentration en amont des raffineries) qui est atteint à 

partir de 300 ~ 450 mètres de la rive nord. Les calculs du bilan des phé-

nols pour plusieurs sections transversales ont permis de mettre en évidenc~ 

une disparitio~ des phénols en fonction de la distance en aval des rejets, 

lorsque la température de l'eau est assez élevée (1). Plusieurs mécanismes 

pourraient être invoqués pour expliquer cette disparition des substances 

phénoliques. 

Kaplin et al. (7) ont étudié la décomposition d'un mélange de phénols 

dans les eaux naturelles. Leurs expériences consistaient à ajouter 50 ml 

d'un effluent de cokerie, préalablement traité biologiquement, il 5.0 1 d'eau 

d'une rivière. En ajoutant 50 ml d'effluent, ils introduisaient dans l'eau 

de la rivière les microorganismes et les substances organiques qui, norma-

1ement sont déversés dans les effluents. A ce mélange, ils ajoutaient di-

verses quantités de différents phénols pour en étudier la vitesse de décom-

position. Des différents phénols étudiés (phénol, crésols, etc ••• ), ils ont 

trouvé que le phénol (C6H50H) est le plus instable alors que les xy1énols 

sont les plus .stables. D'après leur étude, la décomposition du phénol et 

des crésols se fait surtout par oxydation biologique. Par contre, le méca-

nisme de disparition des xylénols est incertain. 

La vitesse de décomposition des phénols a été décrite par l'équation 

= e (1.1) 
c 



où C_ = conceotration initiale, C = concentration au Èetps te k = constarr-
o

te de vitesse, n = ordre de La réaction. Pour les crésols et xylénols

n = 2i pour le phénol n = 1. Les coostantes de vLtesse obtenues à T = 20oc

pout Le phénol, les m et p-crésols, lto-crésol, Le 2 - 4 xylênol et le 2 - 3

xy léao l  soû t  respec t lvenent  0 .575,0 .188,0 .160,0 .076 e t  0 .048 Jour  
-  1 .

Krombach et Barthel (8) oot éËudLé lfévolution de la concentration des

composés phénol-lques, déversés accidenteLlement dans un petit cours dteau

par une usLne rie fabrication de phénol. Cette étude a êté faite sur une

distance de 36 km. En calculant les bil-ans des composés phénoLiques à dif-

férenËes disÈances en aval du point de reJet, ils ont constaté une diminution

rapi.de de ces derniers. ILs ont attribué ceci en grande partie à la blodé-

gradation. En supposant une réaction du premier ordre, i1s ont trouvé une

constante de vitesse moyenne de Lrordre de 0.20 jour 
- 1 * T = I-5 à 16oC, ee

qui est conparable à celles obtenues pour la biodégradation dee eaux usêes

domestiques dans les cours dreau (9).

Ikplin et al. (t-0) ont étudié lreffet de la température sur I-a vitesse

de dégradation des phénol-s dans l-es eaux naturel-les. A des échantill-ons

de 1.5 l dreau de la rivière Don, ils ajoutaient 30 nL dreau dtun effl-uent

drune cokerle préalabl-ement traité biologiquement et 1 ng/l de différents

phénols. Lee échantiLl-ons ont ensuite été étudlés aux températures de 0, 5,

LO, 20, 25 et 30oc. A 3ooc J-e phénol CC6II5OII) disparaissait après 96 - 100

heures, le n-xylénoL après 170 heures. A 5oC des quantités appréciables de

phénoL étaient encore décel-ables après 210 heures, et seuLement une petit,e

parÈle (environ 2O%) du ur-xylénol- et du p-xylénol êtait décomposêe"

ÙIalgré ltimportance des effets des phênols dans le n:il-ieu aquaÈique, il



s€mble que peu de recherchee sur leur stabtllté dans le mllleu aquatLque

al.ent éÈé entreprises, surtout à des conceiltratlons représentatives de cel-

1es existant dans un tel rnllieu. Les recherches ont en effet Jusqurà pré-

sent portê sur Leur stabtlité à des concentrations de ltordre de pl-usieurs

ppm et le nécanis'me ainsi que la clnétlque de déconposition ntont pas été

clairement démontrês.

Notre étude porte sur les uodalités de disparitlon du phénol. Par des

expériences effectuées avec le souci de se rapprocher le plus possible des

conditlons naÊurelles du milleu, nous tentons de déternl.ner 1e mécanisme et

la cLnétique de dégradation du phénol CC6E50E). CecL poutralt conduire

ultérieurenent à lrélaboration drun nodè1e explicatif de cette dlsparitLon.

Celle-cl serait étudiée en fonctl-on de paranètres tels que: conee:rtratLon

et type de phénol, teryérature, nombre de bactéries phénoliques, quantité

et nature des solides en suspension, pII, concentration droxygèae dissous

et turbldlté. Ce modèle devralt permettre de prédlre lteffet de 1a varia-

tion de ces différenta paranètres aur les modalltés de dl-sparitLon des phé-

nols, alnsi que La qual-lté des eaux réceptrices gulvant la nature et la quan-

tLté des rejets des raffinertes.



2. METSODE ESPERTUENÎALE

2.L PréLèvement de fteau nêcessaire aux expérieûces

Gonrme mentionné précédement, des études préllmlaaires (1) ortt montré

que le cône de di.ffusLon des raffl-neries forue nne bande assez étroite le long

de la rive nord du fleuve. Drautre part, on a constaté rm bon mélange verti-

cal des eaux d.e rejets des raffLneries avec lteau du f!-euve. A La l-umière

de ces constatatlons, noua avoûs déterulné trn lLeu de prélèveneot de lfeau

nécessaire pour lee expérlences décrites subsêquenrment. Ce lieu a l-es carac-

térietLques suivantes :

il est sLtué dans Le cône de diffusion des raffineries et est donc

représentatif des conditions existantes dans les eaux influencées par

1es reJets des raffiaeries;

iL est facilemeot repérable car il se trouve face à l-tlle Sai.nte-Thérèse,

sous l-es pylones de lrHydro-Québec, à proxLnité des bouées, à environ

31000 mètres en aval du point de rejet.

Tous les échantillons ont été prélevés à ce nêne endrolt, à une profon-

deur approximatlve drun mètre, ceci en ralson du bon mélange vertical exis-

tant et pour évlter de prendre 1es huiles de surface. Les échantillons ont

été recuelLlis dans des bouteilLes de polyêthylène. lant que 1a température

l-e permettalt, crest-à-dire avant 1e gel du fleuve, nous all-ions eo bateau

prélever'l-es échaotlll-ons. Durant lrhlver, ctétait en héllcoptère que nous

opérions.



2.2 lléthodes dranalyse

Pour ltanalyse du phénol nous avons utLlisé deux méthodes spectroscopi-

ques: lfune dans le vLsible, après coloration à la 4 - amino-antl-pyrine et

l-tautre par détenninatlon directe de la fluotescence. La premlère méthode

stest avérée lcngue et nous lravons abandonnée à partlr dtun certaln morûent

au proflt de l-a seconde.

2.2.I Méthgde à l-a 4 - amino-antipyri+e

Cette néthode est dérlvée de eelle proposée pat Amerl.can Publie ttealth

Association (AFHA) (ff). Quelques modlfications y ont été apportêes, Èelles

que suggérées par Faust (12). Le princlpe de cette néthode est le sulvant:

les cotposés phénoliques se coadensent à La 4 - amlno-antlpyrine et une

o:rydatioa subséquente prodult, à des condltions alcallnes' une col-oration

dont l-tintensité est proportionnel-l-e à 1a concentration en phénoL. Les opé-

rations suivantes sont effectuées:

dlstlll-ation de l-téchantitrlon de 500 nl pour entraîner les phénols à

la vapeur dreau;

aJustenent du pII du distillat à 8.0 avec un tamPon de phosphates;

additlon de 4 - amlno-antipyrine et de ferrlcyanure de potassium; les

phéaol-s se condensent alors à l-a 4 - anino-antipyrine et on a ensuite

une o:rydation du conplexe en forne quinone dorurée par l-a réaction sui-

vante;

co Hs

I
N

tur"t

/ N
H3c

H3c

o  * $ *
NH2 u,/

H3 +2H,

- Qtr3coH-



extraction du cornplexe avec le chlorofotne pour 1e concentret;

mesure de lrabsorbance â 460 nanomètres (nn) à Lral.de drun spectro-

photomètre ultravlolet-vislble (Becltnan, Acta III).

La li.rnite de dêtection, déflnie come étant deux fols la valeur du

ttbruLt de fondil de lrapparell, est de ltordre de 0.5 ppb. LtêcarÈ type,

détermlné (1) â partlr de hult analyses sur lm nêne échantilloo dteau du

fleuve conteaant 11 ppb de phénols stest avêxê être de 0.3 ppb.

2.2.2 lGîhode,de la spectroscople de fluoresceuce

2.2.2.1 Âsqgcts théoriques

Quand urre molécule, à lfétat stabLe M, absorbe une énergie E = hv, eltre

est portée à lfétat exclté U*. 11 se prodult ensuite une rapl-de désactiva-

tion par collisioas.

La molécule, en revenant à son état stable inl.tial, émet une énergie

appelée suivact le cas, fluorescence ou phosphorescence. La fluorescence pré-

sente une durée de vie plus eourte et sréteint ptesque lrnmédl.atement, i.e.

-e
< 10 

" sec., alors que 1a phosphorescence peut persister pendant quelques

dixiènes de secondes.

La relation concentratiou-fluorescence peut être dêduite de la 1ol Lam-

bert-Beer corme suit:

Io - I = Io (1-10-acd, = quantlté de lunlère absorbée (2.L)

o u r

d -

- r intenslté lncldente, I
o

longueur chenin optique et

intensité transmiser c = concentration,

= coefficient dtextinction moLaire.
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'  
ttLntensité F

lr'mière absorbée.

fluorescence est proportionnelle

0 est Le rendement quantlque de

à la quanÈtté de

fluorescence, on a

de

st

F = k e r o ( 1 - t o - a c d ,

où k = constante de proportionnal-lté.

F = k 0 I  a c d = K co

Pour dee solutions diluées, crest-à-dlre où acd {0.05 et le pourcen-

tage de lunière absorbée est faible, les dernlere termea du développenent de

lrexpression (1 - tO-acd, peuvent être négligés. on a dooc

( 2 . 2 )

( 2 . 3 )

11 existe donc, sous ces conditions, une relatl.on lLnéaire entre 1a con-

ceutratlon du composé et lfintenslté de La fl-uorescence. Dfaprès Bridges

(13), I-a relatLon LinéaLre eat val-ide pour des concentratlons variant de

J.0 ppb à 8000 ppb de phénol.

Par ailleurs, certal-as facteurs (13) affectent le rendement de fluores-

cence: caractéristiques des instruments, température, photodécomposiÈion,

pH, structure chimique, etc... Par exempl"e, une variation de pH peut amenet

une modificatlon de 1a forme ionique du compoeé. La mol-écuLe neutre de phé-

nol est fLuorescente tandis que ltion phécol-ate ne ltest pas. A des pH supé-

rl-eurs à 11.8, gg1a du phénoJ- étant sous forme dtions phénoLates, la fl-uores-

cence est pratiguement nul-le (r-4). Il- est important donc de bien contrôler

ces facteurs afi.n de ne pas affeeÈer la reproductibilité de la méthode.

2.2.2.2 Préparat ion de 1réchant i l lon

Afin dléLlmlner les lnterférences dues aux baetéries, aux matières en
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suspensioo, etc..., nous nous trouvons dans ltobllgatLon de distil l-er nos

échantillons dfeau brute. Comne lféchantillon ne peut en pratLque âtre

distillé conplètement, nous avons étudié La reLatlon enËre la quantitê de

phéno1 récupérée dans le distil lat et le volume distil lê. Sur la figure 2.1,

ceËte reLatlon est représentée pour un échantillon de dêpart de 1-00 ml' eonte-

nanrt J-00 ppb de phénoI. Nous voyons sur ceËte fLgure que nous retrouvons

42.57", 732, g3Z et. LO}Z du phénol dans le dlstlllat aprèe avoir dLstLlJé 251a,

5OZ, 752 et 1002 de Lrêchantillon.

Nous avons ensulte déterrniné 1a reproductibllitê de 1a techni.que. Pour

un total- de 16 échantill-ons de 100 nl et de concentration de L00 ppb de phênoL,

nous avons recueilli pour chacun, les premlers 50 nl de distl-lLat eL avons a-

nal-ysé. l-a concentration en phérrol dans ces distiLlats. La moyenne des con-

centrat ions, ô,  srest avêrée être de 143.2 ppb et l récatt  type'  O, de 1.4 ppb,

ce qui permet de calculer un coefficLent de variatlon ole < LZ. Il- est à no-

ter que ce coeffieient de variation tnplique toutes Les êtapes: distiLlation

et mesure de fluorescence.

2.2.2.3 Technique pour 1'a4e1yEe-4u -Phéng!

Pour nos études, nous dl-sposons drun spectrophotomètre de fluorescence

Perktn Elmer 204 avec source au Xénon (15011) eË baLayage des longueurs d'on-

des dtexcitaÈion et drémlssion de 22O à 780 nn-

Sur un êchantiLlon

la longueur dronde

278 nn.

la longueur dronde

se siËue entre 299

étalon,'nous avons déterminé les paramètres suivants:

optinale dtexcltatlon, qui est sLtuée à environ

drémlsslon optl.nale pour une excitatlon à 278 nm qui

et 301 nn.

La figure 2.2 nous montre des courbes drémi,s3ion de fl-uorescence pour un é-
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tal-oa de 100 ppb (traits polntillés) et Pour gn témLu (tralt plein). La .

bande de forte intensité entre 250 et 290 nn iorrespond à lreffet Îyndall dû

au faisceau excltateur. Le ténoiu Peut être obtenu:

solt par un éehantilloo dteau distil-lé;

soit par lféchaotillon du phéno1 lui-nêrne amenê à pH > 11.8; dans ces

conditioas, nous somes en présence drions phénolates qui ne présentent

aucune fluorescenee.

Conrme le montre La fLgure 2.2, LtinteasLté de fluorescence observée pour

ltétalon comprend lrintensité de fluorescence du phénol présent eË aussi le

speetre Ranan de lteau (entre 300 et 325 nn) gui se situe dans 1a rêgion de

fluorescence du phénol (15). Pour obtenir I-a fluorescence de ltétalon, on

procède donc par différeace des valeurs maximales de fl-uorescence de ltétalon

et du spectre Ramaa du ténoin

Sur l-a figure 2.3, nous avooa représenté une courbe drétalonnage de ltin-

tensité de fluorescence du phéno1 en fonction de la concentrâtion de phénol-.

On y voit quton obtient une relatlon Linéaire entre O et 200 ppb; le coeffi-

cient de correlatlon cal-culé est de O.gg7. La llnite de détection, définie

conrme étant la plus petite quantité mesurable dépassant 1e pic Raman de lreau,

est dfenviron 2 ppb.

2.2.2.4 Avantages de La méthode de f luorescence

La t.echnique de fluorescence présenÈe pour nous, pLusleurs avantages par

rapport à la néthode â La 4 - amlno-anÈipyrine. Nous pouvons noter une réduc-

tion de cinq fois du volune nécessaire à la prise dtessai et de dix fois du

dlstllLat à recueiLllr. Cecl anène, par le fait même, une réduction très ap-
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préciable du tenps de dlstillation. Les réactions colotlaétrLques et ltex-

tractlon éta1t supprimées, nous pouvons passer directement à la mesure' après

distil lation.

Dea essaLs de reproducÈlbilité sur un étalon de 100 ppb dans lreau dê-

nlnéra1isée, ont donné de très bons résultats, 1e coefficient de variatlon ê-

tant inférleur à LZ. La lirnite de détection se rapproche de celle de l-a né-

thode à la 4 - amLno-antipyrine. 11 est à noter cependant que la technique

aêtê oisè au point uniquement Pour le phénol (CUUTOU), eeul conposé néces-

saire pour notre travail-.



EÎTIDE DES VOIES DE DISPARITION DU PIISNOL

Dans Le uilieu aguatique, le phénol peut disparaltre sel-on pl-usleurs mé-

canisnes cotme or<ydation chin:ique, photooxydation, adsorption ou biodégradation.

ta prenière étape de aotre étude a conslstê à effecÈuer des expériences nous

permettant de mettre en évidence une voie Lmportante de dLsparLtion du phénol"

3.L Etude conparative du comportemeat du phénol dans de lreau stérlle et non

stéril-e

Environ 25 LLtres dreau du fleuve oot été prélevés au lieu dtéchantillon-

nage décrit dans La section 2.1. Cette eau, dont la tempétature était de 20oC,

était recuelLlLe dans une bouteil-l,e de polyéthylène de 25 Litres. Un échanÈil--

lon de 1.0 1 a êtê fixê sel-on l-a néthode proposée par l-rA?EA (l-1) afin de per-

mettre I-a déternination ultérieure de la concentratlon de phénols dans le fleu-

ve; cette concentration était de 10 ppb. Une fois revetrug au quai, l-a quanti-

gé dteau fut séparée en deux portions respectives de 15 et 5 litres qui furent

traLtêes différemrent selon Ia procédure décrite ci-dessous.

A 1a portion de L5 lltres dreau, nous âvons aJouté du phénoL pour obtenlr

une concentration drenviron l-25 ppb. Après une forte agitation, un échantil-

lon de 600 nL a -etê préLevé pour mesurer 1a concentration en phénols au temps

initiaL. Ensulte La bouteille a été imergée dans l-e fl-euve à une profondeur

dtenviron 0.5 nètre pour que J.rexpérience se déroule à ternpérature constante

et une agitation a êtê effectuée réguLièrement. Pendant guatre heures, des ê-

3 .
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chantillons furent prélevés toutea les 15 minutes (600 nL) en vue de mesurer

1a concentration de phénols et toutes l-es 30 minutes (1-0 nl) pour l-a détermi-

nation du nombre de bactéries phénoLl-ques. Pour cette dernlère déterninétlon,

effectuée par la néthode de dilutlon sur un mllieu sollde phênolique décrit

dans lranne:re B, lrensemencement a eu lieu sur place, innédiatement après 1e

préLèvenent de 1réchantill-on. Les bactéries étal-eat comptées après incubation

à 20oC pendant 5 Jours à lfalde d'un compteur de colonles. Les échantiLlons

prêlevés en vue de ltaoal-yse de phénols ont êté fixês imêdiatement et conser-

vés à 4oC 5usqutà Lranal-yse par La néthode à la 4 - amLno-antipyrine. Entre

1e prélèvement de lteau au lieu dtêchantillonnage et l-tinrmerslon de La bouteil-

Le dans le fLeuve, environ 20 nlnutes srétaient écoulées.

La portion de 5 litres dteau du fleuve a êtê portée à êbul-lLtion pour la

stériliser. Après qurel-l-e fut revenue à 1a température ambiante, elle fut pl-a-

cêe dans une bouteil-le de polyéthyl-ène de 25 litres, prêalablenent sËérilisée

avec de lralcool- à 992 et rincée plusieurs fois avec de lreau stérlle. Après

agltation, pour facll-lter la réoxygénation de l-reau, sa concenÈration en phénols

fut ajustée à environ 125 ppb. Avant de placer la bouteille dans Le fleuve, un

échantillon fut prêLevé pour mesurer les concentrations initiales de phénols et

des bactéries. En prenant soln dragiter régullèrement l-a bouteille, des échan-

til-lons furenË prélevés toutes les 60 minutes, durant quatre heures, pour analy-

ser les phéuo1s et déterminer le nombre de bactéries phénoliques selon 1es métho-

des déerltes pour Lrexpérience précédente.

Les résultats de ces deux expériences sont reprêsentés par les courbes de

l,a figure 3.1. Nous pouvons observer qutil y a une diminution de la concentra-

tion en phênols en foncÈion du temps dans la première expérience, alors que dans
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La degxième, la concentratloû eo phénols en fonctlon du temps reste pratlque-

nent lnchangée. Nous remarquons aussi que dans la prenière expérl-eûce' le non-

bre de bactéries phénoliquea augmeûte en fonction du teoPs, à mesure que les

phériols disparaLssent, tandis que dans la deuxiènê, l'eau est bien demeufée

stérile. Le noubre de bactéries phénoliques (entre L05 et L06 bactéries/nl)

représeate 3 à 4Z de l-a microflore totale.

A la lurnière de ces deux expériences, nous pouvoûa noua pernettre dtéli-

m{ner au moins un mécanisne de disparition du phénol, lequel- était le prl.ncipal

composê phénolique dans les deux ml.l-Leuxr ceux avec lteau stérile et lreâu non-

stérile. En effet, dans lreau stéri1e, l-e phénoJ- pourrait disparaltre par oxy-

datlon chimique, adsorption ou photoo:rydation; or, Dous ne notons aucune dis-

parltion pendant qrxrtre heures. Nous devons donc élininer de toute évldence

J-toxydation chinique coume voie de disparition du phénoJ-. Lradsorption sur des

sédiments en suspeûsion ue semble pas égal-ement être un mécanlsme important si

ôn en Juge draprès Les résultats (voi.r la section 3.2). 11 est à noter cepen-

dant, que Le fal-t dramener Lteau à ébullition, peut modifier lee sédiments en

suspension. Quant à la photooxydation, cotrme ltexpérience a été effectuêe dans

une boutetLl-e de polyéthylène et que ce natériau ne transmeÈ pas la lumière de

tout le specÈre soLaire, nous ne pouvons l-télininer cormle mécanisme de dispari-

tion du phénol.

Pulsque le faLt de faire bouiLLir Lreau peut modifier les sédlments en sus-

penslon, nous avons pensé utiLiser un autre moyen de stérllisation à l-raide

dtantiblotLques. Nous avons utilisé un mélange de pénicilline et strepÈomycine

à une coûcentration d'e 500 gg/Dl chacune. Malheureusement, cette expérience

stest avérée infructueuse à cause des difficultés rencontrées lors des analyses
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à 1a 4 - amlno-antipyrtne. tes antLbiotiques ou leurs produits de dégradation

interfèrent lors du dosage des phénols-

3.2 Etude de lladsorpt,ion du phénol dans lteau du fleuve

Afin drévaluer 1e rôle de lfadsorption dans la disparltion du phênol, nous

avons coûçu ltexpêrLence décrite cl-deseoue.

Un volune de 5 l-itree dreau du fl-euve a êtê stêrilLeê à ltautoclave, pen-

dant 15 minutes à 15 livres de presslon et à 121oC. Come la stérilisation amè-

ne un 1éger changement de pU, nous lravoas réaJusté à sa valeur initialer 8.1't

avec de l-tacide chl-orhydrique diLué. Un.échantil-l-on a ensulte été prélevé afin

de mesurer la concentration iaitial-e de phénols daus lreau stérile. Cette

concentration était de L5 ppb. Pour cette expêrience, Les eotcentrations de

phéno]-s ont été déterninêes par la uéthode de fluoreseeûce.

La nêne quantité de phêno1 par unitê de voLumer a êté aJoutée à lreau du

fl-euve et à gn étalon préparé avec de Lreau dénioérallsée. Lreau du fleuve fut

divisée en deux portions p1-acées dans des Erlenmeyers. Après agitation continue

pendant 90 ninutes, deux échantll-l-ons étaient prélevés dans chaque fiole. Ltun

était distll1é Lmédiatenent tout coûrme lrétalon, tandLs que l.rautre ltétalt a-

près filtration sur une nembrane (rnilLipore IIA) de poroslté 0.45 micromètres

(Ue). Airant ]-a fil-tratlon, les fiLtres ont été lavés avec 1.5 litre dteau déni-

nêraLisée afin de uinimiser l-es lnterférences dues aux matériaux composanË les

filtres et pouvant être lessivés. Par mesure de précaution, Les derniers 50 nl

de cette eau de Lavage, ont été utilLsés corme témoln pour les échantillons fil-

trés l-ors de ltanaLyse par fluorescence.

Les résultats de cette expérience sont indlqués dans Le tabLeau 3.1. On y
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voit qurenviron 152 du phéool est adsorbé sur les sédinents après 90 mLnuÈes,

TABTEAU 3.I-: Adsorptlon du phénol- par l-es sédiments en suspensLon.

ce qui est un peu pl-us que le tenps nécessaire pour que les eaux en provenaûce

des raffineries atteigoent le lleu dtéchantill-onnage. Par contre, lors de la dis-

til-latioa, on récupère dans le distillât presque tout le phénol qul sfétait ad-

sorbé; puLsque les deux méthodes anal-ytiques comportent ceÈte êtape de distilla-

tlon, eLl-es dosenË à l-a fois le phénol- en solution de même que le phénol adsorbé

sur l-es sédl.nents en auspension. Il- a été vérifié, dans cette expérience, quril

nty avait aucune adsorption de phénol sur l-es fil-tres.

3.3 Evidence de la biodégradation come mécanisme important pour expl-iquer._
I-a dlsparltion du phéno1

Nous avions retenu quatre mécanismes expllcatifs de la disparitlon du phéno1

dans l-e fLeuve. Dtaprès les résultats de lfexpérience décrite dans l-a secËion

3.1, nous pouvons éLininer l-roxydation chlmlque, puisque dans lreau stérile, au-

ESSAI
[phénoll dans ]-teau du fleuve stérile'- r (ppb)

z

dradsorption

7"

de récupérati

aJoutée
+

naturell-e

après filtration

et distil-Lation

après

distlll-ation

par
dist i l lat

L L15 94.s 1_1L.5 L5.2 9 7 . O

2 t_L5 97 .O r_14.0 L4.9 9 9 .  0
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cune diml-nution de phénol nrétalt observée. Par contrel la photooxydatl-on

ne peut êtqe ét-tnLnée dfaprès ces mênes rêsultats, pulsque le poLyéthylène ne

traîsmet quruoe partie du spectre solaire. Cependant, 1a photooxydatlon nfest

peut être pas un mêcanl-sme important pour expliquer la dLsparition du phénol-

dans lfeau du fleuve, si on considère la profondeur du fleuve dans cette ré-

gion (environ 7 nètres) et la turbidité de lreau, de lfordre de 10 unités

Jackson (11) draprès Korab (16). Lrexpérieace décrlte dans 1a sectl-on 3.2 a

perm:is de mettre en évidence une adsorption de lrordre de 152 du phêno1 sur

1es sédLrnenÈs en suspensloo. Pour que ce nécanisne explique 1a disparLtl,on du

phénol dans les eaux du fleuve, LL faudralt qutil y ait sédLmentation des par-

ticules en suspenslon et par le faLt nêne entralnement du phénol adsorbé dans

les sédlnents de fond. Or, si on considère que les vltesses de courant dans la

région êtudiée sont de lrordre de 0.5 nètre/seconde, il est peu probabLe que la

sédlmentation soiÈ importante.

La biodégradation seoble cependant être le mécanisme inportant pour expli-

quer La disparltlon du phénol- dans les eaux du fleuve. Plusieurs faits n:ilitent

en effet en faveur de ce mécanisme. Draprès ltexpérience décrite dans la sec-

tlon 3.1 et représentée sur l-a figure 3.1, nous ntobservons aucune diminution

de phéno1- dans l-reau stéril-e, alors gue nous en observons une l-orsque lreau

nrest pas stérlJ-e. De plus, nous observons une âugmentatlon du nombre de bactê-

ries phénoliques à mesure que J-a concentration de phénol décroît. Draprès Visser

et LanonÈagne (17), pJ-us de 30 souches différentes de bactéries, capables drutl-

liser Le phénol- coume subsÈrat, ont été isoLées de lreau du fleuve pré1-evée dans

Ia réglon infl-uencée par les raffineries.

En conséguence, il senbLe bien que I-a biodégradation soit Le mécanisme le

pLus importanÈ, sinon le seul- à pouvoir expLiquer La disparition du phéno1 dans
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'l 
es eagx du fleuve. Nous nous sotffies donc attachés, dans Le reste du tfavail,

à nrétudier que.ce mêcanLsme de dlsparition du phénol; pour y arriver, nous

devons travailler dans des coaditions qui nous pernetteût de ntobserver que ce

mécanisme. Dtaprès les'rêsultats des expériences décrites dans les.sections

3.1 et 3.2, LL est possible de réaliser ces conditioas en utllisant une bouteil-

le de polyéthylène conme contenanÈ du nil-leu réactiounel et en effectuant une

distll lation avant l 'anal-yse du phénol-. En effet, draprès les résultaÈs de

Itexpérience dans la section 3.1, la disparition de phénoL observêe dans lreau

non stérile, ne peut être expl-iquée que par 1a biodégradatl-on. De plus, dtaprès

ltexpérlence décrlte dans I-a section 3.2, on constate quron récupère, lors de

la distLlLatfon, tout le phénol adsorbé, ee qui faLt quron ne voit pas le phéno-

mène d'adsorptlon.



4 . EI'T'DE DE LA BIODEGRÆ)ABILIIE DU PHENÛL

Des expériences de simulatl-on ont été effectuées pour étudier la vLtesse

de btodégradation du phénol en essaylnt de se rapprocher des condlti.ons qui exis-

tent dans le fLeuve Saint-Laurent. Les premières expériences ont êté conçues

pour être effectuées sur 1e terrain. Cependant, après nous être rendu compte que'

nous ne pouvions blen eontrôler 1es variables de la réactiolt, nous avons nodtfié

1e protocoLe expérimentaL et avons dû exécuter les expérieaces de simrlaÈion en

lâboretoire. Ce chapltre décrit les expêriences effectuées ainsi que lee résul-

tats obtenus.

4.L Expérlences de simulatlon sur Le terraln

4.1.1 Descripçion des expériences

De Lfeau préLevée au lieu dtéchantillonnage décrit dans la section 2.L, ê-

Ëait pl-acée dans une bouÈeilLe de polyéthylène de 25 l-itres et ramenée au quai.

La tenpérature de lfeau étalt nesurée et un échantllLon dfeau préLevé pour déter-

miner La concentratlon naturelle de phénols. IIne quantité déterm'inée de phénol

était aJoutée dans la bouteille de polyéthylène qui était ensuite pl-ongée dans

le fleuve, en ayamt soi.n de lfaglter rég'r'lfèrement. A différents temps, des é-

chantll-lons étaient préLevés pour mesurer l-a concentration de phénols et 1e nona-

bre de bactéries phénollques. La concentrat,ion en phénols a êté nesurée par la

méthode à la 4 - amfno-antlpyrine et le nornbre a. U".téties phénoliques, déterni-

né seI-on la néthode décrite dans lrannexe B.
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4.L.2 Résultats

Quatre expériences oût été rêaltsées È. dee températures de 16, 20, 23

et 25oC. Les résultats apparalsgent dans 1e tableau A-1, annexe A. On y re-

trouve, pour chaque expérience: l-a tenpérature de lreau;'la concentration na-

turelle de phênols, ainsi que lrévolutl-on en fonct,ion du temps, de la concentra-

tion de phénols et du nombre de bactéries phénoliques. Nous rerurrquons, en con-

sul-tant ces résul-tats que pour chacune des expérLences, I-e nombre de bactéries

phénoliques croit à mesure que la eoûcentration de phénol déeroÎt, ce que nous

avions dtailleurs observé (vol.r la section 3.1). De plus, il faut souLigner que

la concentration en phénols aJoutée, étalt supérleure à la conceûtration dite

naturelle. Par conséquent, dans les sections qui suivent, nous parlerons de

Ia dlsparition du phénol aJouté pluÈôt que de la dininutioo de la concentration

en phénols.

4.L.2.1 Effet de l -a tenpérature

Afin drévaluer lreffet de la température de Lreau sur la dégradation du phé-

nol-, nous avons représenté sur la figure 4.1- I-e pourcentage de phénol en fonctlon

du temps pour l-es quatre températures étudlées. ies courbes de la figure 4.1

montrent que pl-us la tenpérature est êl.evée, plus vlte se falt la dégradation.

Cette action de la température amblante peut cependant être multiple. E1J-e peut

agir sur La cinétique nême de blodégradation, sur Le nombre de bactéries phénol-i-

ques présentes lorsque l-texpérlence débute, de même que sur 1e taux de croissan-

ce de ces nicroorganismes pendant lfexpérLence. I1 est en effet logique de pen-

ser ilue la vitesse de blodégradatlon puisse être fonctl"on du nombre de bactéries

phénoliques. Le tableau 4.1 monÈre Le nombre initial de bactéries phénoliques

pour chaeune des expérlences; on y voit que ee nombre varie drune expérience à
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TABLEAU 4.t: Variation du oombre initl-al de bactérLes phênollques et de la con-

centration naturelle des phênol-s en fonctLon de la teopérature de

lteau

Date 2slel73 LLlelT3 2818173 s19173

Températur" "o oc 16 20 23 25

Nombre de bactéries Par oL 6.0 :r 104 1.6 x  L05

, l

, , c
8 . 9  x  1 0 -  1 . 0  x  1 0 -

;
t

fntc""rs] 
naÈurelle (ppb) 44.5 LO.2 8 . 2 7 . O

lrautre. Nous rerarquoûs êgal-ement que la concentratioa naturelle en phênoLs dl-

minue à mesure que 1a tenpérature augmente.

Sur La figure 4.2, où ûous avons représenté les résuLtats obtenus lors de

lrexpérieace réal-isée â 23oC, nous constatons que la vitesse maximale de dégra-

dation ne se produit pas au tout début de lrexpérlence. Ce phénomène pourraiÈ

srexpl-lquer par une phase de latence due à un stress imposê aux bactéries. Ce

stress serait dû à la présence de parois (bouteille de polyéthyLène) et à ltad-

dition subite dtune quantité de phénol. En plus, 11 est posslble dtinaginer que

les bactéries, avant de dégrader l-e phénol, srattaquent à dtautres substances or-

ganiques présentes, elles aussl, dans l-e nllieu.

plusleurs essais ont été tentés afin de déternlner une expression cinétique

pouvant explLquer Les résultats des expérlences de simulatlon sur le terrain.

Nous avone essayé des expresslons cinétiques drordres 1 et 2, ainsi que ltégua-

tion de MichaËlis et lienten. Cependant, aucune de ces expressions cinétiques ne



2 7

i
T{
ql
}{
!' o

.ç .r

E q ,
r{

tô t{
o - a
? t lË
o É

+ o

rJ

-{
Ê

'Êl

o

o
.lC

(l)
U
F
o

T,l
h

tO

X
o

É

e
g,

tl
o

1{

F{

, o
É

t(U

È
o
€

o
rl
+J(u
}{
t,

o
U

o
o
o

.-.1

c).o

Éo
T{

, r ,

F{

o

(\,1

-T

}{
b0

'-l

tr{

o
.d-
GI

sr
cî
(\

ll
F

a =
qdd , 

['r""a.ro ]



28

elest ayêrêe satlsfalsante. Plusleurs ralsous Peuvent être invoquées pour

errpllqqer 1es difflcul-tés rencontrées. Tout drabord, soul-Lgnons I-a varlation

sinultanée du nombre de bactérles par ml et de la concenËration de phénoL. En-

suite, la présence dnns le nllLeu naturel de dlfférents tJrpes de phénols (cré-

so1s, xylénols, etc...), gul nront pas nécessairement la nêne vitesse de dé-

gradation que 1e phêool (7). Enfin, la vltesse maxlmale de dégradation ne se

prodult qufaprès un tenPs de latence.

4.2 Expérlences de sluulation en laborqtoLre

Pour les ralsons mentlonnées dans Ia section pfécédente ûous avons effec-

tuê des expêriences de sinmlation en laboratoire, ce qui oous Permettait de mieux

contrôler les dtfférenta facteurs susceptibles draffecter le taux de la btodé-

gradation. Cependant, durant cette expêri"nentationt nous avons eu 1e souci cons-

tant de nous rapprocher le plus possibl-e des conditioos naturelles du milieu

fLuvial.

4.2.L Description des. expériences

De l,reau du fleuve prélevée au lieu dréchantilJ-onnage habituel-, fut ramenée

au l-aboratoLre et Lalssêe à la température amblante entre un et deux Jours Pour

que la btodégradation des phénols prêsentq orLginellement dans lfeau' sreffectue.

Cette eau fut ensuite conservée à 4oC Jusqutà son utilisaÈlon pour une expérien-

ce. La quantlté requlse pour une expérience était stérilisêe à lrautoclave,

pendant l-5 minuÈes à L21oC et 15 livres de pressioa. Le pH était ensuite ajus-

té à sa valeur initiale avec de lfaclde chlothydrique dil-ué. Nous avons ensuite

ajouté une suspens$n de bactéries que nous avons adaptée au phénol-, selon une

procédure décrite plus loin.

Toutes les expériences, sauf celle réalisée à 23.0oC (tenpérature ambianÈe
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du laboratolre) ont été effectuées dans une chanbre à tenpérature contrôl-ée.

La concentrat l"on de ph6noL étai t  détermlnée par la uréthode de f luorescence et

le nonbre de bactêr ies phénol iques, selon la procédure décri te dans l fannexe

B .

4 .2 .L .L  Prépara t l -on  de  la  suspens ion  de  bac tér ies

La euspensLon de bactér ies provenait  drun mêlange de quatre souches, Lso-

Lées précédemrnent de lreau du fleuve et cultlvêes dans un mllieu phénoJ-ique

(concentratLon en phénoJ- de 200 ppb) en boltes de Pétr i .  Ces quatre souches

représentaient les souches phénollques domlnantes isolées du fleuve (17) et nous

avons Jolnt dans le tableau 8-L, annexe B, certaines de l-eurs caractéristiques.

Des prélèvements des quatre souches de bactér les, ef fectuées à part i r  des boî-

tes de Pétri, ont été conservés pendant envlron 60 ninutes dans une solution

salLne (UaCt, O.5Z) Jusqurau moment de l texpérience. Le comptage préJ- ininaire

des bactér les sreffectualt  au mlcroscope à l -raide drun hémacytomètre. Ce comp-

trge nous pernet,talt de détermlner le vol-ume de l-a suspenslon de bactéries à

aJouter au volume dreau du fl-euve stérillsée pour obtenir dans celuL-cl une con-

centrat lon en bactér ies de Ltordre de 106 bactér ies/ml.

4 , 2 . L . 2  A d a p t a t i o n  d e s  b a c t é r i e s

Afln drél inlner la phase de latence, nous avons adapté Les bactér ies au phé-

noL avant de procéder à l rexpêrlence proprement di te.  Lfadaptat ion des bactér ies

é ta l t  e f fec tuée conme su l t :

l reau du f leuve stér i l lsée étal t  amenée à une concentrat ion de phénol de

lrordre de 100 ppb et la suspension de bactêr ies phénol iques y étal t  aJoutêe;

Après avoir  at tendu suff lsanment longtenps pour que Ie phénol-  sol t  presque

cornplètement dégradé (cecl  étal t  vér i f lé par mesure de la coneentïat ion de



phénol pendant l-a période dradaptation),

étalt aJoutée;

30

une deuxième quaatité de phéno1

après avoir attendu le'temps nécessaire pour que J-a nouvelle addition de

phénol- soit dégradée, on considérait que les bactéries êÈaient adaptées et

J-es expériences décri tes dans les sect ions 4.2,2 et 4.2.3 débutaienÈ.

Pendaot 1â pêriode dfadaptatioa, des êchantlllons êtalent prëlevês pour dé-

terminer l-a concentration de phénoJ. par fluorescence. Drautres étaient êgalenent

prélevés, au début et à La fi.n de la période dradaptatlon, pour déterminer le

nombre de bactéries phénoJ-iques par u1 selon la néthode décrLte dans lrannexe

B. Les valeurs mesurées sont dornées daas 1es tabLeaux A-2 et A-3, annexe A.

Sur l-a figure 4.3, nous avons représenté l-a concentration de phéaol en fonction

du temps pour une adaptation à 23.0oC. Nous remarquons sur cette figure, une

phase de l-atence de plus drrme heure au début de la pêrLode dradapÈation. Par

contre, après le deuxième aJout de phénol, les bactéries, nieux adaptées1 corD-

mencent imêdiatement à dégrader t-e phénot-. Quant au nomÈre de bactéties phéno-

J-iques, si on considéere l-e tableau A-2, annexe A, on ne constate pas de diffé-

reûce appréciable entre l-e dêbuË et l-a fin de lfexpérience.

4.2.2 Expériences à température et conceatration en bactéries const,antes

Ces expérlences ont été réalisées afln drétudier lrinfluence de l-a concen-

tration de phénol sur La vitesse de sa bl-odégradation. Nous avons donc tenÊé de

garder constants et le nombre de bactéries par rnl et La température.

Après la pérlode dfadaptation, Lteau étalt séparée en portions égales dans

six bouteiLles de polyéthylène de 4.5 litres. Chacune des boutellles contenait

donc La même concentratton de bactéries phénoliques. Par contre, des quantités

différentes de phénol étalent ajoutées à chacune des bouteilles, de façon à obte-
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nlr des eoncentratl.ons initiales de phénol varlant edtre 30 et 180 ppb. Pen-

dant la durée de lrexpérleoee, lreau étatt agltée contlnuellement (par des.agi-

Èateurs nagnétlques) et des échantillons étaient prél-evés à des temps eonnus pour

la déternination de la concentration de phéno1. La température de lteau, mesu-

rée dans une des bouteill-es, demeutaiÈ constante à mieux que 0.1-oC pendant la

durée de lrexpérience. De plus, puisque lrexpérLence était de courte durée (en-

vl.ron 15 uiautes), on srattendalt à ce que le nombre de bactéries par mL varie

peu au cours de ltexpérience. Toutefois, afln de vérifLer ce point, des échan-

tll lons dreau étaient prélevés au dêbut eÈ à La fin de lrexpêrience dans deux

bouteil-les (cell"es coûtenant la plus faible et l-a plus grande concentration de

phénol) afin de déceLer des changements de concentratlon en bactéries.

Les rêsul-tats de.'ces expérleoces effectuées aux tenpératures de 15.0, 19.5,

23.0 et 30.OoC sont présentés dans le tableau A-2, annexe A. Sur 1a figure 4.4,

nous avons représenté, à tLtre drexempl-e,1-es résultats de l-texpérience réalisée

à 23.OoC. Dtaprès la f igure 4.4, on voi t  que la vi tesse de biodégradat ion

( - a lpfrenof], ctest-à-dire, J-a pente des courbes) varie en fonction de la con-
dr

centration de phénol. Les résultats expérimentaux seront cependant traités de

façon plus approfondie dans La section 4.3.

4.2.3 Expêrlence à température et concentration in1Ëiale de phénol constantes

Cette expérience a'etê réallsée afin dtétudl.er l-tinfl-uence de la concen-

tratlon de bactéries phénoliques sur la vitesse de blodégradation du phénol.

Après 1a période dradaptat ion décri te dans La sect ion 4.2.L.2, L 'eau étai t

séparée en cinq portlons de volumes dlfférents, contenant 1a même concentration

de bactéries phénoLiques, déterninée sel-on la néthode habituelle. Quatre de ces

portions étalent ensuite dlluées avec de lreau du fLeuve préaLablement stériLisée'
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de.fagon à obtenlr ainsi des facteurs de dilutioa pour l-es bactéries de l-.6,

2.Or 2.7 et 4.0. Nous avons ensulte tenté, sans y réusslr conplètenient, drame-'

ner les clnq portions dteau, en leur aJoutanÈ les quantités appropriées de phé-

noL, à rme concentratioû rmiforne. Pendant toute la durée de ltexpérience, lfeau

étalt agitée contlnuellement (au uoyen draglËateurs nagnétiques) et des échantil-

lons prélevés à intervalles réguliers pour dêtemlner la concentration de phénol.

tes résultate de ceçte expérience, effeetuée à une seule terçératuxe (23.0oC),

soat prêeentés daus le tableau A-3, annexe A et représentés graphLquement sur la

flgure 4.5. Nous notons sur cette figure que les eoncentrations Lnitial-es de phé-

nol, quoique du même ordre de grandeur, ne soot pas identLques pour les différen-

tes dilutioas de bactéries. Ceci srexpllque par le fait que les volumes de so-

lutLon phénolique à aJouter, pour obtenir une concentration uniforme de phénol

dans 1es dLfférentes bouteill-es, étaient calculés en tenant compte de la concen-

tration de phénol dans la solutlon nère à la fin de La pêriode dfadaptation. Cet-

te dernlère concentration était obtenue pa! extrapolation de concentrations mesu-

rées avant t-a fin de la période dtadaptation des bactéries. Lrerreur impl-lquée

dans l-a dêterninatlon de la concentration extrapolée, se retrouvait dans 1es vo-

lumes de soluclon phénoJ-ique à ajouter et rendait donc aififcfte la réaLisatlon

drune concentration unlforme en phénol- dans les différentes bouteilles. loute-

fois, conoaissant l-a rel-ation entre La vitesse de dégradation et La concentration

de phénol- ,  i l  sera possible, dans la sect lon 4.3.6, de "corr iger" ces expériences

en l-es ranenant, l-ors du trâitemenÈ des données, à une même concentration ini-tiale

et drobtenir ainsl La relation entre l-a viÈesse de dégradation et l-a coûcêrltËâ-

tion de bactéries.

Malgré les di.fficultés nentionnées, nous voyorls quand même sur La figure 4.5
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que La vlteese maxinale de blodégtradatLon du phéuol ( - d.tph9noll, crest-à-
dr

dire la pente des courbes) pour chactrne des dllutlons, est fonction du nombre ]

de bactéries phénoliques. Nous observons, drautre part., sur les courbes, sauf

sur ce1le représentant lréchantLll-on non dilué, gulll existe un temp6 de l-aten-

ce, cecl nalgré l-fadaptation préalabLe des bactéries. Ceci pourrait être dû

à la préserce dans Lteau du fJ-euve, préalablenent stértllsée, qul servait dteau

de dllution, de substances organiques que les bactérles assinLlent de façon

préférentiell-e au phénol. Dans la boutellle où la dllutlon est uulle, les bac-

térles auraient déJà assimilé ces substances pendant la période dtadaptation

et, par conséquent, elles dêgraderaient sans temps de latence Le phénol-.

4 . 3

Come nous avons l-ndiqué précédement que J-es gxpssieaces effectuées sur

Le terraln sont suJeËtes à de nombreux facteurs incontrôlables, lrinterpréta-

tion des résultats qui suit, vaut seul-ement pour Les expérlences de simulatl,on

réalisées en l-aboratolre. Après un bref exposé de la cLnétique enzymatique,

plusleurs nêthodes de traitement des données expérimentales seront décrltes et

comparées entre elles.

4.3.L Théorle de 1a cinêtlque enzynatique

Selon lrhypothèse émise par Henri (tB) et adoptée par la suite par Michaëlis

et Menten (19), le mode dtinterventlon dfun enzyme dans une réacËion chinique est

décrit par la formatlon dfun complexe internédialre ES entre lrenzyme E et 1e

substrat S, quL se dêcompose ensuite pour donner J-e produit P de La réaction et

lrenzyme inchangé, suivant 1réquation:

kg

E S P T E.84_

k.
I

--*2
E + S (4 .  r )
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où kr,  k2, k,  et  kO représentent Les constantes de vl tesse des réact lons.

Au début de

réact lon lnverse

t lon  g loba le ,  u ,

la réact lon, quand Ia concentrat ion en P, [Pl ,  est faibl-e,  la
k ,

(E + P -+ ES) peut être négl- igée et la vi tesse de la réac-

est donnêe par J-réquatLon de MichaHlls et Menten (20):

k 3  t E l  t s l ( 4 . 2 )u :
i s t  +  /n ,  .  nr \  [s ]+  \ , r\-r7

où Vr"* = k3 [E] = vl tesse maxlmale possLble de la réact ion lorsque toutes les

/kc * k"\  -
mol-écules dtenzymes sont sous 1a forme du conpl-exe ES, et \ r  {-#f  

= cons--  r r \ * 1  /
tante de l' l lchaëLis = concentration de substrat pour laquel-Le la vltesse de la

v
réactlon est égale à +.

Dtaprès  l réquat lon  (4 .2 ) ,  lo rsque [S ]  >>  
fu ,  U  =  Vmax e t  La  rêac tLon su i t

une cinét lque dfordre o par rapport  au substrat.  Par contre, s i  [sJ << 
\n,

,  = :** [S] et  la réactLon suit  une cinét ique dfordre L par rapport  au substrat.
K,

l,orsgue\ eE IS] sont, du rnêne ordre de grandeur, la déterrnination de La vitesse

de La réact ion requi.ert  1réquat lon cornplète.

De nombreuses études ont slgnalé que la vltesse de btodégradatlon de plu-

sLeurs substances organlques, sul t  1réquat ion de Mlchaël is et Menten (20).  Tench

et Morton (21) ont rapportê que J-téquat ion de Mlchaël is et Menten srappl ique à La

vitesse droxydat lon drun substrat unlque, ou drun nélange de substrats,  par les

boues actLvées" Hemmet (22) a étudlé avec des boues act lvées la cinét ique de l-a

blodégradatLon de plusleurs acides phénoxyacétLques et a étab1i que la rnaJori té

drentre eux sulvalent 1réquatLon de Mlchaël ls et Menten. Les concentrat ions dta-

cldes ut l l lsées étaient cependant de p1-usieurs dlzalnes de ppn.

En ce qul concerne l"a btodégradat ion de La matlère organique dans les eaux
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naturelles, Ilobbie et Wright (23) ont suggéré deux mécanismes distincts

pour l-tassimil-atlon du glucose et de plusieurs solutés organiques' Le pre-

mler, prédomtnant aux basses concentratlons de substrat, sult la cinétique

de l{ichaëLis-Menten et est attrl-bué aux bactéries. Le second, pLus efficace

aux forteg concentrations de substrat, sult une cinêtLque de diffusion, et

est attribuê aux algues.

Ces obserrrations permettent de renplacer [E] et [S] dans 1féquation

(4.2) respect lvenenr par [81 = [bactér l .es] et  tÔl -  [phénot-] ,  cel le-ci  srêcr l t

alors:

f l r -
. r  tqt 

k3 tBl tOl v tÔl

r F F F F F F F � = I M + T a r
( 4 . 3 )

4.3.2 Utilisation de lféquqtion différenti.elle pour 1es exDêriences à tem-

pérature et concenËration en ba,ctéries constantes

Ces expériences ont été décrites dans La section 4.2.2, et celle effec-

tuês à 23.0oC a êtê représentée sur la figure 4.4. Dtaprès J-réquation dif-

férentiel-Le (4.3), pour obtenlr La relatlon entre 1a vitesse et la concentra-

t,ion de phéno1 les pentes des courbes de la figure 4.4 doivent être mesurées,

tout en prenant cormre concentratlon de phénol- corresPondante cell-e du poj-nt

de tangence. Pour l-a mesure des pentes, nous avorls pris soin dféliminer 1a

phase initiale de latence afin dtobtenir leurs val-eurs naxinales. Sur La

figure 4.6, La relation entre les vltesses maximal-es mesurées sur chacune

des courbes et les concentrations en phénol correspondantes est représentée

pour les e:rpériences effectuées à 15-0oc et 23.0oC.

Nous avons vu, daas lrexposé de la théorle de la cinétl-que enzymatique

dans La section 4.3.L, gue la réaction passe drtme clnétlque drordre 1 à une

cinétLque dtordre 0 au fur et à mesure que la'conceutration en substrat aug-

mente. Les courbes de la flgure 4.6 sernblent suivre lrhyperbole que définit

lréquatlon de Michaëlis et Menten. Cependant, il est à noter que dans ces
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deux expériences nous ntavons pas une ganme assez grande de concenÈra.tions,

ce qui ne nous permet pas, pour trne seul-e expériencê, dtobserver des cLnéti-

ques dfordre 0 et L.  Pour l rexpérience à 23.OoC, les concentrat ions de phé-

nol- ne sont pas sufflsanment él-evées pour atteindre l-a vitesse maximale de

dégradat ion. Par contre, pour J-rexpérience à 15.OoC Les concentrat ions en

phênol sembl-ent être suffisanment élevées pour que lton stapproche de la

cinétique d'ordre 0 et donc de la vitesse maximale de dégradation.

Lréquat ion di f férent iel le (4.3),  après inversion et réarrangement peut

s  t  éc r i re :

1
rdr-t

U

= . & 9 .
vrr*

, 1 _
T**

( 4 . 4 )

Lrexpression (4.4) courmunément appel-ée Lréquation de Lineweaver-Burk

est représentée par une droi te a" p.rra" B et dtordonnée à l 'or igine $

Nous avons représenté sur La figure *.t #: 
fonct,ion a.rfrnotrt r'"*nétr.il.

effectuée à 23.0oC. Les points obtenus semblent ôtre al.ignés, ce qui laisse

supposer que la rel-ation de MichaëLis et Menten est vêrifiée. La significa-

tion des droites en trait plein et pointill-é sera expliquée ultérieuremenË,

d a n s  l a  s e c t i o n  4 , 3 . 4 .

4.3.3- Ut i l - isat ion de 3-réquat lon intégrée pour l -es expériences à température

et nombre de bactér ies constants.

Draprès Les résuLtats prêcédents, la biodégradation du phéno1 sembLe

suivre 1téquat ion de Mlchaêl is et Menten. Cependant,  l rut lLisat ion de Lté-

quation différentielLe implique des mesures de pentes, opération sujette à

des erreurs subject ives. Ctest pourquoi nous avons ut i l isé 1rêquat ion lnté-

grée, qui nous permet dfutillser di.rectement les valeurs expérlmentales rnesu-

rées .
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L ' é q u a t l o n  d l f f é r e n t l e l l e  ( 4 . 3 )  e s t  l n t é g r é e :

+$+ (KM r tot) - -k3 tsl ar

d t ô . l . K y  +  d t ô l  . t Q l  -  - k 3  t a l  a t-tOT 
Tô] 

J

( 4 . 5 )

( 4 . 6 )

( 4 . 7 )

( 4 . 8 )

rû 
f tat

0
-4i

t

0

d t ô l
t 0 l

r  to l
*  J : o t o

dtol -  -k3

\,' {n

E1le se

r o r )  
: ; ] " .  { r o r

présente alors sous la forme:

::]" 
= -r, rnr {, }

(4 .e )

D'après cette équatJ.on lntégrée (4.9) les valeurs de Vmax et K" sont

calculées en ut i l lsant les données expérimentales t$lo,  tQl et  t .  Pour la

déterninatlon de Vr"* et fu nous avons essayé les trois approches différen-

tes  d rop tLn isa t lon  décr la " "  " t -a "ssous .

4"3 .3 .1 -  Premlère  approche d top t l rn isa t ion

Ku rn (+$il . ( to, - tor,) = -k, rBl r = Vmax r

En d iv isan t  tous  les  te rmes de  1réquat ion  (4 .9 )  par  Kr . t ,  on  ob t ien t :

- t  tôl  -  tôlo V-^*
K M "  r  K M

(4 .10)  représente  1réquat ion  d 'une dro l te

e t  l ro rdonnée â  l ro r ig ine ,  en  app l lquant

-l ..rn l9l =r tolo

La re la t lon

termlner la pente

moindres  car rés .

( 4 . 1 0 )

dont on peut dé-

le pr incipe des

- Vmax
KM

!  ' U
Ky

w = !
t

=  t ô l  -  t 0 l "  e t  p =
t

Posons [ n i 0 ] .  c =
rôïo-
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tréquatlo'n (4.10) stécrlt alors'

W  =  c U  + B

Soft S rme foacttm déftnle Par:

N

g  =  I  ( . r - c u r - B \ 2
l E l  \ -  |

(4.11)

(4.t2)

où N - nombre total de valeurs erpérlnentalêe.

Les valeurs opttmales de c et Û soût ceI1es nfaftn{sant cette fo'nc-

tion {r. Elles sont obteÊues par3

=,1
ce qui condul.t au système dréquations sulvant:

N

t
i-1

gue lton résout à ltaide dftm ordinateur pour obtenLr p et B.

te programe eu langage APL nomé VZ et donné dans l'annexe C pernet

de résoudre le systène dféquatlons (4.14) et aous dmne alnsi les valeurs

optlnales d" Vr"* .t lfu.

4.3.3.2- Deuxlème approche dtopt lmisat ion.

' 
En divisant tous les termes de lréquatton (4.9) par Vr"*, oa obtient:

_u.
Aa

-?s
AB

N r \ N

" t  ( " i )  +  a E
1=1 

\ ' 
i=l

N

c t  / " r \  +  N B  =
i = l \ l

("') 
=

( * ) /

(4 .13)

(4.L4)

(*)

N

t
L=1
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K H  r n  / t o t \ n  1
il,,= \ïôT"/ Ç

( tQl - tQL) = -t (4.15)

û =  t n  t 0 l ,  v =  (  t Q l  -  t $ l o ) ,  I Û = - t  1  t r =
I0lo

Posons

Ê =

h
vrut

et

. Lréquattm (4.15) s'êcrit alors

c g + B V  =  I d

Sott {l une fonctl.on dêftnl'e Par:

1
vmâx

il

rf - E
lË1

-  " r ) '
( "  

û i * Bvr

(4 .16)

(4.17)

(4 .18 )

Ie programnre en langage APL nomé AS et dæné dnns ltennexe C aous

done les valeurs optlmales de Vr",* et K," suivæt la proeédure déctlte

dans la sectioa 4.3.3.1. Toutefols, ces valeurs ne sâuralent être considê-

rées exactea et défloitivee. En effet, le princlpe dee moindres carrés sup-

pose gne distrLbution normale des erreurs expérlneatales autour de la. courbe

théorique. LrutilisatLon de la variable U = 1,r1 
ffio 

fnelique rme distribu-

tLon log:-nonmale qui ne permet pas de vérifier lthypothèee de base. Uae a-

nélLoration va être apportée par la troleLème approche dtoptimisatlon.

4.3.3.3- TroLsième approche droptimisatlon

Lréquatlon (4.9) peut auasl- srécrire, après divtsion par Ç:

rn iSL
t0lo

= 
- Vmax ;t + tôlo - tOl

h&

Sous cette fome, ltéquatlon (4.18) pourrait être traitée en utllisant

La deuxlème approche présentée dans la section précêdente. Cependantr afin

de respecter l 'hypothèse de base du princLpe des moindres carrés, lréquation

(4.18) doit être mlse sous la forme:
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/  toto-  to l
r F

[ ô ] =  e \  
K M

t ô l o

- vmax
Ky

. )

En posant

on obt lent

donné par:

f  (A,B) = f  (Ao+ ÂA, Bo + AB) =

* aB -?.! (Ao, Bo) n 1 f (
âB 2,.  L

- 2 AA AB a?t (Ao, Bo)
AAAB

En négl igeant Les ternes

obt ien t

Z - l ô )  r X = t Q l o - t $ l r y = r ,  A = 1  e r B
I6-t' ï;

après subst i tu t lon:

z = " A x + B Y

= - V m a x r
Ky

( 4 .  1 e )

(4 .20)

Lréquat lon  (4 .20)  ob tenue é tan t  non l inéa l re ,  i l  es t  nêcessa i re  de

prendre un développenent en série de Taylor de lrexponentielle autour des

points A6 et Bs; ces valeurs approchées de la solut ion f inale sont détermi-

nées en prenière approximation à lralde de l-a deuxlène approche. Le déveLop-

pement,  en sér le de Taylor dtune fonet ion de deux var iabLes, f(ArB),  est

^A + /_qa\ . ^B (4.22)
\ân/o

l inéarlsée

Aox + BoY

z (A,B)  = Z (Ao,  Bo)  . /a t \  .
\ar/o

Ltéquat lon  (4 .20)  se  t rouve donc

z  =êAo"  

*  to t  
*  ^ "  

Ao*  +  Bor  
^A

P o s o n s  " = " A o * + B o Y

D A -  / r r \  = * u A o *'  
F1' Aox

D B s = f g \  = y e
\ r ' / '

f (Ao,  Bo)  + ^A âf  (Ao,Bo)
AA

AA)2 
* 

(Ao, Bo) * (AB)2 a2! (Ro,ro)

a Az aBz
I
|  + .  ( 4 . 2 L )

J

du second ordre dans la série de Tayl-or, on

* ye AB (4.23)

* BoY

* BoI ( 4 . 2 4 )
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$ous obtenons

Z = z + D A o Â A + D B . A B

Ctest à cette équatLon que l-ron

princLpe dee mindres carrés. Sott tf

N

û = E  ( z r - z r i - D A r J ^ À J -
i-l

où J représerte ldl.ndlce drltératLon.

applique, co@

la fonctl.on:

t
D B . .  ^ 8 .  ) -

A J J

(4 .25)

précédernnent, le

(4.26 '

(4 .27)

On déterntne AA, et Â8, en nlalnl"sant I-a foncÈLon $:

- ? P ,  =  o l
â^a (

- ? L  =  o \
t--an ,

ee qui conduLt au système dréquatLons sulvamt:
N '  N I  Fr ,^  r "  -a  J t*, 
L, 

(DA'iJ) I M:T=r (o\: ottj) = 
T=t L%: t" 

-"t:Il

N  N  o  N  r  l l ' ( 4 ' 2 8 )
AA. E (DA,, DBrr) * ei I - (DB'ii) = T - lDtr: (2, -zrr)Jl

J t=t r-J r-J J i-l 
rJ 

1=1 L

. En réeolvant 1e systène drêquations (4.28), on dêternlle les correc-

tl-ons AA, et *J U apporter à A, et Br:

(4 .2s )A J * l  =  o J * M J

(4 ' 30)

oùJ  =  OrL rz r . . - rF  ,  J  =0  rep résen te lescond i t l ons  l n i t i a l esdo ru rées

par le progranrme AS.

Ces nouvelles valert" AJ*1 "a tJ*I obtenues permettent de recoîrmen-

r \
pour la (J + t) t" t t  foi"  la séquence comprise entre (4.28, et  (4.30).

calculs sont effecÈués à lralde du programe eû la.ngage APL appelé EXPO

cer

Ces
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et dmné dans lrannexe

fu soient inférLeurs
R

plâÈr"ro" a été fixêe à

c. L'Ltératlotr eat reprise Jusqutà ce que Mj*l .a

à la préclslon d6eirée. Dans ceg ""1",rt"rÏÏ1

10-10. Les valeurs \ et B, sont celles cherchÉes

et permettent drobteoir K,- et V_
!t IIAA

4.3.4- CmparaLsoa des trols approches df optlmisatl.on

Les résultats obteuus par la première approche ne donnent pâs satis-

factlon. Pour chaeune des expériences, une droite est tracée à partir des

valeurs de Vr"* .t Kn obtenues à ltalde du programe VZ. Plutôt que de sra-

ligner sur eette drolte, les poLnts expérlmentaux ae regroupent sous fozme

de "ruage". Le coefflcient de corrélatlon est dtallleurs inférLeur à 0.3,
{

De plus, les valeurs de IM .t Vr* obtenues sont aou\reût négatlves et dmc

sama aucune signifLcatlon physique. Eo outre, le réarrangenent deg terrnes

dans chaque membre de lréquation (4.10) impose une varLance de toutes Les

aouvelles variables beaucoup plus élevée que lors de ltutilLsation de 1rê-

quat ion (4.15).

Ayant rejeté la prenLêre approche dtoptlnleatiolr, nous nous sorrnes

Limités à la detrxlfue et à la troisLème approche. Afin dtexamiass lteffet

produLt par Les erreurs expérl.mentaLes, comises sur ISJ , t et [{Jo, sur

lroptlmisation d" Vr"* et 
fur 

Dous avons pris pour base une série de doonées

(36 triplets t, tfl et tQlo), simulée à parrl.r de valeurs de K" er Vnax fi-

xées respectlvement à 250 ppb et 500 ppb/heure, dont le traitement au môyen

des dlfférentes approches conduisait bien aux valeurs désignées.

Nous avons ensuite introduit une erreur aléatoire sur t, tQl et t ô l' o

opt i-afln drexaminer les nodificatLons apportées aux val-eurs de \q ut vr"*

nLsées. Dans cette étude, quelJ.e que solt La variabl-e cl sur laquelle Lrer-

reur e(a) est appliquée, celle-ci eera de la forme
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v
e ( a )  ,  ! . c

100

où les valeurs Xn, déterninées par le program'ne EASARI),

tribution gaussienne, N(0r1). Ce progratrne'en langage

lfannexe C. Pour plusleurs séries drerreurs sirnuléesr

donc e(o), sont indépendantes entre ell-es.

(4 .31)

possèdeat rme dis-

APL est donné dans

les variabl-es X- ----- --- --p t

Draptès le tableau 4.2, où sont rapportés les réeultate de cette étu-

de couçraratLve, les erreurs sur {!{ "t Vr", sont nlnLnisées ea utilisant la

troLsiète approche dropt{mlaatLon. Nous reuarquoûs aussi sur Ia figure 4.7

(dans la section 4.3.2) que la droite obtenue avec la troLsiène approche

(celle eD trait pleta) colneide mieux avec les données expérioentales que

la droite en pointillé qut résulte de la deuxiène approche. Grest donc à

ltaLde de cette troisiène approche que nous avona traité nos résul-tats.

Dans ce treltemerxt, nous avons cependant négligé certaines valeurs expêri-

mentalee telles qurindiquées daos le tableau A-2, annexe A, afln dtélinLner

La phase de latence.

Pour chacune des expérienees effectuées à teqérature et concentration

bactéries constantes, I-es résultats sont rapfortés dans l-e tabl-eau 4.3;

protoeole e:çérineotal a déJà été décrit dans la sectlon 4.2.2.

TABLEAU 4.3: Valeurs des paramètres cinétlques à différentes températures

en

1e

Temp.
oc

Nonbre de bact.

phénoliques par ml
vmax Kg k3

,Pb/hre pmole
l .hre PPb

pmoLell ppb.mI-

bact .hre
pmole

bact.hre

1 5 . 0 2.0 x  106 L25 1 . 3 3 75 0 . 8 0 6.2d0-5 .6x1ô10

19.  s 2 .1  x  106 350 3 . 7 2 135 L . 4 3 1.7x10-4
-q

.8x10 -

23.O 3 .4  x  106 1150 L2.3 280 2 . 9 7 3.3xL0-4
-o

t .6x10 -

30 .0 8 .6  n  106 1550 r-6 .5 600 6 . 3 8 1.8x10-4
-o

.9x10 -
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TASLEAU 4.2: Bffets deg erreura aléatolres des varlables sur lroptùnlsattoa
des paranètree clnétLquec au moyen des progranrea AS et E8PO.

Erreurs aléatolree
'au r

Erreur relatLve dtaprès
La 2e approche (Ptog.AS)

sur

Erreur relatLve dfaprès
[ç 3e approche (Prog.EXPO)

BUr

t r01 r0l
0

Ru (U) v'âx (r) xu (u) vnax (i)

€

e

e

e

Ë

-5 .1

- 5 . 8

-4.O

-5.2

-L.7

-3 .3

-4.3

-2 .8

-3 .5

-2 .O

-4.0

-4 .0

-2.4

-4 .0

-1 .3

- 2 . 5

- 2 . 9

-1 .5

- 2 . 5

-r..6

€

e

e

e

e

-7 .2

-9 .8

-L2.4

-19 .3

-2L .9

-5 .0

-6.9

-10.0

-15 .3

-17 .0

+9.6

+ 3 . 6

+ 7 . 3

+L3.4

+L3.2

+8.1_

+4 ,2

+ 5 . 0

+ 9 . 5
-5.4

e

e

e

a

e

e

e

e

e

e

-22 .O

-13 .5

-L5.4

-25 .O

-20.9

-17 .0

-10.0

-L2.4

-20.4

-r-5.8

+ 4 . 5

+ 3 . 7

+ 8 . 6
-10 .6

+ 1 . 3

+ 3 .  3
+ 3 . 0

+ 6 . 0

-9.4

+ 0 . 9

E e e -35 .0 -26 .9 +L4.2 + l L . 1
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4.3 .5-  In f luence de  la  tempéra ture  sur  KM,  Vr " *  e t  kq  pour  les  expér iences

à concent ra t lon  en  bac tér ies  cons tan te

L'effet  de la tenpérature sur les valeurs de K" et Vr.* est mise

êvldence dans le tableau 4.3; on y vol t  une augmentat ion des valeurs

fW et Vr"* à mesure que J-a tenpérature croLt.

Lf lnf luence de J.a tempêrature sur la vl tesse de réact lon peut ôtre don-

née par  1 rêquat lon  drAr rhén ius

en

de

où k = la constante de vl tesse, A = la constante pré-exponent iel le,  e = 2.7L8,

E. s 1rénergie dract ivat ion dtArrhénius, T = température absolue, R = L,987

cal.  d.gî1ro1"-1. En prenant Ie logari thme de lrexpression précédente, on

obt len t :

E
a

k = A e  R T

l n k =  - t r  +  l n A
RT

(4 .32)

( 4 . 3 3 )

Sl. nous traçons ln k en fonction de ! , une droite est obtenue dont La

pente est éga1e à -5 "  La f igure A.e t ÏprCsentel-n k3en fonctLon de L. On
R 1

voit  sur cette f igure que la vl tesse passe par un maximum. A lraide de la

pente  de  ce t te  courbe,  on  ca lcu le  une énerg ie  d tac t iva tLon de  36 .4  Kca l . *o1Ë1.

I l  est à noter cependant que nous avons négl igé J-e polnt correspondant à 1a

température la plus élevée (30.0oC), supérleure à la tenpérature opt imale

dru t l l l sa t lon  du  subs t ra t  par  les  bac tér les .

Cet te  va leur  d rénerg le  d rac t iva t ion  es t  é levée compara t ivement  â  ce l les

des  réac t lons  enzymat igues ;  pour  ces  dernLères ,  1 rénerg ie  d rac t iva t ion  es t

ordinalrement entre 5 à 12 Kcal.nolêl  Q|r.  La valeur élevée que nous obËe-

nons  peut  ô t re  due à  des  er reurs  cownlses  sur  k r  e t  dont  i l  sera  d lscu té

d a n s  l a  e e c t l o n  4 . 3 , 6 ,
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4.3.6- trtelation eatre la vltesse de biodésradatlot êt Ie D.otûbre de bac-

téries

Dfaprès ltéquatl.on (4.3), la wltesse de biodégradatioo devralt être

proportioonelle au nombre de bactéries irar nl, [B]. Ilans la section 4.2.3,

nons avons décrLt tme expérience à 23.0oC coûçue potrr vétlfier lreffet de

la cocentratioû en bactêries, [BJ, sur la wltesse de biodégradation du phé-

rol-. A cause de difficultée techlques, il a été L4osslble dreffectuer

lrerpérLence â des eonceatratl.oûs lnitLales de ptrénol ideotl.ques pour les

différentes dllutions de bactérles. On peut cepeadant rrcorriger" les résul--

tats, puisque ûous c(ruralssons la relatLoû entre la vltesse de dégrédation

et La concentration de phfuol, ainsi que les valeurs des paraGtres ciaéti-

eues Kn et Vmax à 23.0oC, données dans le tableau 4.3. Cette correctlon est

apportée en utilisant 1a dlfférentielle de lréquation (4.3):

au = Kt.t vnax Âtol (4 .34 '
(Ku + t0l)2

où Au = correction à apporter à la vitesse expériûentale pour teair compte

des variations de concentrations inltiales de phénol.

tql = 50 ppb. Crest la concentration tnitLale de pfrénol choisie'pour rmi-

forcmiser les résultats.

Ât$l = (concentratlon de phénol lors de lfexpér'ience)

- (concentratlon de phénol unlfome de 50 ppb)

ç 
= 280 ppb = 2.97 pmole.t-- l  à 23.0oc

Vmax = k3 tBl. La vaLeur de kt à

ou 3. 6xL0-9 ilmole.bact.-h"rrt.-l.

23.0oC est de 3.3xl.O-4 ppb.nL.ba"t.-1h",r..-1

Un résgné.du calcul de cee correctiona est présentê dans le tableau 4.4.



Valeurs expérlnentales CorrectLons u corrigée

Facteur de

dLlution

u
ppb/hre

t0lo

Ppb

tr l
bact/nl

^t0l
ppb

vmax

ppb/hre
Àu

ppb/hre

ppb/hre ts*lt11.hr.

1 . 6 108 34 14d05 + 1 6 465 +  2 2 . 3 130 1 . 3 8

2 . O 96 44 12x105 + 6 382 +  6 . 0 LO2 1 .08

2 . 7 84 53 8.7x1os - 3 287 -  2 . 2 82 0 . 8 7

4 . O 65 57 5.8x105 - 7 191 -  3 . 3 62 0 . 6 6
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TABLEAU 4.4: CorreetLms apportées à lfexpérlence dêcrlte dans la seetion 4.2.3

La relation entre 1a vltesse eorrigée et le no,nbre de bactéries par m1

pour les différentes dLlutlons eat représentée sur la figure 4.9. Dfaprès

ce graphique, il exlste trne relation 1lnéaire entre 1a vltesse de dégrada-

tion du phénol et le normbre de bactéries. Draprès lréquatlon de MichaëI-is

et llenten, u /k3 t0l \.tBl , la pente m de I-a droLte de la figure 4.9 est

\Kn . ïET/
- iegare a

n '=  k3  tO l
ry + tQJ

La pente mesurée sur la drolte permet de calculer une val-eur de k3 =

6.0 x J-0-4 ppb.nl.bactlhr.l = 6.3 x 10-9 pmole.b"ctllhrë1. or, La valeur

de k3 précédenrnent obtenue à 23.0oc était de 3.6 x 10-9 pmole.bactlltr"-1

(voir  tabLeau 4.3).  11 y a un facteur de 1.7 enÈre ces deuxvaleurs de k3r

pour une même température. On peut Ërouver au moins deux explications à

cette di f fêrence.

Les erreurs cornrnlses lors du dénonbrement des bactéries sont assez im-

(4 .3s)
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portantes ( t 207"); ce sont des erreurs inhérentes aux rnéthodes de conpta-

ge en mlcroblologie (25).  Ces erreurs sont introdultes de plusleurs façons

dans le calcul  des valeurs de k3. D'abord, 1a valeur de k3 apparaissant

dans le tabl-eau 4.3 a été obtenue en dlvisant la valeur d. Vrr* expérimenta-

le par le nombre de bactéries par nl dénornbrées dans le uréJ-ange réactlonnel

correspondant.  Ensulte,  la pente de la droi te de 1a f igure 4.9, servant

- o  - 1
e l le  auss i  à  dé terminer  une va leur  pour  k ,  (ceL1e de  6 .3  x  10- 'pmole .bac t "^

- 1
hre- ' )  est également entachêe dterreurs provenant du dénornbrement des bacté-

r les. En effet ,  pour l -e calcul  de uqsçï ' fgée apparalssant en ordonnée, nous

ut i l isons 1réquat lon (4.34) où, pour caleuler Vr"*,  t tous devons avoir  recours

au nombre de bactérles par ml correspondant. EgalemenË, les valeurs des con-

centrat ions en bactér ies, portées en abscisse, dépendent nêcessairement drun

comptage de bactér ies.

Cormre deuxiène explication possible, mentionnons que la composition du

nél-ange des quatre souches de bactêries aurait pu varler dtune expêrience â

lrautre. En supposant que chacune des souches de bactér ies pulsse avoir  une

valeur dlstincte d" \"f 
"t Vr.*, de teLs changements de composition anèneraient

évidemnent des valeurs di f férentes de k^ (26).

4.3.7- Comparaison des paranètres cinét iques obtenus pour le phénol avec

ceux obtenus pour drautres substrats

Les di f férentes valeurs des paramètres cinét iques, regroupées dans la

prern lè re  par t ie  du  tab leau 4 .5 ,  on t  é té  t l rées  de  la  l i t té ra tu re  sc ien t i f i -

que. El les ont été obtenues par une rnéthode ut l l isant des substrats radio-

ac t l f s ,  marqu6s  " , ,  c14  (23) ,  à  des  concent ra t lons  proches  de  ce l les  suscep-

t lb lee  d 'ê t re  t rouvées  dans  le  ml l leu  na ture l .  Dans ce t te  méthode,  Les  é-

chant l l lons prélevês du mll leu naturel  subissalent une courte pêrlode dt Lncu-



IABI,EAU 4.5: CoqaraLeon des paranètree clnétlqueer !" et Vr"*r pour
quelques gubetrats.

Lleu Substrat TenD.oc-
v

Dax

Lmle.t'h{
tu

pnole.lI
Ref.

!ûegt Blue

take,

ÈIanl.toba

aelde lactLque

aclde pyruvlque

acide ftoarlque

acide nallque

aclde acétLque

aclde' succlnlque

acide glycollLque

acl.de cltrlque

acide forulque

.0031

.0021

.0010

.0007

.0012

.0005 .

.0003

.0001

.0002

(27)/

Chukchi

Sea

Alaeka

glyclne 4 .0017
*

<  . 3 5 (28)

Panllco

Rlver

North

Caroliaa

aclde gl-utamique

aclde aspartlque

lyslne

phénylalanlne

alanlne

leuclne

lsoleuclne

prollne

vallne

tyroeine

thréonlne

. 13

.2L'

.017

.0088

.16

.015

.011

.ozL

.020

.o42

.030

.2L

. 3 0

. L 7

. L 7

. 3 1

.046

.040

. 1 3

.085

1 . 1 0

.L1

(2e)
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ÎA3il.EAII 4.5: (eutte)

Lleu Substrat Temp.oc'
v

lllax
pnote.fih{

IM
pnole.C

Ref.

tac

Erken

Suède

glucose

glucose

glucoee

gl-ucose

acétate

acétate

acêtate

acétate

10

4

3

3

10

4

3

3

.0010

.00025

.00014

.00013

.0032

.00069

.00092

.00032

*< .017
*< .017
*< .0L7
*< .011

*< .L2
*< .10

.051
*

< .L4

(23)

Fleuve

St-Laurent

phêno1

phéno1

phéno1

phéno1

1 5 . 0

1 9 . 5

2 3 . O

30 .0

1 . 3

3 . 7

t2 .2

1 6 . 5

0 .80

L . 4 3

2 . 9 7

6 . 3 9

Ce

travail

(*) Cette valeur représente (X" * So), où Sn a concêrtratloa naturelLe en

cette dernlère, nra pas étê, Lcl, déterminée. En

de Sor on ûe peuÈ donc donner qurune llnlte supérieu-

substrat

absence

re pour

du nLIleu;

de 1a valeur

tu"
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batl,oo, trnplLquant alnsl peu ou pae dtadaptatlon, de la part dè la micro-

flore, aux substrats uttltsés.

11 est dlfflcile de couparer les valeurs de Vr"* trornrées dans aotre

étude sur 1e phénol- avec cellee citées daas la littérature porr drautres

substrats. Ea effet, Vmax, paraÉtre mrlttple (k3tBl)" déperd â la fois

de la tcryéreture et de la concentretion m bactéries. Dee nonbreux rÉeul-

tats publiês, seuls quêlquealrns font nention de la teupérature quL préva-

lalt lors de ltexpérience, alors que la coûcentration des bactérles nta pae

été sorryent nentlonnée.

Par contre, 11 paraÎt plus facile de emparer les diverses valeurs de

K!{. Ce parapètre varle beaucoup moins avec la température et eat indépen-

dant de la concentration en bactéries. Lrattalyse des résultats montre que

Les valeurs de Kn obtenues pour le phénol sont plus élevées que cell-es trou-

vées pour drautres substrats coûmma (voLr tableau +.5); en drautres termes,

pour atteindre la moltlé de la vltesse.maxfnale de dégradatloo, &ax, il fau-
2

dra des concentratlons plus grandes en phénol quten autres substrats.



coNctusloNs EÎ RECOUItAlrpArroNs

Ge travatl a pernLs dfétablLr que fr tfoaeg"adatlorr eat rme des voies

l'ryortantes de dlsparltlon du phéool dans le fleuve Sal.nt-Laurent. Les ré-

sultats oût dârontré que la vl.teese de blodégradatlon eat influencée, entre

autrer par la cmcentratlon en substrat, et par 1a teupêrature du nilieu;

cette dernlère observatLon vlent confl.rmer les observationa de polisofs (l)

concerûaot la disparl.tion plue rapLde du phénol en êté qu'eo hiver. La dé-

pendance de la vltesse de dégradatl.on sur la coo,centration en phénol suit

lréquation de t{ichaë11s-}!enten et lréaergle dtactl.vatioo calculée pour lrin-

tervalle de teryérature de 15.0 - 23.0oc est de 36.4 Kcal.nold. 11 est à

remarquer, eepeodant' que dtautres auteura (7, 8), pour des coocentrations

plus élevées (de lrordre de ppn), ont adopté rme exlrreesl-on clnétLque dtor-

dre 1 co@ nodèle de biodégradation, Selon oos résultata, de telles concen-

tratioos en phénol devraient do ner trne clnétique drordre O. Aucune explica-

tloa de cetËe dlvergence ne stoffre, à molns que l-es valeurs d" Kll aient été

beaucoup plus élevées, dans les études cLtées, que cel1es gue nous avons ob'

t,enues.

Come la blodégradatlon suit La cLnétlque de Michaëlis et Menren, iI-

serait Justifié de penser que Lrétape llnltant la vltesse soLt, une réact,ion

enzynatique' ou du moins, une réactlon suJette à |tsaturatlonrr (26) à des con-

centratlons élevées ea substrat, (p.e. trne ad,sorptlon de type Langnuir). Le

système enzytnatlque en guestton pourrait Jouer ce rôle trinltant, sol.t dans le
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mécgnlaûe de transport du phênol à travers la menbjsjg de le bact6rle

(30, 31, 32), solt à lrintérLeur de la bactérle (en dégradæt le phéuol

qui a déJà traversê la æubrane). Gepeodant, on ne peut dlstlnguer, dans

ûotre étude, lequel de. eee deux mécan{s[ee (transport du subetrat ou sa

dégradatlm en:zJrûatLque lntracellulaite) cmtrôleral.t la vlteese de dLe-

parl.tl.oo du ph€ool.

Ce travaLl nous a pernl.s égaleænt dtévaluer ltlryortance du ehoLx de

la nêthode de traLtement dea donmêes. En effet" nous avoûs vu que le res-

pect des.hypotbèses de base du princlpe des moLndres carrés ainsL que le

regrouPenent des variables dans lréquatLon de ULchaëlls et Dlenten aont des

facteurs l.ryortaots dont Ll faut blen terrir coqrte.

Pour ce traval.l, !.ous avons utllLsé les quatre souches de bactêrLes

prêdonl-nantes afln de nous rapprocher des condl-tl.ons extstantee dæs le

fLeuve Saint-Laurent. 11 seralt lntéreseaot, pour des erpériences futures,

dtutlltser des souches indlviduelles aftn de vérLfler stil. exlste une dif-

férence entre leurs valeure lndLviduelles de 
fu.a 

Vr.* pour la dégradatLon

du phé4o1. Pour rm substrat partLculler coone le phéno|, utilisé rmlquement

par dee bactérl.es epécLalleées, on peut penaer à rm Bystène enzJrnâtique spé-

ciflque qul seraLt présent dans chacrme des souches de bactéries utilisées

(33 ,  34) .
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ÎABLEAU A-2: RéeuLtats des
en bactéries

oçérlences à température et à concertration
eotrstantea.

Teqérature de lreau: 15.Ooc

Adaptatlon des bactétles

t (ntn) 0 60 LzA 180 240 300 360 395 398 455 487 525

t01 (ppb) 103.0 [01.5 100.s 96.0 94.0 61 .5 39 .0 23.O 91 .5 45.5 34,O 1 0 . 0

Bact. /nl 3.3x106 .0 x106

Expérlence à teqérature et à concentratioa en bactêrles (= 2.0 x tO6 tact./nt)

conatantea.

t (rn{n ) 0 . 5 6 . 0 L 2 . O 18 .0 30.0 3 6 . 0 42.O

t0l (ppb) 181.5 170 .0 L64.0 L49.5 L40.0 131.0 L22.5

t (nin) 0 . 5 6 . 0 L 2 . O 1 8 . 0 24.O 30 .0 3 6 . 0 4 2 . O

tOl 
_(ppb)

148.0 L42.O 138 .5 134 .5 LzL.5 116.0 104 .0 10L.0

t (nin) 0 . 5 6 . 0 L 2 . O 1 8 . 0 24.O 30.0 3 6 . 0 42.O

t0l (ppb) 11-3.0 1'_:'�104.0 9 9 . 0 9 1 . 0 8 5 . 0 7 8 . 5 7 3 . 0

t (nln) 0 . 5 6 . 0 L2.O 18 .0 24.O 3 0 . 0 3 6 . 0 42.0

t0l (ppb) 9 5 . 0 8 8 . 5 8 5 . 5 7 7 . 5 7L.5 6 6 . 0 s 8 . 0 5 4 .  0

t (nin) 0 . 5 6 . 0 L 2 . O 1 8 . 0 24.0 3 0 . 0 3 6 . 0 42.O

t0 l  (ppb) 67 .5 6 L . 5 54 .5 5 1 . 0 44.O 3 9 . 0 3 4 . 0 29 .O

t (nln) 0 . 5 6 . 0 1 2 . 0 1 8 . 0 24.O 3 0 . 0 3 6 . 0

t0l (ppb) 3 8 . 0 32.O 2 8 . 0 24.0 2 L . 5 1 8 . 5 1 6 . 0



TABLEAU A-2: (sulte)

Teopérature de l"reau: 19.5oc

AdaptatLon des bactérLes

t (ntnl 0 60 L20 150 180 208 zLO 240 285

tEJ tunb) 103.0 102.0 76 .O 64.O 38 .0 21.0 105.5 5 4 . 0 1 5 . 0

lact. /rtrl 2.6uLOG

ExpérLence à
consta,ntea.

teml rérature e t à c o ilcentfatj .on en bactérLes (- 2 . L 106 bact./n1)

' t  (nln) 6 . 0 L2 .O 1 5 . 0 r.a.o__ | za.o

tOl (ppb) 180.0*
l *
[73 .0

*
166 .0

*
156.0 L46.O 136 .0

I
I
I125.0 116 .0

t (nto) 0 . 5 3 . 0 6 . 0 9 . 0 L2 .O 1 5 . 0 r .8.0 2 4 . O

tOl (ppb) *
r.50.0 144.0* 138 .0 130.0 L22"O 11_4.0 105 .0 97 .O

t (nln) 0 . 5 3 . 0 6 . 0 9 . 0 L2 .O L 5 . 0 1 8 . 0

tol (ppb) 116 .0
*

106 .0 103 .0 97 .O 9L .0 8 4 . 0 79 .5

t (nln) 0 . 5 3 . 0 6 . 0 9 . 0 L 2 . O 1 5 . 0

tol Gpb) 9s .0 8 8 . 0 8 2 . 0 7 7 . 0 7 2 . 0 6 8 . 0

t (nln) 0 . 5 3 . 0 6 . 0 9 . 0 L 2 . 0 r .5.0

tçl (ppb) 6 6 . 0 6 1 . 5 s 4 . 0 4 8 . 0 44.0 3 9 . 0

' t  ( n l n ) 0 . 5 3 . 0 6 . 0 L 2 . O 1 8 . 0

tOl (ppb) 3 9 . 0 3 5 . 5 30 .0 24.0 2r.o

(*) Concentratlons négligées lors du calcul des paramètree cinétiques.



IABLEAII A-2: (sulte)

Température de lreau: 23.Ooc

Adaptatioa dee bactérLes

r (nitu) 0 60 L20 150 151 L75 210

t0I (ppb) 9 6 . 5 90 .0 23.O 7 . 5 52.O 8 . 0 4 . O

Bact. /nl 5.4x106 3.4x106

Expérlence à teupêrature et à eoncetrtratlon en bactérles (= 3.4 x 106 bact./nl)
corrat€ntes.

t (ntn) 0 . 5 3 . 0 6 . 0 9 . 0 L2 .O 1 5 . 0

tOl (ppb) L72 .O 166 .û 154.0 135 .0 116 .0 9 6 . 0

t (nin) 0 , 5 3 . 0 6 . 0 9 . 0 L 2 . O 1 5 . 0

tQl (ppb)
*

1.46.5 L37.5 119 .0 r_01.0 8 7 . 0 7 8 . 5

t (ntn) 0 . 5 3 . 0 6 . 0 9 . 0 L 2 . 0 1 5 . 0

tOl (ppb)
*

1 1 2 . 0 104 .0 8 8 . 5 76.s 6 3 . 0 6 0 . 0

t (nin) 0 . 5 3 . 0 5 . 0 8 . 0 1 1 . 0 1 4 . 0

tol  bpb) 8 3 . 0 7 3 . 0 6 6 . 0 s 4 . 0 44 .0 3 9 .  0

t (nln) 0 . 5 3 . 0 6 . 5 8 . 0 1 1 . 0 1 4 . 0

tOl  bpb) 5 0 . 5 4 s . 0 3 7 . 0 3 3 . 5 2 7 . O 2 0 . 0

t (ntn) 0 . 5 3 . 0 6 . 0 8 . 0 1 1 . 0 1 4 . 0

tOl (ppb) 26.5 23.O 1 9 . 0 1 6 . 5 r .3 .0 9 . 0

(l): Concentratlons négligées lors du calcul des paramètree cinétlques.



TABil,&ÀU A-2: (sutte)

teryérature de ,lreau: 30.OoC

Adaptatiou dee bactérLes

t (nln) 0 60 L20 L52 153 190 225

tOl (ppb) 106 LO2 39 16 107 40 11

hact. /nl 6.OdO6 8.6x106

A

Expérlencg ! 3mpprature et à conceûtratlon en bactéries (= 8.6 x 10" bact./nl)

conata,ntea.

t (nla) 0 . 5 3 . 0 6 . 0 9 . 0 L2.O 1 5 . 0

tOl (ppb)
*

L69.5 L62.O r44.O 131.0 116.0 105.0

t (nln) 0 . 5 3 . 0 6 . 0 9 . 0 L2.O 1 5 . 0

tOl bpb) r_40.0 130.0 115.0 103.5 91 .0 8 3 . 0

t (ntn) 0 . 5 3 . 0 6 . 0 9 . 0 L 2 . O r .5.0 1 8 . 0

tOl Qpb) 116 .0 103.5 9 3 . 0 84 .5 73 .O 6 s . 0 6 0 . 0

t (nin) 0 . 5 3 . 0 6 . 0 9 . 0 L 2 . O 1 5 . 0

fôl (ppb) 87.s 9 0 . 0 7 L . 5 64.O 57 .O 52.O

t (nln) 0 . 5 3 . 0 6 . 0 9 . 0 L2.O 1 5 . 0

tôl (ppb) 64.0 5 9 . 0 5 1 . 0 46.5 4 1 . 0 3 7  . O

t (nln) 0 . 5 3 . 0 6 . 0 9 . 0 L2.O 1 5 . 0

tOl (ppb) 3 6 . 0 32.0 2 7 . O 24.O 2 2 . 0 20.o

(*): Concentratlon négligée lors du calcul des parauètres cinétlques.
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TABLEiÀII A-3: Résultats
lnf tl.ale

de lrexpérl.ence à teryérature et concentratlon
de phéno1 cmatantes.

leqrêrature de lreau: 23.OoC

Adaptation dea bactéries

Ë (min) 0 60 L20 180 zLO zLL 230 240

tOl (ppbl 107.-5 93 .5 1 7 . 0 2 . 4 1 . 0 50.0 13.0 5 . 0

Expérl,ence à teryérature et cooceûtratlon tûltl.ale de phénol constantes.

2.3x106bact./ml 1.4r106bact./nI t.2xt06uaet./n] g.6x105Uact. /rnl S.8xt05Uact./n:

t

(-rn)
r0l

(ppb)

t

(ilr.o)

r0l
(ppb)

t

(nin)
r0l

(ppb)

t

(oln)
r0l

(ppb)

t

(nin)
t0 l

(ppb)

5 . 0

10 .0

1 5 . 0

20.'o

68 .0

s7 .o

44.s

26.O

5 . 0

15 .0

25.O

3 5 . 0

4s .0

58 .0

5 3 . 0

44.5

24.5

14 .0

5 . 0

20.o

3 5 . 0

50 .0

6 5 . 0

68 .0

64.5

39.5

1 9 . 0

13 .0

5 . 0

20 .0

35 .0

50 .0

65 .0

7 7 . O

7 2 . s

5 1 . 0

34.s

24.5

5 . 0

25.O

4s .0

6 5 . 0

8 5 . 0

8 7 . 0

76 .5

s 9 . 5

4 0 . 5

2 7 . 0
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UETEOI'E DE DENO}'BREUEIII I'ES BACTERÎES

' Le déuqmbrenent des bactérles a été effectu€ par la nêthode de dLlutlon

sur rm nllieu solide, dans dee bottee de Pêtrl.. lrol.s dLlutlons, 1O-3, 10-4

et 10-5 ont êÊé utlLLsées. Chaque dllutlon a êté effectuée en triple. Le m:i-

lleu de culture de pE - 7.3 avalt La coqrositlon sulvante:

LEoa

ugSO4.7E2o

NaCl

CaCL2

FeCl,

(NE4), sO+

Bacto-Agar

Eau dlstlLlêe

1.0 e.1-1

0.2 g.1-1

0.1 g.L- l

0 .1 g.1-1

0.02 g.1-1

1.0 g.L-1

20.0 g,1-1

1 . 0  t

Phéno1

150 ppn (expérlences sur le terraln; ccinceotratlon
permettant dfisoler l-ee bactérles phénoliques
du nllieu naturel).

200 ppb (expérLencea au laboratolre; concentratlon
permettaat la crolesance des bactétles phéno-
llquee déJà lsolées).

Après ensemencement en surface, Les boltes de Pétrl étaient rnlses en ln-

cubatlon à 2OoC pendant 5 Jours. Les colonles étal.ent ensulte comptées et le

nombre de bactérles par nl était déternlné à lfalde dtune néthode graphique

dtextrapolation llnéaire (35).
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