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RESUME

Les phénols produits par les raffineries de pétrole de 1'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 3 cause du goiit et de 1l'odeur qu'elles conférent & 1l'eau en cas
de traitement au chlore et a cause de leurs efféts sur la faune et la flo-

re aquatique.

Des études antérieures ont démontré que la concentration de phénols
diminue en fonction 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 &viden-
ce une voie principale pouvant expliquer la disparition du phémol. Un
effort particulier a été fourni pour déterminer 1'expression cinétique de
cette disparition. Deux méthodes ont été utilisées pour déterminer la
concentration du phénol, celle & 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 & 1'expression cinétique de Michalllis 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 caiculée

est de 36.4 Kcal/mole.
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1. INTRODUCTION

‘Les eaux 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 3 cet appcrt. Les phénols sont produits lors des opérations de cra-
quage catalytique ou therﬁique, de la fractionnation des huiles brutes et
du procédé de raffinage (2) et compremnent (3): 1le phénol, les crésols,

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

La présence des phénols dans le milieu aquatique est indésirable @ cau-
se du goiit et de 1'odeur qu'ils conférent a& 1'eau en cas de traitement au
chlore (4). Le goiit est perceptible lorsque la concentration est supérieu-
re 3 2 parties par milliard (ppb) (5). A des concentrations plus élevées,
il1s agissent sur les microorganismes épurateurs provoquant ainsi un ralen-
tissement et quelquefois 1l'arrét des processus naturels d'épuration biolo-

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

sons (6).

Un échantillonnage a déja été effectué (1) au cours de 1'été 1972 et de
1'hiver 1973 dans sept sections transversales du fleuve Saint-Laurent compri-
ses entre l'amont des raffineries et la confluence avec la Rivi&re-des-Prai-
ries. Les résultats obtenus démontrent que les eaux de rejets des raffine¥~
ries se mélangent peu aux eaux du fleuve et s'@coulent dans un cOne de dif-

fusion assez &troit, inférieur 3 450 métres de largeur, le long de la rive




nord du fleuve. Pour plusieurs sections transversales du fleuve, les ré-
sultats montrent d'autre part, un bon mélange vertical et uné 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 a
partir de 309 - 450\m§ttes de la rive nord. Les calculs du bilan des phé-
nols pour plusieurs sections transversales ont permis de mettre en évidence -
une disparitior des phénols en fonction de la distance en aval des rejeté,
lorsque la température de 1'eau est assez &levée (1). Plusieurs mécanismes
pourraient €tre invoqués pour expliquer cette disparition des substances

phénoliques.

Kaplin etral. (7) ont étudié la décomposition d'un mélange de phénols
dans les eaux naturelles. Leurs expériences consistaient'a ajouter 50 ml
d'un effluent de cokerie, préalablement traité biologiquement, & 5.0 1 d'eau
d'une rividre. En ajoutant 50 ml d'effluent, ils introduisaient dans 1'eau
de la riviére les microorganismes et les substances organiques qui, norma-
lement sont déversés dans les effluents. A ce mélange, ils ajoutaient di-
verses quantités de différents phénols pour en &tudier la vitesse de décom-
position. Des différents phénols &tudiés (phénol, crésols, etc...), ils ont
trouvé que le phénol (CGHSQH) est le plus instable alors que les xylénols
sont les plus stables. D'aprés 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 €té décrite par 1'@quation

- kt)"
= e (1.1)




ot Co = concentration initiale, C = concentration au temps t, k = constan-
te de vitesse, n = ordre de la réaction. Pour les crésols et xylénols

n = 2; pour le phénol n = 1. Les constantes de vitesse obtenues 3 T = 20°¢C
pour le phénol, les m et p-crésols, l'o-crésol, le 2 - 4 xylénol et le 2 - 3

xylénol sont respectivement 0.575, 0.188, 0.160, 0.076 et 0.048 jour - 1.

Krombach et Barthel (8) ont &tudié 1'é&volution de la concentration des
composés phénoliques, déversés accidentellement.dans un petit cours d'eau
par une usine de fabrication de phénol. Cette étude a été faite sur une
disténce de 36 km. En calculant les bilans des composés phénoliques 3 dif-~
férentes distances en aval du point de rejet, ils ont constaté une diminution
rapide de ces derniers. 1Ils ont attribu@ ceci en grande partie d la biodé-
gradation. En supposant une réaction du premier ordre, ils ont trouvé une
constante de vitesse moyenne de 1'ordre de 0.20 jour i aT=153a 16°C, ce
qui est comparable & celles obtenues pour la biodégradation des eaux usées

domestiques dans les cours d'eau (9).

Kaplin etrél. (10) ont étudié l'effet de la temp@rature sur la vitesse
de dégradation des phénols dans les eaux naturelleé. A des échantillons
de 1.5 1 d'eaukde la riviére Don, ils ajoutaient 30 ml d'eau d'un efflueﬁt
d'une cokerie préalablement traité biologiquement et 1 mg/l de différents
phénols. Les échantillons ont ensuite &té étudiés aux températures de 0, 5,
10, 20, 25 et 30°C. A 30°C le phénol (CgH;OH) disparaissait aprés 96 - 100
heures, le m~xylénol aprés 170 heures. A 5°C des quantités appréciables de
phénol étaient encore décelables aprés 210 heures, et seulement une petite

partie (environ 20%) du m-xylénol et du p-xylénol &tait décomposée.

Malgré 1'importance des effets des phénols dans le milieu aquatique, il




semble que peu de recherches sur leur stabilité@ dans le milieu aquatique
alent été entrepfises, surtout 3 des concentrations représentatives de cel-
les existant dans un tel milieu. Les recherches ont en effet jusqu'd pré-
sent porté sur leur stabilité a des concentrations de 1'ordre de plusieurs
ppm et le mécanisme ainsi que la cinétique de décomposition n'ont pas été

clairement démontrés.

Notre étude porte sur les modalités de disparition du phénol. Par des
expériences effectuées avec le souci de se rapprocher le plus possible des
conditions naturelles du milieu, nous tentons de déterminer le mécanisme et
la cinétique de dégradation du phénol (C6H50H). Ceci pourrait conduire
ultérieurement a 1'élaboration d'un modéle explicatif de cette disparition.
Celle-ci serait &tudiée en fonction de paramétres tels que: concentration
ét type de phénol, température, nombre de bactéries phénoliques, quantité
et nature des solides en suspension, pH, concentration d'oxygéne dissous
et turbidité. Ce modéle devrait permettre de prédire l'effet de la varia-
tion de ces différents paramétres sur les modalités de disparition des‘phé-
nols, ainsi que la qualité des eaux réceptrices suivant la nature et la quan-

tité des rejets des raffineries.




2. METHODE EXPERIMENTALE

2.1 Prélévement de 1l'eau nécessaire aux expériences

Comme mentionné précédemment, des &tudes préliminaires (1) ont montré
que le cOne de diffusion des raffineries forme une bande assez étroite le long
de la rive nord du fleuve. D'autre part, on a conétaté un bon m@lange verti-
cal des eaux derrejets des raffineries avec 1'eau du fleuve. A la lumidre
derces constatétions, nous avons déterming& un lieu de préléQement de 1l'eau
nécessaire péurvles expériences décrites subséquemment. Ce lieu a les carac-
téristiques suivantes:

- 11 est situé dans le cOne de diffusion des raffineries et est donc
représentatif des conditions existantes dans les eaux influencées par
les rejets des raffineriés;

- il est facilement repérable car il se trouve face 3 1'Ile Sainte-Thérése,

sous les pylones de 1'Hydro-Québec, 3 proximité des bouées, 3 environ

3,000 métres en aval du point de rejet.

Tous les &chantillons ont &té prélevés 3 ce méme endroit, & une profon-
deur approximative d'un métre,»ceci en raison du bon mélange vertical exis-
tant et pour éviter de prendre les huiles de surface. Les &chantillons ont
été recueillis dans des bouteilles de polyéthyléne. Tant que la temp@rature
le permettait, c'est-d-dire avant le gel du fleuve, nous allions en bateau
prélever ‘les échantillons. Durant 1l'hiver, c'était en hélicopteére que nous

opérions.




2.2 Méthodes d'analyse

Pour 1l'analyse du phénol nous avons utilisé deux méthodes spectroscopi-
ques: 1'une dans le visible, aprés coloration a la 4 - amino-antipyrine et
1'autre par détermination directe de la fluorescence. La premidre méthode
s'est avérée longue et nous 1l'avons abandonnée 3 partir d'un certain moment

au profit de la seconde.

2.2.1 Méthode & la 4 - amino-antipyrine

Cette méthode est dérivée de celle proposée par American Public Health
Association (APHA) (11). Quelques modifications y ont &té apportées, telles
que suggérées par Faust (12). Le principe de cette méthode est le suivant:
les composés phénoliques se condensent 3 la 4 - amino-antipyriné et une.
oxydaﬁion subséquente produit, 3 des conditions alcalines, une coloration
dont 1'intensité est proportionnelle @ la concentration en ﬁhénol. Les opé-
rations suivantes sont effectuées:

- distillation de 1'échantillon de 500 ml pourrentrainer les phénols 3
la vapeur d'eau;

- ajustement du pH du distillat 3 8.0 avec un tampon de phosphates;

- addition de 4 - amino-antipyrine et de ferricyanure de potassium; les
phénols se condensent alors 3 la 4 - amino-antipyrine et on a ensuite
une oxydation du complexe en forme quinone donnée par la ré&action sui-

vante;

l Ce'Hs
VAN

OH oxzdationi H CT —0
OH H,C | N _©=
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- extraction du complexe avec le chloroforme pour le concentrer;
- mesure de 1'absorbance 3 460 nanomdtres (nm) 3 1'aide d'un spectro-

photométre ultraviolet-visible (Beckman, Acta III).

La limite de détection, définie comme étant deux foils la valeur du
"bruit de fond" de 1'appareil, est de l'ordre de 0.5 ppb. L'écart type,
déterminé (1) i partir de huit analyses sur un méme &chantillon d'eau du

fleuve contenant 11 ppb de phénols s'est avéré étre de 0.3 ppb.

2,2.2 Méthodelde la spectroscopie de fluorescence

2.2.2.1 Aspects théoriques

Quand une molécule, & 1'état stable M, absorbe une énergie E = hv, elle
, . | 7
est portée 3 1'état excité M . Il se produit ensuite une rapide désactiva-

tion par collisions.

La molécule, en revenant 3 son état stable initial, émet une &nergie
appelée suivant le cas, fluorescence ou phosphorescence. La fluorescence pré-
sente une durée de vie plus courte et s'éteint presque immédiatement, i.e.
< 10_8 sec., alors que la phosphorescence peut persister pendant quelques

dixiémes de secondes.

La relation concentration-fluorescence peut €tre déduite de la loi Lam-

bert—-Beer comme suit:

-acd)

I,-1=1I (1-10 = quantité de lumidre absorbée (2.1)

o]

ol Io 2 intensité incidente, I = intensité transmise, ¢ = concentration,

d = longueur chemin optique et a = coéfficient d'extinction molaire.




L'intensité F de fluorescence est proportionnelle & la quantité de

lumiére absorbée. Si 0 est le rendement quantique de fluorescence, on a
F=ko6I (1-102% (2.2)
oli k = constante de proportionnalité.

Pour des solutions diluées, c'est-d-dire oli acd <0.05 et le pourcen-
tage de lumidre absorbée est faible, les derniers termes du développement de

-acd

1'expression (1 - 10 ) peuvent étre négligés. On a donc

F=k®o Io acd = Ke (2.3)

I1 existe donc, sous ces conditions, une relation linéaire entre la con-
centration du composé et 1l'intensité de la fluorescence. D'aprds Bridges
(13), la relation linéaire est valide pour des concentrations variant de

10 ppb & 8000 ppb de phénol.

Par ailleurs, certains facteurs (13) affectentrle rendement de fluores-
cence: caractéristiques des instruments, température, photodécomposition,
pH, structure chimique, etc... Par exemple, une variation de pH peut amener
une modification de la forme ionique du composé. La molécule neutre de phé-
nol est fluorescente tandis que 1'ion phénolate ne 1l'est pas. A des pH supé-
rieurs & 11.8, 997 du phénol étant sous forme d'ions phénolates, la fluores—.
cence est pratiquement nulle (14). Il est important donc de bien contrdler

ces facteurs afin de ne pas affecter la reproductibilité de la méthode.

2.2.2.2 Préparation de 1'échantillon

Afin d'@liminer les interférences dues aux bactéries, aux matiéres en




suspension, etc..., noﬁs nous trouvons dans l'obligétion de distiller nos
&chantillons d'eau brute. Comme 1'&chantillon ne peut en pratique &tre
distillé complétement, nous avons étudié la relation eﬁtre la quantité de
phénol récupérée dans le distillat et le volume distillé. Sur la figure 2.1,
cette relati;n est représentée pour un &chantillon de départ de 100 ml, conte-
nant 100 ppb de phénol. Nous voyons sur cette figure que nous retrouvons
42.5%, 73Z, 93% et 102% du phénol dans le distillat apr@s avoir distille 257,

50%, 75% et 100% de 1'é&chantillon.

Nous avons ensuite déterminé la reproductibilité de la technique. Pour
un total de 16 échantillons de 100 ml et de concentration de 100 ppb de phénol,
nous avons recueilli pour chacun, les premiers 50 ml de distillat et avons a-
nalysé la concentration en phénol dans ces distillats. La moyenne des con-
centrations, C, s'est avérée &tre de 143.2 ppb et 1'&cart type, 0, de 1.4 ppb,
ce qui permet de calculer un coefficient de variation o/C < 1%. 11 est 3 no-
’ter que ce coefficient de variation implique touteé les étapes: distiliatién

et mesure de fluorescence.

2.2.2.3 Technique pour 1l'analyse du phénol

Pour nos études, nous disposons d'un spectrophotométre de fluorescence
Perkin Elmer 204 avec source au Xénon (150W) et balayage des longueurs d'on-

des d'excitation et d'émission de 220 & 780 nm.

Sur un échantillon &talon, ‘nous avons déterminé les paramé@tres suivants:
- la longueur d'onde optimale d'excitation, qui est situe & environ
278 nm.

- la longueur d'onde d'émission optimale pour une excitation & 278 nm qui

se situe entre 299 et 301 nm.

La figure 2.2 nous montre des courbes d'émission de fluorescence pour un é~
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talon de 100 ppb (traits pointillés) et pour un témoin (trait plein). La

bande de forte intensité entre 250 et 290 nm Eorrespond d 1l'effet Tyndall di

au faisceau excitateur. Le témoin peut €tre obtenu:

- soit par un échantillon d'eau distillé;

- soit par 1'échantillon du phénol lui-méme amené a pH > 11.8; dans ces
conditions, nous sommes en présence d'ions phénolates qui ne présentent

aucune fluorescence.

Comme le montre la figure 2.2, 1'intensité@ de fluorescence observée pour
1'étalon comprend 1'intensit@ de fluorescence du phénol présent et aussi le
spectre Raman de 1'eau (entre 300 et 325 nm) qui se situe dans la région de
fluorescence du phénol (15). Pour obtenir la fluorescence de 1'étalon, on
procéde donc par différence des valeurs maximales de fluoreécence de 1'étalon

et du spectre Raman du témoin.

~Sur la figure 2.3, nous avons représenté une coqrbevd'étalonnage de 1'in-
tensité de fluorescence du phénol en fonction de la concentration de phénol.
On y voit qu'on obtient une relation linéaire entre O et 200 ppb; le coeffi-
cient de correlation calculé est de 0.997. La limite de détection, définie
comme étént 1la plus petite quantité mesurable dépassant le pic Raman de 1l'eau, |

est d'environ 2 ppb.

2.2.2.4 Avantages de la méthode de fluorescence

La technique de fluorescence pré@sente pour nous, plusieurs avantages par
rapport & la méthode 3 la 4 - amino-antipyrine. Nous pouvons noter une réduc-

tion de cinqg fois du volume nécessaire & la prise d'essai et de dix fois du

distillat 3 recueillir. Ceci améne, par le fait méme, une réduction trés ap-
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préciable du temps de distillation. Les réactions colorimétriques et 1l'ex-
traction étant supprimées, nous pouvons passer directement & la mesure, apres

distillation.

Des essais de reproductibilité sur un &talon de 100 ppb dans 1'eau dé-
minéralisée, ont donné de trés bons résultats, le coefficient de variation é-
tant inférieur & 1%. La limite de détection se rapproche de celle de la mé-
thode 3 la 4 - amino-antipyrine. Il est 3 noter cependant que la technique

a été mise au point uniquement pour le phénol (CGHSOH)’ seul composé néces-

saire pour notre travail.




3. ETUDE DES VOIES DE DISPARITION DU PHENOL

Dans le milieu aquatique, le phénol peut disparaitre selon plusieurs mé-
canismes comme oxydation chimique, photooxydation, adsorption ou biodégradation.
La premiére,étape de notre étude a consisté d effectuer des expériences nous
permettant de mettre en &vidence une voie importante de disparition du phénol.

3.1 Etude comparative du comportement du phénol dans de 1'eau stérile et non
stérile

Environ 25 litres d'eau du fleuve ont été prélevés au lieu d'échantillon-
nage décrit daﬁs la section 2.1. Cette eau, dont la température &tait de 20°C,
était recueillie dans une bouteille de polyéthyléne de 25 litres. Un &échantil-
lon de 1.0 1 a &té fixé selon la méthode proposée par 1'APHA (11) afin de per-
mettre la détermination ulférieure de la concentration de phénols dans le fleu-
ve; cette concentration &tait de 10 ppb. Une fois revenus au quai, la quanti-
té d'eau fut séparée en deux portions respectives de 15 et 5 litres qui furent

traitées différemment selon la procédure décrite ci-dessous.

A la portion de 15 litres d'eau, nous avons ajouté du phénoi pour obtenir
une concentrati§n d'environ 125 ppb. Aprés une forte agitation, un &chantil-
lon de 600 ml a &té prélevé pour mesurer la concentration en phénols au temps
initial. Fnsuite la bouteille a été immergée dans le fleuve & umne profondeur
d'environ 0.5 meétre pour que.l'expérience se déroule & température constante

et une agitation a &té effectuée régulirement. Pendant quatre heures, des é-
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chantillons furent prélevés toutes les 15 minutes (600 ml) en vue de mesurer
la{éoncentration de phénols et toutes les 30 minutes (10 ml) pour la détermi-
pation du nombre de bactéries phénoliques. Pour cette derniére détermindtion,
effectuée par la méthode de dilutidn sur un milieu solide phénolique décrit
dans 1'annexe B, 1'ensemencement a eu lieu sur place, immédiatement aprés le
prélévement de 1'échantillon. Les bactéries étaient compt@es aprés incubation
3 20°%C pendant 5 jours & 1'aide d'un compteur de colonies. Les échantillons
prélevés en vue de 1l'analyse de phénols ont été fixés immédiatement et conser-
vés a 4°C jusqu'a 1'analyse par la méthode 3 la 4 - amino-antipyrine. Entré

le prélévement de 1l'eau au lieu d'échantillonnage et 1'immersion de la bouteil-

le dans le fleuve, environ 20 minutes s'@taient &coulées.

-

La portion de 5 litres d'eau du fleuve a &té po;tée d é&bullition pour la
stériliser. Aprds qu'elle fut revenue 3 la température ambiante, elle fut pla-
cée dans une bouteille de polyéthyléne de 25 litres, préalablement stérilisée
avec de 1'alcool & 997 et rincée plusieurs fois avec de 1l'eau stérile. Aprés
agitation, pour faciliter la réoxygénation de 1'eau, sa concentration en phénolé
fut ajustéefa environ 125 ppb. Avant de placer la bouteille dams le fleuve, un
échantillon fut préleVé pour mesurer les concentrations initiales de phénols et
des bactéries. En prenant‘soin d'agiter réguliérement la bouteille, des échan-
tillons furgnt pfélevés toutes les 60 minutes, durant quatre heures, pour analy-
ser les phénols et déterminer le nombre de bactéries phénoliques selon les métho-

des décrites pour 1l'expérience précédente.

Les résultats de ces deux expériences sont représentés par les courbes de
la figure 3.1. Nous pouvons observer qu'il y a une diminution de la concentra-

tion en phénols en fonction du temps dans la premiére expérience, alors que dans
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Figure 3.1: Evolution de la concentration de phénolset du nombre
de bactéries phénoliques dans une eau stérile et dans
une eau non stérile.

O= [phénols] dans 1'eau non stérile
v= ([phénols] dans 1l'eau stérile

0= [bactéries] dans 1l'eau non stérile
O= [bactéries) dans 1l'eau stérile
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la deuxiéme, la concentration en éhénols en fonction du temps reste pratique~-
ment inchangée. Nou; remarquons aussi que dans la premiére expérience, le ném—
bre de bactéries bhénoliques augmente en fonction du temps, 3 mesure que ies
phénols disparaissent, tandis que dans la déuxiéme, 1'eau est bien demeurée
stérilg. Le nombre de bactéries phénoliques (entre 105 et 106 bactéries/ml)

représente 3 ad 47 de la microflore totale.

A la lumiére de ées deux expériences, nous pouvons nous permettre d'éli-
miner au moins un mécanisme de disparition du phénol, lequel était le principal
composé phénolique dans les deux milieux, ceux avec 1'eau stérile et 1'eau non-
stérile. En effet, dans 1'eau stérile, le phénol pourrait disparaltre par oxy-
dqtion chimique, adsorption ou ph?tooxydation; or, nous ne notons aucune dis-
parition pendant quatre heures. Nous devons donc &liminer de toute &vidence
1'oxydation chimique comme voie de disparition du phénol. L'adsorption sur des
sédiments en suspension ne semble pas également &tre un ﬁécanismg important si
on en'juge d'abrés les résultats (voir la section 3.2). 11 est & noter cepen-
dant, que le fait d'amener 1l'eau 3 &bullition, peut modifier les sédiments en
suspension. Quant & la photooxydation, comme 1'expérience a &té effectuée dans
une bouteille de polyéthyléne et que ce matériau ne transmet pas la lumilre de
tout le spectre solaife, nous ne pouvons 1l'éliminer comme mécanisme de dispari—:

tion du phénol.

Puisque le fait de faire bouillir 1l'eau peut ﬁodifier les sédiments en sus—
pension; nous avons pensé utiliser un autre moyen qe stérilisation 3 1l'aide
d'antibiotiques. Nous avons utilisé un mélange de}pénicilline et streptomycine
3 une concentration de 500 pg/ml chacune. Malheureusement, cette expérience

s'est avérée infructueuse 3 cause des difficultés rencontrées lors des analyses
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3 la 4 - amino-antipyrine. Les antibiotiques ou leurs produits de dégradation

interférent lors du dosage des phénols.

i

3.2 Etude de 1l'adsorption du phénol dans 1l'eau du fleuve

Afin d'évaluer le rdle de 1l'adsorption dans la disparition du phénol, nous

avons congu 1'expérience décrite ci-dessous.

Un volume de 5 litres d'eau du fleuve a été stérilisé 3 1'autoclave, pen-
dant 15 minutes & 15 livres de pression et a 121%. Comme la stérilisation amé-
né un léger changement de pH, nous 1l'avons réajusté & sa valeur initiale, 8.1,
avec de 1l'acide chlorhydrique dilué. Un é&chantillon a ensuite &€té prélevé afin
de mesurer la concentration initiale de phénols dans 1l'eau stérile. Cette
concentration était de 15 ppb. Pour cette expérience, les concentrations de

phénols ont &té déterminées par la méthode de fluorescence.

La mémé quantité de phénol par unité de volume, a été ajoutée d 1l'eau du
fleuve et 3 un étalonbpréparé avec de 1'eau déminéralisée. L'eau du fleuve fut
divisée en deux portions placées dans des Erlenmeyers. Aprés agitation continue
pendant 90 minutes, deux &chantillons &taient prélevés dans chaque fiole. L'un
était distillé immédiatement tout comme 1'Etalon, taﬁdis que l'autre 1l'était a-
prés filtration sur une membrane (millipore HA) de porosité 0.45 micrométres
(nm).' Avant la filtration, les filtres ont &té lavés avec 1.5 litre d'eau démi-
néralisée afin de minimiser les interférences dues aux matériaux composant les
filtres et pouvant &tre lessivés. Par mesure de précaution, les derniers 50 ml

de cette eau de lavage, ont &té utilisés comme témoin pour les échantillons fil-

trés lors de l'analyse par fluorescence.

Les résultats de cette expérience sont indiqués dans le tableau 3.1. On y
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voit qu'environ 15% du phénol est adsorbé sur les sédiments aprés 90 minutes,

TABLEAU 3.1: Adsorption du phénol par les sédiments en suspension.

[?hénol] dans 1'eau du fleuve stérile % %

ESSAL (ppb) d'adsorption | de récupération
[ par i
ajoutée aprés filtration aprés : distillation
+ ; '
|

naturelle et distillation | distillation

1 115 94.5 111.5 15.2 97.0

|
|
|
|
|
2 115 97.0 114.0 14.9 ' 99.0
|

ce qui est un peu plus que le temps nécessaire pour que les eaux en provenance

des raffineries atteignent le lieu d'échantillonnage. Par contre, lors de la dis-
tillation, on récupére dans le distillat presque tout le phénol qui s'était ad-
sorbé; puisque les deux méthodes analytiques comportent cette &tape de distilla-
tion, elles dosent i la fois le phénol en solution de méme que le phé&nol adsorbé
sur les sédiments en suspension. Il a été vérifié, daﬁs cette expériencé, qu'il
n'y avait aucune adsorption de phénol sur les filtres.

3.3 Evidence de la biodégradation comme mécanisme important pour expliquer
la disparition du phénol

Nous avions retenu quatre mécanismes explicatifs de la disparition du phénol
dans le fleuve. D'aprés les résultats de l'expérience décrite dans la section

3.1, nous pouvons éliminer 1'oxydation chimique, puisque dans 1'eau stérile, au-
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cune dipinutionbde phénol n'était observée. Par contre, la photooxydation

ne peut étre éliminé; d'aprés ces mémes résultats, puisque le polyéthyléne ne
transmet qu'une partie du spectre solaire. Cependant, la photooxydation n'est
peut etre pas un mécanisme important pour exﬁliquef la disparition du phénol
dans 1'eau du fleuve, si on considére la profondeur du fleuve dans cette ré-
gion (environ 7 métres) et la turbidité de 1'eau, de 1'ordre de 10 unités
Jackson (11) d'aprés Korab (16). L'expérience décrite dans la section 3.2 a
permis de mettre en évidence une adsorption de 1'ordre de 15Z du phénol sur

les sédiments en suspension. Pour que ce mécanisme explique la disparition du
phénol dans les eaux du fleuve, il faudrait qu'il y ait sédimentation des par-
ticules en suspension et par le fait méme entrafnement du phénol adsorbé dans
les sédiments de fond. Or, si on considére que les vitesses de courant dans la
région étudiée sont de 1l'ordre de 0.5 métre/seconde, il est peu probable que la

sédimentation soit importante.

La biodégradation semble cependant €tre le mécanisme important pour expli-
quer la disparifion du phénol dans les eaux du.fleuve. Plusieurs faits militent
en effet en faveur de ce mécanisme. D'aprés l'expérience décrite dans la sec-
tion 3.1 et représentée sur la figure 3.1, nous n'observons aucune diminﬁtion
de phénol dans 1'eau stérile, alors que nous en observons une lorsque 1l'eau
n'est pas stérile. De plus, nous observons une augmentatibn du nombfe de bacté-
ries phénoliques 3 mesure que la concentration de phénol décroit. D'aprés Visser
et Lamontagne (17), plus de 30 souches différentes de bactéries, capables d'uti-
liser le phénol comme substrat, ont &té isol&es de 1l'eau du fleuve prélevée dans

la région influencée par les raffineries.

En conséquence, il semble bien que la biodégradation soit le mécanisme le

plus important, sinon le seul 3 pouvoir expliquer la disparition du phénol dans
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les eaux du fleuve. Nous nous sommes donc attachés, dans le reste du travail,

3 n'étudier que ce mécanisme de disparition du phénol; pour y arriver, nous
devons travailler dans des conditions qui nous permettent de n'observer que ce
mécanisme. D'aprés les résultats des éxpériences décrites dans les sections

3.1 et 3.2, il est possible de réaliser ces conditions en utilisant une bouteil-
le de polyéthyléne comme contenant du milieu réactionnel et en effectuant une
distillation avant 1'analyse du phénol. En effet; d'aprés les résultats de
1'expérience dans la section 3.1, la disparition de phénol observée dans 1l'eau
non stérile, ne peut &tre expliquée que par la biodégradation. De plus, d'aprés
1'expérience décrite dans la section 3.2, on constate qu'on récupére, lors de

la distillation, tout le phénol adsorbé&, ce qui fait qu'on ne voit pas le phéno-

méne d'adsorption.




4. ETUDE DE LA BIODEGRADABILITE DU PHENOL

Des expériences de simulation ont &té effectuées pour &tudier la vitesse
de biodégradation du phénol en essayant de se rapprocher des conditions qui exis-—
tent dans le fleuve Saint-Laurent. Les premiéres expériences ont &té congues
pour étre effectuées sur le terrain. Cependant, aprés nous &étre rendu compte que
nous ne pouvions bien contrSler les variables de la réaction, nous avons modifié
le protocole expérimentalAet avons dii exécuter les expériences de simulation en
laboratoire. Ce chapitre décrit les expérieﬁces effectuées ainsi que les résul-

tats obtenus.

4.1 Expériencés de simulation sur le terrain

4.1.1 Description des expériences

De 1'eau prélevée au lieu d'échantillonnage décrit dans la section 2.1, &-
tait placée dans une bouteille de polyéthyléne de 25 litres et ramenée au quai.
La température de 1'eau était mesur@e et un &chantillon d'eau prélevé pour déter-
miner la concentration naturelle de phénols. Une quantité déterminée de phénol
était ajoutée dans la bouteille de polyéthyléne qui &tait ensuite plongée dans
le fleuve, en ayant soin de l'agiter réguliérement. A différents temps, des &-
chantillons étaient prélevés pour mesurer la concentration de phénols et le nom-
bre de bactéries phénoliques. La concentration.en phénols a été mesurée par la
méthode 3 la 4 - amino-antipyrine et le nombre de bactéries phénoliques, détermi-

né selon la méthode décrite dans 1'annexe B.
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4.1.2 Résultats

Quatre expériences ont été réalisées & des températures de 16, 20, 23
et 25°C. Les résultats apparaissent dans le tableau A-1l, annexe A. On y re-
trouve, pour chaque expérience: 1la température de 1l'eau, la concentration na-
turelle de phénols, ainsi que 1'&volution en fonction du‘temps, de la concentra-
tion de phénols et du nombre de bactéries phénoliques._ Nous remarquons, en con=-
sultant ces résultats que pour chacune des expériences, le nombre de bactéries
phénoliques croft & mesure que la concentration de phénol décroit, ce que nous
avions d'ailleurs observé (voir la section 3.1). De plus, il faut souligner que
la céncentration en phénols ajoutée, &tait supérieure @ la concentration dite
natﬁrelle. Par conséquent, dans les sections qui suivent, nous parlerons de
la disparition du phénol ajouéé plutdt que de la diminution de la concentration

en phénols.

4.1.2.1 Effet de la température

Afin d'évaluer 1'effet de la température de 1l'eau sur la dégradation du phé-
nol, nous avons représenté sur la figure 4.1 le pourcentage de phénol en fonction
du temps pour les quatre températures étudiées. Les courbes de la figure 4.1
montrent que plus la température est &levée, plus vite se fait ia dégradation.
Cette action de la température ambiante peut cependant &tre multiple. Elle peut
agir sur la cinétique méme de biodégradation, sur le nombre de bactéries phénoli-
ques présentes lorsque 1l'expérience débute, de méme que sur le taux de croissan-
ce de ces microorganismes pendant l'expérience. Il est en effet logique de pen-
ser que la vitesse de biodégradation puisse @tre fonction du nombre'de bactéries
phénoliques. Le tableau 4.1 montre le nombre initial de bactéries phénoliques

pour chacune des expériences; on y voit que ce nombre varie d'une expérience 3
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TABLEAU 4.1: Variation du nombre initial de bactéries phénoliques et de la con-
centration naturelle des phénols en fonction de la température de

1'eau
Date 25/9/73 11/9/73 28/8/73 | 5/9/73
o l '
Température en C 16 20 23 25 !
, 4 5 b 5
Nombre de bactéries par ml| 6.0 x 10 1.6 x 10 8.9x10° '1.0 x 10
i
[phénolsjlnaturelle (ppb) 44.5 10.2 8.2 { 7.0
|

1'autre. Nous remarquons également que la concentration naturelle en phénols di-

minue 3 mesure que la température augmente.

Sur la figure 4.2, oii nous avons représenté les résultats obtenus lors de
1'expérience réalisée a 23°C, nous constatons que la vitesse maximale de dégra-
dation ne se produit pas au tout début de 1'expérience. Ce ﬁhénoméne pourrait
s'expliquer par une phase de latence due 3 un stress imposé aux bactéries. Ce
stress serait di & la présence de pafois (bouteille de polyéthyléne) et & 1'ad-
dition subite d'une quantité& de phénol."En plus, il est possible d'imaginer que

les bactéries, avant de dégrader le phénol, s'attaquent a d'autres substances or-

ganiques préséntes, elles aussi, dahs le milieu.

Plusieurs essais ont &té tentés afin de déterminer une expression ciné&tique
pouvant expliquer les ré&sultats des expériences de simulation sur le terrain.
Nous avons essaYé des expressions cinétiques d'ordres 1 et 2, ainsi que 1'équa-

tion de Michalllis et Menten. Cependant, aucune de ces expressions cinétiques ne
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expliquer les difficultés rencontrées. Tout d'abord, soulignons la variation
simultanée du nombre de bactéries bar ml et de la concentration de phénol. En-
suite, la présence dans le milieu naturel de différents types de phénols (cré-
sols, xylénols,>etc...), qui n'ont pas nécessairement la méme vitesse de dé-
gradation que le phénol (7). Enfin, la vitesse maximale de dégradation ne se

produit qu'aprés un temps de latence.

4,2 Expériences de simulation en laboratoire

Pour les raisons mentionnées dans la section précédente mnous avons effec--
tué des expériences de simulation en laboratoire, ce qui nous pefmettait de mieux
contrdler les différents facteurs susceptibles d'affecter le taux de la bilodé-
gradation. Ceéendant, durant cette expérimentation, nous avons eu le souci cons-
tant de nous rapprocher le plus possible des conditions naturelles du milieu

fluvial.

4.2.1 Description des expériences

De 1'eau du fleuve prélevée au lieu d'échantillonnage habituel, fut ramenée
au laboratoire et laissée 3 la température ambiante entre un et deux jours pour
que la biodégradation des phénols présents originellement dans 1'eau, s'effectue.
Cette eau fut ensuite conservée a 4°c jusqu'a son utilisation pour une expérien-
ce. La quantité requise pour une eipérience était stérilisée 3 1'autoclave,
pendant 15 minutes a 121°C et 15 livres de pression. Le pH &était ensuite ajus-

- -
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s'est avérée satisfaisante. Plusieurs raisons peuvent &tre invoquées pour
|
|
|

té 3 sa valeur initiale avec de 1l'acide chlorhydrique dilué. Nous avons ensuite !

ajouté une suspensien de bactéries que nous avons adaptée au phénol, selon une

procédure décrite plus loin.

- = RE .z o = .
Toutes les expériences, sauf celle réalisée & 23.0 C (température ambiante
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du laboratoire) ont &té effectuées dans une chambre 3 température contrdlée.
La concentration de phénol était déterminée par la méthode de fluorescence et

le nombre de bactéries phénoliques, selon la procédure décrite dans 1'annexe

Bl

4,2.1.1 Préparation de la suspension de bactéries

La suspension de bactéries provenait d'un mélange de quatre souches, iso-
lées précédemment de 1l'eau du fleuve et cultivées dans un milieu phénolique
(concentration en phénol de 200 ppb) en boltes de Pétri. Ces quatre souches
représentaient les souches phénoliques dominantes isolées du fleuve (17) et nous
avons joint dans le tableau B-1l, annexe B, certaines de leurs caractéristiques.
Des prélévements des quatre souches de bactéries, effectudes i partir des boi-
tes de Pétri, ont &té conservés pendant environ 60 minutes dans une solution
saline (NaCl, 0.57) jusqu'au moment de l'expérience. Le comptage préliminaire
des bactéries s'effectuait au microscope & l'aide d'un hémacytométre. Ce comp-
tage nous permettait de déterminer le volume de la suspension de bactéries i
ajouter au volume d'eau du fleuve sté&rilisée pour obtenir dans celui-ci une con-

centration en bactéries de l'ordre de 106 bactéries/ml.

4,2.1.2 Adaptation des bactéries

Afin d'éliminer la phase de latence, nous avons adapté les bactéries au phé-
nol avant de procéder 3 l'expérience proprement dite. L'adaptation des bactéries

était effectuée comme suit:

- 1l'eau du fleuve stérilisée &tait amenée 3 une concentration de phénol de
1l'ordre de 100 ppb et la suspension de bactéries phénoliques y &tait ajoutée;
- Aprés avoir attendu suffisamment longtemps pour que le phénol soit presque

complétement dégradé (cecl était vérifié par mesure de la concentration de
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phénol pendant la période d'adaptation), une deuxiéme quantité@ de phénol
était ajoutée;

- aprés avoir attendu le temps nécessaire pour que la nouvelle addition de
phénol soit dégradée, on considérait que les bactéries étaient adaptées et

les expériences décrites dans les sections 4.2.2 et 4.2.3 débutaient.

Pendant la période d'adaptation, des &chantillons étaient prélevés pour dé-
terminer la concentration de phénol par fluorescence. D'autres étaient é&galement
prélevés, au début et a la fin de la période d'adaptation, pour déterminer le
nombre de bactéries phénoliques par ml selon la méthode décrite dans 1'annexe
B. Les valeurs mesurées sont données dans les tableaux A-2 et A-3, annexe A.

Sur la figure 4.3, nous avons représenté la concentration &e phénol en fonction
du femps pour une adaptation & 23.0°C. Nous remarquons sur cette figure, une
phase de latence de plus d'une heure au début de la période d'adaptation. Par
contre, apreés le deuxiéme ajout de phénol, les bactéries, mieux adaptées, com—
mencent immédiatement a dégrader le phénol. Quant au nombre de bactéries phéno—_
liques, si on considéere le tableau A-2, annexe A, on ne constate pas de diffé-

rence appréciable entre le début et la fin de 1'expérience.

4.2.2 Expériences & tempé@rature et concentration en bactéries constantes

Ces expériences ont été réalisées afin d'étudier 1l'influence de la concen~
tration de phénol sur la vitesse de sa biodégradation. Nous avons donc tenté de

garder constants et le nombre de bactéries par ml et la température.

Aprés la période d'adaptation, l'eau &tait séparée en portions égales dans
six bouteilles de polyéthyléne de 4.5 litres. Chacune des bouteilles contenait
donc la méme concentration de bactéries phénbliques. Par contre, des quantités:

différentes de phénol &taient ajout@es 3 chacune des bouteilles, de fagon i obte-
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nir des concentrations initiales de phénol variant entre 30 et 180 ppb. Pen-

dant la durée de 1'expérience, 1'eau était agitée continuellement (par des agi-
tateurs magnétiques) et des &chantillons étaient Prélévés d des temps connus pour
la détermination de la concentration de phénol. 'La'température de 1'eau, mesu-
rée dans une des bouteilles, demeurait constante & mieux que 0.1°% pendant la
durée de l'exﬁérience. ‘De plus, puisque 1l'expérience &tait de courte durée (en-
viron 15 minutes), on s'attendait 3 ce que le nombre de bactéries par ml varie
peu au cours de 1l'expérience. Toutefois, afin de vérifier ce point, deé &chan~
tillons d'eau étaient prélevés au début et 3 la fin de 1'expérience dans deux

bouteilles (celles contenant la plus faible et la plus grande concentration de

phénol) afin de déceler des changements de concentration en bactéries.

Les résultats de ‘ces expériences effectuées aux températures de 15.0, 19.5,
23.0 et 30.0°C sont pfésentés dans le tableau A-2, aﬁnexe A. Sur la figure 4.4,
nous avons représenté, i titre d'exemple, les résulfats deli'expérience réalisée
a 23.0%. D'aprés la figﬁre 4.4, on voit que la vitesse de biodégradation
(-4 lggénoi], c'est-d~dire, la pente des courbes) varie en fonction de la con-
t

centration de phénol. Les résultats expérimentaux seront cependant traités de

facon plus approfondie dans la section 4.3.

4.2.3 Expérience 3 température et concentration initiale de phénol constantes

Cette expérience a été réalisée afin d'étudier l'influence de la concen-

tration de bactéries phénoliques sur la vitesse de biodégradation du phénol.

Aprés la période d'adaptation décrite dans la section 4.2.1.2, 1'eau &tait
séparée en cing portions de volumes différents, contenant la méme concentration
de bactéries phénoliques, déterminée selon la méthode habituelle. Quatre de ces

portions étaient ensuite diluées avec de 1l'eau du fleuve préalablement stérilisée,
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Figure 4.4: Courbes de biodégradation du phénol @ température et
concentration en bactéries constantes.

temps , min.
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de facon 3 obtenir ainsi des‘facteurs de dilution pour les bactéries de 1.6,

2.0, 2.7 et 4.0. Nous a§ons ensuite tenfé, sans y réussir complétement, d'ame-
ner les cing portions d'eaﬁ, en leur ajoutant les quantités appropfiées de phé-
nol, 3 une concentration uniforme. Pendant toute la durée de 1'expérience, 1l'eau
était agitée continuellement (au moyen d'agitateurs magnétiques) et des échantil-

-~

lons prélevés i intervalles réguliers pour déterminer la concentration de phénol.

-

Les résultats de cette expérience, effectuée a une seule température (23.0°C),
sont présentés dans le tableau A-3, annexe A et représentés graphiquement sur la
figure 4.5. Nous notons sur cette figure que les concentrations initiales de phé-
nol, quoique du méme ordre de grandeur, ne sont pas identiques pour les différen-
tes dilutions de bactéries. Ceci s'exp;ique par le fait que les volumes de so-
lution phénolique & ajouter, pour obtenir une concentration uniforme de phénol
dans les différentes bouteilles, &taient calculés en tenant compte de la concen-
tration de phénol dans la solution mérera la fin de la période d'adaptation. Cet-
te derniére concentration était obtenue par extrapolation de concentrations mesu-
‘rées avantvla fin de la période d'adaptation des bactéries. L'erreur impliquée
dans la détermination de la concentration extrapolée, se retrouvait dans les vo-
lumes de solution phénolique 3 ajouter et rendait donc dif%icile la réalisation
d'une concentration uniforme en‘phénﬁl dans les différentes bouteilles. Toute=~
fois, connaisséht la relation entre la vitesse de dégradation et la concentration
de phénol, il sera possible, dans la section 4.3.6, de "corriger" ces expériences
en les ramenant, lors du traitement des données, i une méme concentration initiale
et d'obtenir ainsi la relation entre la vitesse de dégradation et la concentra-

tion de bactéries.

Malgré les difficultés mentionnées, nous voyons quand méme sur la figure 4.5
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que la vitesse maximale de biodégradation du phénol ( - d.[phénoll, c'est-&-
dire la pente dés courbes) pour chacune des dilutioms, est gznction du nombfef
devbactéries phénoliques. Nous observons, d'autrekpart, sur les courbes, sauf
sur celle représentant 1'échantillon non dilué, qu'il existe un temps de laten-
ce, ceci maigré 1'adaptation préalable des bactéries. Ceci pourrait &tre dd

3 la présenée'dans 1'eau du fleuve, préalablement stérilisée, qui servait d'eau
de dilution, de substances organiques que les bactéries assimilent de fagon
préférentielle au phénol. Dans la bouteille ol la dilution est nulle, les bac-

téries auraient déja assimilé ces substances pendant la période d'adaptation

et, par conséquent, elles dégraderaient sans temps de latence le phénol.

4.3 Interprétation des résultats

Comme nous avons indiqué précédemment que les expériences effectuées sur
le terrain sont sujettes i de nombreux facteurs incontrSlables, l'interpréta-
tion des résultats qui suit, vaut seulement pour les expériences de simulation
réalisées en laboratoire. Aprés un bref exposé de la cinétique enzymatique,
plusieurs méthodes de traitement des données expérimentales seront décrites et

comparées entre elles.

4.3.1 Théorie de la cinétique enzymatique

Selon l'hypothése émise par Henri (18) et adoptée par la suite par Michallis
et Menten (19), le mode d'intervention d'un enzyme dans une réaction chimique est
décrit par la formation d'un complexe intermédiaire ES entre l'enzyme E et le
substrat S,vqui se décompose ensuite pour donner le produit P de la réaction et

1'enzyme inchangé, suivant 1'@quation:

k1 k3
E + § —— ES T P + E (4.1)
“k “k,

2 4
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ol kl’ k2, k3 et ka représentent les constantes de vitesse des réactionms.

Au début de la réaction, quand la concentration en P, [P], est faible, la
k
réaction inverse (E + P ——-fL—Q ES) peut €tre négligée et la vitesse de la réac-

tion globale, VU, est donnée par l'équation de Michallis et Menten (20):

v - k3 [E] [s] _ vmax [s] (4.2)
[s] +(k2 - k3> [s)+ K,
ky
ot Vmax = k3 [E] = vitesse maximale possible de la réaction lorsque toutes les

k, , k
molécules d'enzymes sont sous la forme du complexe ES, et KM =<—2Ei——§> = cons-

1
tante de Michallis = concentration de substrat pour laquelle la vitesse de la
' \'j
réaction est égale 3 ——Egi—.

D'aprés l1l'équation (4.2), lorsque [S] >> KM’ v = Vpax et la réaction suit
une cinétique d'ordre O par rapport au substrat. Par contre, si [S] << KM’

Vmax [s] et la réaction suit une cinétique d'ordre 1 par rapport au substrat.

V=
LorsquI;MKM et [ 8] sont du m@me ordre de grandeur, la détermination de la vitesse

de la réaction requiert 1l'@quation compléte.

De nombreuses études ont signalé que la vitesse de biodégradation de plu~
sieurs substances organiques, suilt 1'équation de Michallis et Menten (20). Tench
et Mortonv(Zl) ont rapporté que l'équation de Michallis et Menten s'applique 3 la
vitesse d'éxydation d'un substrat unique, ou d'un mélange de substrats, par les
boues activées. Hemmet (22) a étudié avec des boues activées la cinétique de 1la
blodégradation de plusieurs acides phénoxyacétiques et a établi que la majorité
d'entre eux suivaient 1'équation de Michallis et Menten. Les concentrations d'a-

cides utilisées &talent cependant de plusieurs dizaines de ppm.

En ce qui concerne la blodégradation de la matiére organique dans les eaux
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naturelles, Hobbie et Wright (23) ont suggéré deux mécanismes distincts
pourll'assimilation du glucose et de plusieurs solutés organiques. Le pre-
mier, prédominant aux basses concentrations de substrat, suit la cinétique
de Michallis-Menten et est attribué aux bactéries. Le second, plus efficace
aux fortes concentrations de substrat, suit une cinétique de diffusion, et

est attribué aux algues.

Ces observations permettent de remplacer [E] et [S] dans 1'&quation
(4.2) respectivement par [B] = [bactéries] et [¢] = [phénoll, celle-ci s'écrit

alors:

arp1 kg [B1 D4 v 4]

V- - s T = (4.3)
dat T Ky + L¢] Ky + [4]

4.3.2 Utilisation de 1'équation différentielle pour les expériences 3 tem-

pérature et concentration en bactéries constantes

_Ces expériences ont &té décrites dans la section 4.2.2, et celle effec-
tués 3 23.0°C a été représentée sur la figure 4.4. D'aprés 1l'&quation dif-
férentielle (4.3), pour obtenir la relation entre la vitesse et la concentra-
tion de phénol les pentes des courbes de la figure 4.4 doivent étre mesuréeé,
tout en prenant comme concentration de phénol cofrespondante celle du point
de tangence. Pour la mesure des pentes, nous avons pris soin d'éliﬁiner 1a
phase initiale de 1a£ence afin d'obtenir leurs valeurs maximales. Sur la
figure 4.6, la relation entre les vitesses maximales mesurées sur chacune
des courbes et les concentrations en phénol correspondantes est représentée

pour les expériences effectuées a 15.0°C et 23.0°cC.

Nous avons vu, dans 1'exposé de la théorie de la cinétique enzymatique
dans la section 4.3.1, que la réaction passe d'une cinétique d'ordre 1 & une
cinétique d'ordre 0 au fur et 3 mesure que la concentration en substrat aug-
mente. Les courbes de la figure 4.6 semblent suivre 1'hyperbole que définit

1'équation de Michalllis et Menten. Cependant, il est 3@ noter que dans ces
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Figure 4.6: Graphique représentant la relation entre la vitesse
de biodégradation et la concentration de phénol.
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deux expériences nous n'avons pas une gamme assez grande de concentrations,
ce qui ne nous permet pas, pour une seule expérience, d'observer des cinéti-
ques d'ordre 0 et 1. Pour i'expérience 3 23.0°C, les concentrations de phé-
nol ne sont pas suffisamment élevées pour atteindre la vitesse maximale de
dégradation. Par contre, pour l'expérience 3 15.0°C les concentrations en
phénol semblent €tre suffisamment &levées pour que l'on s'approche de la

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

L'équation différentielle (4.3), aprés inversion et rd@arrangement peut
s'écrire:

e

1 Ry 1
—— + —— .
v v L¢] " ¥ (4.4)
max max
L'expression (4.4) communément appelée 1'équation de Lineweaver-Burk
- - '3 (] l
est représentée par une droite de pente 7. et d'ordonnée 3 l'orlglne'v
max max *

Nous avons représenté sur la figure 4.7 o en fonction de[éhpour lfexpérignce
effectude 3 23.0°C. Les points obtenus semblent &tre alignés, ce qui laisse
supposer que la relation de Michallis et Menten est vérifiée. La significa-
tion des droites en trait plein et pointillé sera expliquée ultérieurement,

dans la section 4.3.4.

4.3.3- Utilisation de 1'@quation intégrée pour les expériences 3 température

et nombre de bactéries constants.

D'aprés les résultats précédents, la biodégradation du phénol semble
suivre 1'équation de Michalllis et Menten. Cependant, 1'utilisation de 1'&é-
quation différentielle implique des mesures de pentes, opération sujette 3
des erreurs subjectives. C'est pourquoi nous avons utilisé 1'é§uation inté-
grée, qui nous permet d'utiliser directement les valeurs expérimentales mesu-

rées.
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L'équation différentielle (4.3) est intégrée:

G (y ¢ [9D) = -kg [B] e (4.5)
dl¢l.ky + dl¢] .[¢] = -kg [B] dt 4.6)
Tl Ty
KM/'[‘” dl¢] +f[¢] dle] = -k, [B]ftdt 4.7)
Jigr,  HO e, 0

(4] [4] t

an (4] + {1 = -k, [B] {t (4.8)
{ }[Mo { Fgy, 3 {}o

Elle se présente alors sous la forme:

Ky n (%J—- t+ <[¢J - [¢]o) = -ky [Bl t = Vpay t (4.9)

D'aprés cette &quation intégrée (4.9) les valeurs de Vp,, et Ky sont

ax
calculées en utilisant les données expérimentales [¢lo , [¢] et t. Pour la
détermination de V., et Ky nous avons essayé les trois approches différen-

tes d'optimisation décrites ci-dessous.

4.3.3.1- Premiére approche d'optimisation

En divisant tous les termes de 1'équation (4.9) par Ky.t, on obtient:

_];.“Q’n.[_gl:}_ _?L___d’_[]‘[]o_l'max (410)
t (¢l Ky~ t KM )

La relation (4.10) représente 1l'équation d'une droite dont on peut dé-
terminer la pente et 1'ordonnée 3 l'origine, en appliquant le principe des

moindres carrés.

Posons W =% in _E_&;L%O, a = _:L , U= [Q] - [Q]O et B = - V]'lxé;[x
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L'équation (4.10) s'écrit alors’
W = aU +8 (4.11)

Soit P une fonction définie par:
N
= - _ 2 (4.12)
v =3 (wi v, e)
i=1

otit N = nombre total de valeurs expérimentales.

Les valeurs optimales de a et §# sont celles minimisant cette fonc-

tion Y. Elles sont obtenues par:

W =0
oa
(4.13)
&y =0
B
ce qui conduit au systéme d'équations suivant:
N', N N
<X (%) 4T (m) - T ()
i=1 i=1 \ i=1
(4.14)
N ' N
T (%) re - T (4)
i=1 =]

que 1'on résout a 1'aide d'un ordinateur pour obtenir p et B.

Le programme en langage APL nommé VZ et donné dans 1'annexe C permet
de résoudre le systéme d'é&quations (4.14) et nous donne ainsi les valeurs

optimales de Vmax et KM'

4,3.3.2- Deuxiéme approche d'optimisation.

En divisant tous les termes de 1l'équation (4.9) par Vﬁax’ on obtient:
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Ky on fLo1 \+ 1 .

2 ([ ¢]o) Lo (91-0)) = -t (1%

max max

Posons U=fn[¢] , V= ([¢1-[4]), W=-t,a=_M et
[l Voax

B= . L'&quation (4.15) s'écrit alors

1
max
aU+BV = W (4-16)

Soit { une fonction définie par:

N

2

p= 2 [a U, +8V, -W (4.17)
:L=1( i z i)

Le programme en langagé APL nommé AS et donné dans 1'annexe C nous
donne les valeurs optimales de vﬁax et KH suivant la procédure décrite
dans la section 4.3.3.1. Toutefois, ces valeurs ne éauraient étre considé-
rées exactes et définitives. En effet, le principe des moindres carrés sup-
pose une distribution normale des erreurs expériméntales autéur de la. courbe
théorique. L'utilisation de la variable U = n %%%b-implique une distribu-

tion log-normale qui ne permet pas de vérifier 1'hypothése de base. Une a-

mélioration va étre apportée par la troisiéme approche d'optimisation.

4.3.3.3- Troisidme approche d'optimisation

L'équation (4.9) peut aussi s'écrire, aprés division par KM:

Ini¢] - - Vmax (¢ + [¢Jo - [4] (4.18)
o &y Ky
Sous cette forme, 1'équation (4.18) pourrait €tre traitée en utilisant
la deuxidme approche présentée dans la section précédente. Cependant, afin
de respecter 1'hypothése de base du principe des moindres carrés, 1'é&quation

(4.18) doit €tre mise sous la forme:
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e Kn Ky

¢l = (4.19)

[¢]o

En posant Z = [¢] , x = [¢lo~ [¢] , y=t , A=1 et B = - Vpax ,
[¢]O KM KM

on obtient aprés substitution:
7= A%t By (4.20)

L'équation (4.20) obtenue étant non linéaire, il est nécessaire de
prendre un développement en série de Taylor de 1'exponentielle autour des
points Ay et Bgy; ces valeurs approchées de la solution finale sont détermi-
nées en premiére approximation i 1'aide de 1la déuxiéme approche, Le dévelop-
pement en série de Taylor d'une fonction de deux variables, f(A,B), est

donné par:

£(A,B) = £(A_+ AA, By + AB) = f£(Ao, Bo) + AA_g_i_ (AgsBo)

* BB 3E (A, Bo) + L[ am? £ (4, Bo) + (4B)? 2%t (4,,B)
9B 2 3 A2 52

- 20 AB 32f (Ao, Bo)] e e (4.21)
9A3B '

En négligeant les termes du second ordre dans la série de Taylor, on

obtient
Z (A’B) =i Z (AO’ BO) + _a£ . AA + ﬂ . AB (4'22)
dA jo 9B /o
L'équation (4.20) se trouve donc linéarisée
on + Boy A x + B,y Aox t+ Byy
Z =€ + xe A+ ye AB (4.23)
Agx + By
Posons z=-e
on + By
DAO- _az) = Xe
aA (o] on + Boy (4'24)
DBy = [ 92 = ye

B Jo
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Nous obtenons

Z = z + DAy AA + DByAB (4.25)

-

C'est & cette équation que 1'on applique, comme précédemment, le
principe des moindres carrés. Soit y la fonction:

N

2
V= }1:-1 (2 -z - DA, M, - DB, 4B, ) (4.26)

oli j représente 1'indice d'itération.

On détermine AA, et AB, en minimisant la fonction ¥:

3 b
¥ = 0
dAA |
(4.27)
W = 0
9AB

ce qui conduit au systéme d'&quations suivant:

N 2 N N
BT Ot BRI (A DR = I [ y ij)]

. X N . (4.28)
iy i.l (DA, DB ) + A8, f—l (DBzij) = §=1 [m;ij z, —zij)]

En résolvant le systéme d'é@quations (4.28), on détermine les correc-

tions AA, et AB, & apporter a A, et B.:

I 1555
Aj+1 = Aj + AAj . ‘(4.29)
Bjyl = By + OB, | (4.30)

ot j =0,1,2,...,F , j =0 représente les conditions initiales données

par le programme AS.

Ces nouvelles valeurs A et B

i+l 3+1
fois la séquence comprise entre (4.28) et (4.30).

obtenues permettent de recommen-—

cer pour la (j + 1)ieme

Ces calculs sont effectués & 1'aide du programme en langage APL appelé EXPO
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et donné dans 1'annexe C. L'itération est reprise jusqu'd ce que AAj+1 et

A
+1
ABj+1 soient inférieurs a la précision désirée. Dans ces calculs, la

10

B
pég%ision a été fixée 3 10 . Les valeurs A, et B, sont celles cherchées

F
et permettent d'obtenir KM et V. .

4.3.4- Comparaison des trois approches d'optimisation

Les résultats obtenus par la premiére approche ne donnent pas satis-
faction. Pour chacune des expériences, une droite est tracée i partir des
valeurs de vﬁax et K, obtenues d 1'aide du programme VZ. Plutdt que de s'a-
ligner sur cette droite, les points expérimentaux se regroupent sous forme
de "nuage". Le coefficient de corrélation est d'ailleurs inférieur 5’0.3.
De plus, les valeurs de KH et vﬁax obtenues sont sou;ent négatives et donc
sans aucune signification physique. En outre, le réarrangement des termes
dans chaque membre de 1'équation (4.10) impose une variance de toutes les
nouvelles variables beaucoup plus élevée que lors de 1'utilisation de 1'é-

quation (4.15).

Ayant rejetérla premiére approche d'optimisation, nous nous sommes
limités @ la deuxi&me et 3 la troisiéme approche. Afin d'examiner 1'effet
produit par les erreurs expériﬁentales, commises sur [¢] , t et [$],, sur
1'optimisation de Vﬁax et KM’ nous avons pris pour base une série de données
(36 triplets t, [¢] et [¢]y), simulée i partir de valeurs de KM et Vﬁax fi-
xées respectivement a 250 ppb et 500 ppb/heure, dont le traitement au moyen

des différentes approches conduisait bien aux valeurs désignées.

Nous avons ensuite introduit une erreur aléatoire sur t, [¢] et [¢]0
afin d'examiner les modifications apportées aux valeurs de KM et Vmax opti-
misées. Dans cette &tude, quelle que soit la variable o sur laquelle 1'er-

reur €(0) est appliquée, celle-ci sera de la forme




e(a) =

(4.31)
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oli les valeurs Xp, déterminées par le programme HASARD, possédent une dis-

tribution gaussiemne, N(0,1).

Ce programme -en langage APL est donné dans

1'annexe C. Pour plusieurs séries d'erreurs simulées, les variables Xp,

donc €(a), sont indépendantes entre elles.

D'aprés le tableau 4.2, ol sont rapportés les résultats de cette &tu-

de comparative, les erreurs sur KM et V

sont minimisées en utilisant la

troisiéme approche d'optimisation. Nous remarquons aussi sur la figure 4.7

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

(celle en trait plein) co¥ncide mieux avec les données expérimentales que

la droite en pointillé qui résulte de la deuxiéme approche.

C'est donc i

1'aide de cette troisiéme approche que nous avons traité nos résultats.

Dans ce traltement, nous avons cependant négligé certaines valeurs expéri-

mentales telles qu'indiquées dans le tableau A-2, annexe A, afin d'éliminer

la phase de latence.

Pour chacune des expériences effectuées @ température et concentration

en bactéries constantes, les résultats sont rapportés dans le tableau 4.3;

le protocole expérimental a déja &té décrit dans la section 4.2.2.

TABLEAU 4.3: Valeurs des paramétres cinétiques 3 différentes températures

szp. Nombre de bact. Vmax KM kj
c phénoliques par ml
pmole pmole/1l] ppb.ml umole

ppb/hre 1.hre ppb bact.hre| bact.hre
15.0 2.0 x 106 125 | 1.33| 75 | 0.80 [6.2x107° | ¢x;510
19.5 2.1 x 10% 350 3.72 | 135 | 1.43 |1.7x107* |i.gx107?
23.0 3.4 x 100 1150 | 12.3 | 280 | 2.97 |3.3x107% B.6x107?
30.0 8.6 x 106 1550 |16.5 | 600 | 6.38 |1.8x107% |i.9x1072
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Effets des erreurs aléatoires des variables sur 1l'optimisation
des paramétres cinétiques au moyen des programmes AS et EXPO.

Erreurs al&atoires Erreur relative d'aprés Erreur relative d'aprés
- gur la 2e approche (Prog.AS) |la 3e approche (Prog.EXPO)
sur suxr
e | [l | el | B @ Vour @ | By @ Voax @
€ - - —5.1 _303 "4.0 ‘“‘2.5
€ - - _508 —403 -4.0 -209
€ - - -400 —208 "204 -105
€ - - -5.2 -3.5 -4.0 -2.5
€ - - -1.7 -2.0 -1.3 -1.6
- € - -7.2 ~5.0 +9.6 +8.1
- € - _9-8 _6.9 +3c6 +4o2
- € - -12.4 -10.0 +7.3 +5.0
£ £ - -22.0 -17.0 +4.5 +3.3
> € - -13.5 -10.0 +3.7 +3.0
€ £ - -25.0 -20.4 -10.6 -9.4
£ € - -20.9 -15.8 +1.3 +0.9
£ € € -35.0 -26.9 +14.2 +11.1
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4.3.5- Influence de la température sur Ky , Vp,4 et k3 pour les expériences

a concentration en bactéries constante

L'effet de la température sur les valeurs de Ky et Vp,y est mise en
évidence dans le tableau 4.3; on y voit une augmentation des valeurs de

Ky et V . @ mesure que la température croit.

L'influence de la température sur la vitesse de réaction peut étre don-

née par 1'équation d'Arrhénius

E

-

k = Ae RT (4.32)

ot k = la constante de vitesse, A = la constante pré-exponentielle, e = 2.718,

E = 1l'énergie
a

cal. degtlmoleml

obtient:

d'activation d'Arrhénius, T = température absolue, R = 1.987

. En prenant le logarithme de 1l'expression précédente, on

Ink= -Ea + 1na (4.33)

Si nous tragons ln k en fonction de 1 , une droite est obtenue dont la

T

pente est égale a 152 . La figure 4.8 représente ln k3en fonction de 1. On

voit sur cette
pente de cette
Il est 3 noter

température la

R T
figure que la vitesse passe par un maximum. A l'aide de la

courbe, on calcule une énergie d'activation de 36.4 Kcal.molél.
cependant que nous avons négligé le point correspondant 3d la

plus élevée (30.0°C), supérieure & la température optimale

d'utilisation du substrat par les bactéries.

Cette valeur d'énergie d'activation est élevée comparativement i celles

des réactions enzymatiques; pour ces derniéres, l'énergie d'activation est

ordinairement entre 5 3 12 Kcal.molg1 (24). La valeur élevée que nous obte-

nons peut €tre

due 3 des erreurs commises sur k3 et dont 1l sera discuté

dans la section 4.3.6.




51

=g

3.5

_1>

e
\

2.5

|n(k3x105) y (ppbo’h'.h;é]obOCf

2.0L

1.5

1.0

>
T-] ' (OK-IX\U5>

Figﬁre 4.8: Courbe d'Arrhénius pour les expériences a concentration en
bactéries constante.

H I i | i
330 335 340 345 350




52

4.3.6- Relation entre la vitesse de biodégradation et le nombre de bac-

téries

D'aprés 1'équation (4.3), la vitesse de biodégradation devrait &tre
proportionnelle au nombre de bactéries par ml, [B]. Dans la section 4.2.3,
nous avons décrit une expérience 3 23.0°C congue pour vérifier 1'effet de
la concentration en bactéries, [B], sur la vitesse de biodégradation du phé-
nol. A cause de difficultés techniques, il a &té impossible d'effectuer
1'expérience a des concentfations initiales de phénol identiques pour les
différentes dilutions de bactéries. On peut cependant "corriger" les résul-
tats, puisque nous connaissons la relation entre la vitesse de dégradation
et la concentration de phénol, ainéi que les valeurs des paramétres cinéti-
ques KH et Vmax a 23.0°C, données dans le tableau 4.3. Cette correction est

apportée en utilisant la différentielle de 1'équation (4.3):

v = Ky Vmax AL¢] (4.34)
Ry + [¢1)2

oii AV = correction 3 apporter d la vitesse expérimentale pour tenir compte
des variations de concentrations initiales de phénol.
[4]1 = 50 ppb. C'est la concentration initiale de phénol choisie pour uni-
formiser les résultats.
AL¢] = (concentration de phénol lors de 1'expérience)
- (concentration de phénol>uniforme de 50 ppb)
R, = 280 ppb = 2.97 umole.1”" & 23.0°C

Vnax = k3 [B]. La valeur de k, 3 23.0°C est de 3.3x10f4 ppb.ml.bact:.--lheure-1

ou 3.6::10—9 umole.bact.—lheure_l.

Un résumé du calcul de ces corrections est présenté dans le tableau 4.4.
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Corrections apportées a 1'expérience décrite dans la section 4.2.3

Valeurs expérimentales Corrections Y corrigée
Facteur de v fd1o [(B] AL¢l | Vpax M . ppb/hre “mglell.hre
dilution |ppb/hre | ppb |bact/ml | ppb | ppb/hre | ppb/hre

1.6 108 34 14x105 + 16 | 465 + 22.3 130 1.38
2.0 926 44 12x105 + 6 | 382 + 6.0 102 1.08
2.7 84 53 8.7x105 - 3| 287 - 2,2 82 0.87
4.0 65 57 5.8x105 -71 191 - 3.3 62 0.66

La relation entre la vitesse corrigée et le nombre de bactéries.par ml
pour les différentes dilutions est représentée sur la figure 4.9. D'aprés
ce graphique, il existe une relation linéaire entre la vitesse de dégrada-
tion du phénol et le nombre de bactéries. D'aprés 1'équation de Michallis

et Menten, U =fK3 [¢] ).[B] » la pente m de la droite de la figure 4.9 est

KM + [¢]
égale a
m = k3 [¢] (4.35)
Ky + L[¢]

La pente mesurée sur la droite permet de calculer une valeur de k3 =

6.0 x 10% ppb.ml.bact thret = 6.3 x 10> umole.bact. 'hrel.

Or, la valeur
de kg précédemment obtenue 3 23.0°C &tait de 3.6 x 107~ ymole.bact: hre
(voir tableau 4.3). I1 y a un facteur de 1.7 entre ces deux valeurs de k3,
pour une méme température. On peut trouver au moins deux explications 3

cette différence.

Les erreurs commises lors du dénombrement des bactéries sont assez im—
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portantes ( * 20%); ce sont des erreurs inhérentes aux méthodes de compta-
ge en microbiologie (25). Ces erreurs sont introduites de plusieurs fagons
dans le calcul des valeurs de kj. D'abord, la valeur de k3 apparaissant

dans le tableau 4.3 a été obtenue en divisant la valeur de V. expérimenta-
le par le nombre de bactéries par ml dénombrées dans le mélange réactionnel
correspondant. Ensuite, la pente de la droite de la figure 4.9, servant

elle aussi 3 déterminer une valeur pour k3 (celle de 6.3 x 10—9 ymole.bact?1
hre—l) est également entachée d'erreurs provenant du dénombrement des bacté-
ries. En effet, pour le calcul de vcorrigée apparaissant en ordonnée, nous
utilisons 1'équation (4.34) od, pour calculer Vmax’ nous devons avoir recours
au nombre de bactéries par ml correspondant. Egalement, les valeurs des con-
centrations en bactéries, portées en abscisse, dépendent nécessairement d'un

comptage de bactéries.

Comme deuxiéme explication possible, mentionnons que la composition du
mélange des quatre souches de bactéries aurait pu varier d'une expérience 2
1'autre. En supposant que chacune des souches de bactéries puisse avoir une
valeur distincte de KM et Vmax’ de tels changements de composition améneraient

évidemment des valeurs différentes de k3 (26).

4.3.7- Comparaison des paramétres cinétiques obtenus pour le phénol avec

ceux obtenus pour d'autres substrats

Les différentes valeurs des paramétres cinétiques, regroupées dans la
premiére partie du tableau 4.5, ont &té tir@es de la littérature scientifi-~
que. Elles ont &té obtenues par une méthode utilisant des substrats radio-
actifs, marqués au Cl4 (23), 3@ des concentrations proches de celles suscep-

tibles d'étre trouvées dans le milieu naturel. Dans cette méthode, les é&-

chantillons prélevés du milieu naturel subissaient une courte période d'incu-




56

TABLEAU 4.5: Comparaison des paramétres cinétiques, KM et vmax’ pour
quelques substrats.
Lieu Substrat Tgmp. Vmax KM ‘ Ref.
v umole.Lt! | ymole.t?
i {
West Blue | acide lactique = .0031 < .98" !
Lake, | acide pyruvique - .0021 | < .64" |
Manitoba | acide fumarique - .0010 < .054* i
acide malique . .0007 | < .0062" |
acide acétique - 0012 | < .56 @D)
acide’ succinique = .0005 - | < .019"
acide glycollique - .0003 | < .35* |
acide citrique - o001 | < 'Oli* |
acide formique - .0002 < .15 : _
, , |
T
Chukchi | | |
Sea | glycine 4 0017 | <.35* | @8 |
Alaska i f i
Pamlico | acide glutamique - .13 .21 '
River acide aspartique - .21 | .30 ;
North lysine - .017 .17 i i
Carolina | phénylalanine - .0088 | .17 I
alanine - .16 | .31 [
leucine - .015 .046 (29) !
isoleucine - .011 .040 '
proline - .021 .13 r
valine - .020 .085 [
tyrosine - .042 1.10
thréonine - .030 .11
SR
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TABLEAU 4.5: (suite)
Lieu Substrat Tgmp. ma)l:._1 KM Ref.
c ymole.fL'h? |umole.f?
Lac glucose 10 .0010 < .017*
Erken | glucose .00025 | < .017"
Suéde glucose .00014 < .017*
glucose .00013 < .011* (23)
acétate 10 .0032 | <.12"
acétate .00069 | < .10"
acétate .00092 .051
acétate .00032 < .14
Fleuve | phénol 15.0 1.3 0.80 Ce
St~Laurent | phénol 19.5 3.7 1.43 travail
phénol 23.0 12.2 2.97
phénol 30.0 16.5 6.39

{*) Cette valeur représente (KM-+ Sn)’ ot Sn = concentration naturelle en

substrat du milieu;

cette derniére, n'a pas été, ici, déterminée. En

absence de la valeur de Sn’ on ne peut donc donner qu'une limite supérieu-

re pour KM‘
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bation, impliquant ainsi peu ou pas d'adaptation, de la part de la micro-

flore, aux substrats utilisés.

Il est difficile de comparer les valeurs dg Viax trouvées dans notre
étude sur le phénol avec celles citées dans la littérature pour d'autres
substrats. En effet, vﬁax’ paramétre multiple (k3tB]), dépend 3 la fois
de la température et de la concentration en bactéries. Des nombreux résul-
tats publiés, seuls quelques-uns font mention dé la température qui préva-
lait lors de 1'expérience, alors que la concentration des bactérieé n'a pas

été souvent mentionnée.

Par contre, il parait plus facile de comparer les diverses valeurs de
KM. Ce paramétre varie beéucoup moins avec la température gt est indépen-
dant de la concentration en b&ctéries. L'analyse des résultats montre que
les valeurs de KM obtenues pour le phénol sont plus é€levées que celles trou-
vées pour d'autres substrats communs (voir tableau 4.5); en d'autres termes,
pour atteindre la moitié de 1la vitesse‘ﬁaximale de dégradation, Vpox, il fau-

2
dra des concentrations plus grandes en phénol qu'en autres substrats.




CONCLUSIONS ET RECOMMANDATIONS

Ce travail a permis d'établir que la biodégradation est une des voies
importantes de disparition du phénol dams le fléuve Saint-Laurent. Les ré-
sultats ont démontré que la vitesse de biodégradation est influencée, entre
autre, par la concentration en substrat et par la température du milieu;
cette derniére observation vient confirmer les observations de Polisois (1)
concernant la disparition plus rapide du phénol en &té qu'en hiver. La dé-
pendance de la vitesse de dégradation sur la concentration‘en phénol suit
1'&quation de Michalllis-Menten et 1'énergie d'activation calculée pour 1'in-
tervalle de température de 15.0 - 23.0°C est de 36.4 Rcal.mol€?. 11 est 3
remarquer, cependant, que d'autres auteurs (7, 8), pour des concentrations
plus &levées (de 1'ordre de.ppm), ont adopté uné expression cinétique d'or-
dre 1 comme moddle de biodégradation. Selon nos résultats, de telles concen-
trations en phénol devraient donner une cinétique d'ordre 0. Aucune explica-
tion de cette divergence ne s'offre, 3 moins que les valeurs de Ky aient &té
beaucoup plus &levées, dans les &tudes citées, que celles que nous avons ob-

tenues.

Comme la blodégradation suit la cinétique de Micﬁaﬁlis et Menten, il
serait justifié de penser que 1'étape limitant 1la viteése soit une réaction
enzymatique, ou du moins, une réaction sujette & "saturation" (26) 3 des con-
centrations €levées en substrat (p.e. une adsorption de type Langmuir). Le

systéme enzymatique en question pourrait jouer ce réle limitant, soit dans le
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mécanisme de transport du phénol & travers la membrane de la bactérie
(30, 31, 32), soit a 1'intérieur de la bactérie (en dégradant le phénol
qui a déja traversé la membrane). Cependant, on ne peut distinguer, dans
notre &tude, lequel de ces deux mécanismes (transport du substrat ou sa
dégradation enzymatique intracellulaire) contrSlerait la vitesse de dis-

parition du phénol.

Ce travail nous a permis &galement d'évaluer 1'importance du choix de
la méthode de traitement des données. En effet, nous avons vu que le res-
pect des hypothéses de base du principe des moindres carrés ainsi que le
regroupement des variables dans 1'équation de Michalllis et Menten sont des

facteurs importants dont il faut bien tenir compte.

Pour ce travail, nous avons utilisé les quatre souches de bactéries
prédominpntés afin de nous rapprocher des conditions existantes dans le
fleuve Saint-Laurent. Il serait intéressant, pour des expériences futures,
d'utiliser des souches individuelles afin de vérifier s'il existe une dif-
férence entre leurs valeurs individuelles de KM et vmax pour la dégradation
du phénol. Pour un substrat particulier comme le phénol, utilisé uniquement
par des bactéries spécialisées, on peut penser & un systéme enzymatiqﬁe spé-
cifique qui serait présent dans chacune des souches de bactéries utilisées

(33, 34).




TABLEAU A-1:

TABLEAU A-2:

TABLEAU A-3:

ANNEXE A

Résultats des expériences de simulation sur

le terl‘ain PO OB OO OPLCOLOOPLSEEPLNCEOICEOPOERIOSIOLOILOILOLEGBDOIBEDRGSORIGOGES

Résultats des expériences 3 température et

concentration en bactéries constantes ........;...

Résultats de 1l'expérience d@ température et

concentration initiale de phénol constantes .......

61

Page

62

64

68




62

moH X2t LY moﬂ X gy 1A moa X 8T ¢° 20T qoa X g | 06°¢C
£°Q 0°z¢ 0°0T1 1T
ooa XT°1 L'8 ooa X 9°'1 o'ty mOﬁ x j.n 0°T11 moH X G6'%| 00°¢
8¢ 0°TT 0°6% 8°T11 LT
£°S moﬁ Xe'9 A moﬂ X G°¢ %°€9 moa X zZ°¢ 0°81T1 mOH XQ0'¢| 08°C
'9 8°0¢ 9°99 9°GTT T A4
L A2 mca Xc'y §°0¢ ooH X 2°¢ 9°6L moa X L€ 9°L1T moa X1°T| 00°¢
8°TT 1713 9°68 0°9¢1 SL°1
£°L1 eoa X €9 S°9% moa X gt 9°06 moH Xe'9 9°971 qu X ['€| 0S°T
8T 0°0¢ 8°T6 XA T S
£°9¢ mOH Xg'? 0°T19 moa X g¢ 8°¢20T moa X 8°C 8°0ET qu X [*%| 00°T
0°%¢ 0°99 0°801 0°621 SL°0
0°9¢ moa X0'T 0°%L moa X8'1 C°60T1 moﬁ X't 0°62C1 qu Xeg°8| 0s°0
(A% ] c°Z8 0 %11 0°2cl Y A0
9Ly moﬂ X 0°'T 8°C8 eoa X 6°8 [ARXAL moa X 9T €°LET coa X 09| o00°0
qdd Tw/N qdd Tw/N qdd Tw/N - qdd Tu/N say
[Tougyd] [*3°8q] [Tougud] [*3°8q] [Touaydj [*398q] [Touayd) [*3°eq] sdwal
qddg*/ :°3eufTougyd) qddz*g ".umnmﬂocwnmu qddz QT :‘*3eu[Tougyd; qddg 9y :+3eupTougyd)
25T : (ne2) *duoy 0,£2 ¢ (ne?d) *duay, 0,02 t(ne9d) *dus] 0,91 :(ne?d) *dmay,
% 9ouotaadxy € oduetagdxy 7 9duataadxy 1 9oustaadxy
‘UTR1I93 O] INS UOFIBTNUTS Sp S30UITIAXD S9p SILITNSYW  :T-V AVATAVL




63

*9ouatiadxa 293390 3p
Inqep o7 spade saxnay ailenb gnjoszze 39 ® Hoaosm 8p Inofe suwgfxnap un ‘¢ moamﬂummxm T sued :(x)

% @ouotaadxy

€ 9ouotaadxy

¢ 9ouotaadxy

1 9ouatiadxy

(s3708)

$I-V QvaTavL

0T X 7°T 00°8

moH X0°? 0s°L

oOH X't 00°L

moﬁ Xg'y 05°9

79 ooa X1 00°9

(AN A ooa X9°'T ‘0L moa X0°9| 0s°S

AR A" 0°¢L TN

9L ooa X0°'1 9°9L moa X099 00°S

g°ch 8°q8 VAR

o.oo moa X 0°8 8°68 moa X8'T| 087

*m.eo L°26 YA

oOH X091 1 moH X0°% 1A ooa X 91 8°L6 mOH X9°,L| 00°%

8y €91 2°86 SL°E

qdd Tu/N qdd Tu/N qdd TR/N qdd Tu/N say

[Tougyd] (*308q] | [Toupyd] | [°39Bq] [Tougyd] [*3%eq] | [Tougud] [°39%8q] | sdwea
qddp*/ :°3eu[Tousyd) qdd z°g :°3vu[Tougyd]| qddz T :°3eufTougyd] |qddg uy : *3sufTouayd)

0,57 s (nwo) *dweg, 0,€2 ¢ (ne9) *dusy, 0,07 : (ne9) *dusy, 0,91 : (ne9) *duag,




64

TABLEAU A-2: Résultats des expériences 3 température et a concentration
en bactéries constantes.
Température de 1'eau: 15.0°¢
Adaptation des bactéries
|
t (min) 0 60 120 | 180 (240 |300 |360 |[395 |398 |455 525

(41 (ppb)| 103.0 |101.5 [100.5 | 96.0 |84.0 |61.5 |{39.0 |23.0 |91.5 |45.5 |34.0 |10.0
6 6

Bact./ml |3.3x10 D.0x10

Expérience i température et d concentration en bactéries (= 2.0 x 10" bact./ml)

constantes.

£ (min) 0.5 | 6.0 | 12.0| 18.0 | 30.0 | 36.0 | 42.0

[61 (ppb) 1815 | 170.0 | 164.0 | 149.5 | 140.0 |131.0 {122.5

¢  (min) o5 | 6.0 | 12.0] 18.0| 240 “30.0 | 36.0 42.0

[61 (ppb) 148.0 | 142.0 | 138.5 | 136.5 | 121.5 |116.0 |106.0 | 101.0
Tt (um) 0.5 | 6.0 | 12.0 | 18.0 | 24.0 | 30.0 | 36.0 42.0

[6] (ppb) 113.0 | 108.5 | 104.0 | 99.0 | 91.0 | 85.0 | 78.5 73.0

£ (min) 0.5 | 6.0 | 12.0 | 18.0 | 24.0 | 30.0 | 36.0 42.0

[6] (ppb) 95.0 | 88.5 | 85.5 | 77.5 | 71.5 | 66.0 | 58.0 54.0
¢ (min) 0.5 | 6.0 | 12.0 | 18.0 | 24.0 | 30.0 3.0 42.0

[6] (ppb) 67.5 | 61.5 | S54.5 | 51.0 | 44.0 | 39.0 | 34.0 29.0

£ (min) 0.5 | 6.0 | 12.0 | 18.0 | 24.0 | 30.0 | 36.0

[41 (ppb) 38.0 | 32.0 | 28.0 | 24.0 | 21.5 | 18.5 |16.0
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'TABLEAU A-2: (suite)
Température de 1l'eau: 19.5°%
Adaptation des bactéries
!
t (min)] O 60 120 150 180 208 210 240 285 j
- - .
L¢I(ppb)| 103.0 | 102.0 76.0 64.0 38.0 21.0 | 105.5 54.0 15.0 |
6 6
Bact./ml |2.6x10 2.1x10
Expérience 3 température et 3 concentration en bactéries (= 2.1 x 106 bact./ml) E
constantes. - _ - :
't (min) 0.5 3.0 6.0 9.0 12.0 15.0 18.0 24.0 |
* * * * Y
[¢] (ppb) 180.0 [173.0 |166.0 156.0 | 146.0 | 136.0 125.0 116.0
t (min) 0.5 | 3.0 | 6.0 9.0 | 12.0 | 15.0 | 18.0 | 24.0
==t i
*
[¢] (ppb) 150.0 144.0* [138.0 130.0 | 122.0 | 114.0 105.0 i 97.0
— = - = e I
t (min) 0.5 3.0 } 6.0 9.0 12.0 15.0 18.0
[4]1  (ppb) 116.0 [106.0" 1103.0 97.0 | 91.0 | 84.0 | 79.5
e S e - - e
t (min) 0.5 3.0 6.0 9.0 12.0 15.0
[¢] (ppb) 95.0 | 88.0 82.0 77.0 72.0 68.0
t (min) 0.5 3.0 6.0 9.0 12.0 15.0
L¢] (ppb) 66.0 | 61.5 54.0 48.0 44.0 39.0 N
t (min) 0.5 3.0 6.0 12.0 18.0
] (ppb) 39.0 35.5 30.0 24.0 21.0

(*) Concentrations négligées lors du calcul des paramétres cinétiques.
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(suite)
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Température de 1'eau:

23.0°C

Adaptation des bactéries

t (min) 0 60 120 150 151 175 210
f$1 (ppb)| 96.5 90.0 23.0 7.5 52.0 8.0 4.0
Bact./ml (5.4x10 3.4x10
Expérience 3 température et 3 concentration en bactéries (= 3.4 x 106 bact./ml)
constantes. )
t (min) 0.5 3.0 6.0 9.0 12.0 15.0
& g
[¢] (ppb) 172.0 166.0 154.0 135.0 116.0 96.0
t (min) 0.5 3.0 6.0 9.0 12.0 15.0
%
[¢] (ppb) 146.5 137.5 119.0 101.0 87.0 78.5
t (min) 0.5 3.0 6.0 9.0 12.0 15.0
*
[¢] (ppb) 112.0 104.0 88.5 76.5 63.0 60.0
t (min) 0.5 3.0 5.0 8.0 11.0 14.0
Le] (ppb) 83.0 73.0 66.0 54.0 44.0 39.0
t (min) 0.5 3.0 6.5 8.0 11.0 14.0
(9] (pprb) 50.5 45.0 37.0 33.5 27.0 20.0
t (min) 0.5 3.0 6.0 8.0 11.0 14.0
ol (ppb) 26.5 23.0 19.0 16.5 13.0 9.0
(*): Concentrations négligées lors du calcul des param@tres cinétiques.




67

TABLEAU A-2: (suite)
Température de 1l'eau: 30.0°C
|
!
Adaptation des bactéries
t (min) 0 60 120 152 153 190 225
L¢1 (ppb) 106 102 39 16 107 40 11
6 6
Bact./ml | 6.0x10 8.6x10

Expérience 3 température et a concentration en bactéries (= 8.6 x 106 bact./ml)

constantes.
t (min) 0.5 3.0 6.0 9.0 12.0 15.0
[6] (ppb) | 169.5" | 162.0 | 144.0 | 131.0 | 116.0 | 105.0
t (min) 0.5 3.0 6.0 9.0 12.0 15.0
(o] (ppb) | 140.0 | 130.0 115.0 | 103.5 91.0 83.0
=
t (min) 0.5 3.0 6.0 9.0 12.0 15.0 | 18.0
[¢] (ppb) | 116.0 | 103.5 93.0 84.5 73.0 65.0 60.0
t _ (min) ___5;5 ! 3:0'_ 6.0 _ 9.0 12.0 15.0 |
]
[4] (ppb) 87.5 80.0 71.5 64.0 57.0 52.0
t (min) 0.5 3.0 6.0 9.0 12.0 15.0 |
(] (ppb) 64.0 59.0 51.0 46.5 41.0 37.0
t (min) 0.5 3.0 6.0 9.0 12.0 15.0
[¢] (ppb) 36.0 32.0 - 27.0 24.0 22.0 20.0
(*): Concentration négligée lors du calcul des paramétres cinétiques.
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TABLEAU A-3: Résultats de l'expérience i température et concentration
initiale de phénol constantes.

Température de 1'eau: 23.0%

Adaptation des bactéries

t (min% 0 60 120 180 210 211 230 240

[¢] (ppb)} 107.5 93.5 17.0 2.0 1.0 50.0 13.0 5.0

Expérience 3 température et concentration initiale de phé€nol constantes.

6

bact. /ml| 8.6x10°

2.3x10%act. /m1 | 1.4x10%act. /m1| 1.2x10 bact. /ml 5.8x105bact./mﬂ

t [¢] t L] t [¢] t L¢] t [¢]
(min) | (ppb) | (min) | (ppb) | (min) | (ppb) (min) | (ppb) | (min) (ppb)

5.0 68.0 5.0 58.0 5.0 68.0 5.0 77.0 5.0 87.0
10.0 57.0 15.0 53;0 20.0 64.5 |20.0 72.5 25.0 76.5
15.0 44.5 25.0 44.5 35.0 39.5 |35.0 51.0 45.0 59.5
20.0 26.0 35.0 24.5 50.0 19.0 |50.0 34.5 65.0 40.5

45.0 14.0 65.0 13.0 |65.0 24.5 85.0 27.0
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METHODE DE DENOMBREMENT DES BACTERIES

Le dénombrement des bactéries a &té& effectué par la méthode de dilution

3 4

sur un milieu solide, dans des boltes de Pétri. Trois dilutions, 10 7, 10

et 10-5 ont été utilisées. Chaque dilution a été effectuée en triple. Le mi-

lieu de culture de pH = 7.3 avait la composition suivante:

5 1.0 g.17t
-1
MgS0, . 7H,0 0.2 g.1
-1
NaCl 0.1 g.1
-1
CaCl, 0.1 g.1
-1
FeCl3 0.02 g.1
(NH,) SO 1.0 g.17t
4 2 4 . *
Bacto-Agar 20.0 g.l—1
Eau distillée 1.01

Phénol

150 ppm (expériences sur le terrain;

concentration

permettant d'isoler les bactéries phénoliques
du milieu naturel).

200 ppb (expériences au laboratoire;

concentration

permettant la croissance des bactéries phéno~-
liques déja isolées).

Aprés ensemencement en surface, les boltes de Pétri &taient mises en in-

cubation & 20°C pendant 5 jours. Les colonies &taient ensuite comptées et le
nombre de bactéries par ml était déterminé & 1'aide d'une méthode graphique

d'extrapolation linéaire (35).
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