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RESUME

La mine d’or principale d’Agnico Eagle, la mine Laronde, située a Cadillac, Québec, produit 7 300
tonnes de minerais par jour et utilise des solutions concentrées de cyanure pour extraire 'or de la roche
broyée. L'eau usée résultante doit subir des traitements chimiques et biologiques avant d’étre rejetée
dans la riviere afin de respecter les normes environnementales. Le cyanure est détruit a I'aide d’un
traitement aux peroxydes et I'eau résiduelle contenant du thiocyanate, cyanate et de 'ammoniac est
acheminée a une usine de traitement final des eaux (UTFE). Cette usine est constituée de quatre séries
de quatre biodisques ayant une biomasse bactérienne diversifiée qui s’y développe a la surface (biofilm).
La biomasse trouvée sur le premier biodisques consomme le thiocyanate et le cyanate comme source
d’énergie, de carbone ou d'azote et le transforme en dioxyde de carbone, sulfate et ammoniac.
L'ammoniac est ensuite transformé en nitrates lors de la nitrification ayant lieu dans les trois derniers
biodisques de la série. Malgré le fait qu’il fut démontré a plusieurs reprises que certains
microorganismes peuvent dégrader le thiocyanate et cyanate et le bioprocédé mis en place a la mine
Laronde fut prouvé efficace, le procédé eu occasionnellement des baisses de performances
inexpliquées. Un exemple fut les concentrations élevées d’ammoniac résultant & des pertes de
performance du systéme. Il y aurait donc plusieurs avenues a explorer pour but d’optimiser le procédé

telles que l'installation d’un systéme de dénitrification en téte du traitement.

Par I'entremise d’une collaboration des employés de 'UTFE et Pierre Juteau de I'INRS-Institut
Armand Frappier, I'objectif général de ce projet est d’optimiser et de mieux comprendre le processus
biologique de la dégradation des composés chimiques dans I'effluent minier de la mine Laronde. La
contribution du laboratoire de Dr Juteau était d’évaluer la capacité d’une technologie alternative
(Moving Bed Biofilm Reactor [MBBR]) a dégrader le thiocyanate, cyanate et ammoniac présent dans

I'effluent.

Les objectifs spécifiques de ce projet étaient les suivants. En premier lieu, il y a eu I'évaluation
de la diversité bactérienne dans les biofilms situés sur les biodisques de I'usine du traitement final des
eaux par des techniques de biologie moléculaire. Le second objectif était de déterminer si la dégradation
du thiocyanate et du cyanate était principalement due & l'activité d'une population autotrophe ou
hétérotrophe. Finalement, a la suite de la mise au point des MBBRs dans le laboratoire de Pierre Juteau,

nous avons déterminé la diversité bactérienne dans ceux-ci.



Dans le premier objectif, nous avons comparé les diversités des différentes microflores
bactériennes présentes dans chacun des biofilms des biodisques. La majorité des bactéries présentes
dans le biodisques dégradant le thiocyanate et le cyanate appartenaient au genre Thiobacillus. La
diversité bactérienne des trois biodisques impliqués dans la nitrification a permis de noter le
changement de la biodiversité avec le changement du genre de nutriment accessible aux bactéries et

I'apparition de bactéries nitritantes et nitratantes.

Au second objectif, nous avons pu conclure la présence d'une population bactérienne mixte

composée a la fois de bactéries autotrophes et hétérotrophes.

En utilisant la méthode du PCR-DGGE a une seconde reprise, le laboratoire a noté la diversité
bactérienne présente sur les supports présents dans les MBBRs a I'échelle de laboratoire de I'INRS-
Institut Armand Frappier. Tous les échantillons obtenus ont démontré une forte similarité de la flore
bactérienne avec des dominances sporadiques démontrées par les intensités des bandes sur les
résultats DGGE. Ceci laisse supposer qu’au contraire des biodisques, la microflore présente sur les
supports avait tendance a se maintenir dans tous les réacteurs. A partir de génothéque des génes de
I'ARN ribosomal (ARNr) 165 et le séquengage de clones représentatifs, cela a permis de déterminer la
présence de bactéries affiliées au genre Thiobacillus; ce genre représentant encore une dominance chez
les bactéries dans les biodisques servant a la dégradation du thiocyanate et cyanate. Les derniers
biodisques servant a la nitrification ont permis de noter un changement de la biodiversité avec le
changement du type de nutriment accessible aux bactéries (apparition de bactéries nitritantes et
nitratantes). Par contre, contrairement aux biodisques, le genre Thiobacillus fut présent dans tous les

réacteurs.
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1. Introduction

L’industrie de I’or est une industrie en pleine expansion due a la grande demande pour ce métal
polyvalent. L’or est un des métaux les plus populaires dus a sa texture lisse, reluisante, sa
caractéristique malléable, docile et ne s’oxyde pas dans I’air ni dans I’eau. C’est un métal en
grande demande dans les domaines de fabrication des bijoux, des sculptures, de I’art décoratif et
de plus en plus dans le domaine de la nanotechnologie. Ce métal se retrouve en grains ou en
pépite dans le minerai. Leurs gisements sont en veines souterraines ou longeant les cours d’eau.
L’extraction d’or a partir de minerai de fagon chimique ou physique a pour but d’obtenir ce
métal d’une maniére rapide, efficace et d’une bonne qualité.

La mine Laronde, située en Abitibi Québec, utilise la technologie de la cyanuration
comme méthode d’extraction d’or. C’est I'utilisation de solutions concentrées en cyanure pour
solubiliser I’or retrouvé dans les minerais préalablement broyés. Une fois 'or extrait des
minerais, il ne reste qu’un jus stérile contenant différents composés de cyanure (forme libre et
complexée a différents métaux). La présence de pyrite dans les minerais va causer une formation
de thiocyanate (SCN’). L’eau usée peut étre réutilisée, mais elle doit étre jetée en partie pour
¢viter la perte de I’efficacité lors de la cyanuration due aux complexes de cyanure formés lors de
ce procéde. Cette technologie peut créer des problemes pour I’environnement dus aux grandes
quantités de cyanures accumulées. Si les caux usées ne sont pas entreposées adéquatement, il
pourrait y avoir unc fuite dans les cours d’cau, ce qui pourrait endommager la faune, la florc et
par la suite, la population humaine entourant la mine.

Des méthodes de traitements chimiques et physiques sont habitucllement utilisées pour
but dc traiter les caux usées. Les traitements les plus utilisés pour détruire le cyanure dans les
caux sont les traitements chimiques employant le dioxyde de soutre et I’air (procédé INCO) ou le
traitement aux peroxydes cn présence de cuivre (Oleson et coll,, 2005). A la suite de la
destruction du cyanure, une cau usée contenant du thiocyanate, cyanate et ammoniac cst obtenue.
Ces derniers composés sont beaucoup moins toxiques pour I'environnement que le cyanure, mais
aux concentrations  retrouvées  dans  1'cau ces  composés  sont  reconnus  comme  étant
potenticllement néfastes. De nombreux traitements physiques et chimiques peuvent étre utilisés

pour detruire les sous-produits de la destruction du evanure. A la mine Laronde. une usine du



traitement final des eaux fut congue pour traiter de fagon biologique les eaux contenant le
thiocyanate, cyanate et I’ammoniac. 11 fut démontré depuis longtemps qu’il existe des
microorganismes (principalement des bactéries) pouvant oxyder completement le cyanure et le
cyanate pour former du CO; et du NH,', et le SCN” en CO, NH,' et SO,%. Les sous-produits de
ces dégradations comme le NH,4' doivent étre transformés en NOj; par voie de nitrification. A Ia
mine Laronde, I’effluent sortant de 'usine du traitement final des eaux contiendra du NOj et
S04, composés qui sont peu toxiques a ces concentrations. L’utilisation de procédé de

traitement biologique dans le domaine minier est cependant trés rare.

Problématique, hypothése et objectifs du projet

La mine Laronde de la compagnie Agnico-Eagle située a Cadillac, Québec produit
plusieurs tonnes de minerais par jour et utilise une grande quantité de cyanure pour extraire |’or
parmi ces minerais. L’effluent résultant subit des traitements chimiques pour détruire le cyanure
et biologiques dans le but de dégrader le thiocyanate et d’effectuer la nitrification avant d’étre
rejetée dans la riviére, afin de respecter les normes environnementales. Le traitement biologique
du thiocyanate se fait dans des réacteurs de type biodisque, unc technologie initialement utilisée
pour I’épuration d’eaux usées municipales. Ce type de bioréacteur employant les techniques de
biofilms est toutefois une technologie mécaniquement lourde, résultant a des pertes d’efficacités
et des bris majeurs. De plus, la dégradation du thiocyanate résulte a une augmentation de la
concentration de I’ammoniac dans I’cau usée, ce qui vient inhiber la nitrification.

Par unc collaboration de la mine Laronde et Pierre Jutcau de I’INRS-Institut Armand
Frappicr, I’objectif général de ce projet était d’accroitre la compréhension des processus
microbicns du procédé, a optimiser Iactivité microbienne et  tester un autre type de bioprocédé,
soit une séric de réacteurs MBBR avee recirculation. Les objectifs spccifiques de ce projet
¢taient les suivants. Il s’agissait d’abord d’évaluer la diversité bactéricnne des biofilms présents
dans les biodisques a 'UTFE par une méthode de profilage par ¢lectrophorese sur gel a gradient
dénaturant (DGGE). Ensuite une génothéque de génes de I'ARN ribosomal (ARNr) 16S devait
¢tre construite pour identifier la population bactérienne présente dans les biodisques. Dans un
second objectif, nous avons voulu savoir si la population bactériennc responsable de la

dégradation du thiocyanate ¢t du cyanate était de nature autotrophe ou hétérotrophe. Finalement,



nous avons déterminé la composition bactérienne des MBBRs développés au laboratoire de

Pierre Juteau.






2. Revue Bibliographique

2.1. Techniques d’extraction d’or

2.1.1. Caractéristiques de l'or

L’or (symbole chimique AU) peut former plusieurs complexes avec des groupements
organiques, phosphanes, thiolates ou halides permettant d’étre manipulé trés facilement (Pyykko,
2004). Une technique courante dans I’extraction d’or est la cyanuration ot I’on crée ’anion AU
(I) dicyanide. Les minerais contenant I’or peuvent étre classés en trois catégories : « free
milling », complexe ou réfractaire (La Brooy et coll., 1994). La classe des minerais contenant
’or va influencer le type de procédé d’extraction utilisé. Les minerais « free milling » donnent
approximativement un résultat d’extraction d’or > 90 % avec une cyanuration traditionnelle
d’environ 20 a 30 heures, avec suffisamment de cyanure ajouté pour créer une concentration
finale de 100-250 ppm a un pH de 10 a la fin du procédé (La Brooy et coll., 1994). Les minerais
réfractaires d’or sont des minerais résistants aux techniques conventionnelles d’extraction d’or
comme la cyanuration. 11 faut donc prétraiter la matrice, souvent composée de pyrite, pour rendre
les métaux précieux accessibles. Les minerais complexes donnent une récupération d’or
économiquement acceptable seulement lors d’implication de grandes concentrations de cyanure
et oxygene. Normalement, le prétraitement utilisé lors de I’extraction d’or a partir des minerais
est le broyage. Ceci permet de rendre les particules d’or accessible au cyanure. La quantité d’or

obtenu & partir de minerais ct la solubilisation sont reliées a ’efficacité du broyage.

2.1.2. Lacyanuration

Malgré les inquiétudes envers I'utilisation d'un composé hautement toxique et des quelques
autres possibilités offertes (thiourée, thiosulfate, cte.), la solubilisation de I'or par le cyanure
(cyanuration) en milicu alcalin est la technique de métallurgie la plus utilisée. L oxydation de
I’or est un pré requis pour sa solubilisation dans la solution alcaline de cyanure (Kondos et coll.,
1995). Normalement, I'or est inerte & I"oxydation. En présence d'un agent pouvant former un
complexe avee I'or comme le cyanure (CN'), I'or forme Ie complexe cyano [Au(CN)»] quand

oxyde.



4Au+ 8NaCN+0,+2H,04>4[NaAu(CN),] + 4NaOH (1)

La solubilisation de I’or dans une solution de cyanure a été étudiée par de nombreux
laboratoires (Bouffard et Dixon, 2007; Johnson et coll., 2009; Jeffrey et Ritchie, 2000). Par
contre, malgré la multitude d’articles publiés a ce sujet, il ne peut pas avoir consensus au sujet du
mécanisme précis de cette réaction importante. Un mécanisme de la solubilisation de I’or dans
une solution de cyanure fut proposé par MacArthur (MacArthur, 1972):

a) ’adsorption du cyanure a la surface de I’or

Au+ CN (aq) = Au + (CN),qs (2)
b) extraction électrochimique d’un électron :

Aut (CN )ugs = [Au(CN)]us + - 3)
¢) la combinaison de I’intermédiaire adsorbé avec un second ion de cyanure :

[Au(CN)Jaas + CN (aq)= Au(CN) (aq) 4
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Figure 2.1 : Résumé schématique de la technique de cyanuration employée afin d’extraire I’or du
minerai. Traduit et modifié de http://www.marthamine.co.nz/ ore_process.html

2.1.3. Le cyanure et le thiocyanate

Le cyanure est un anion formé d’un atome de carbone ayant une liaison triple 4 un atome
d’azote. Les sels de cet ion et méme I’acide cyanhydrique sont extrémement toxiques pour les
mammiféres. A I’opposé, les ferrocyanures ne le sont pas et sont utilisés dans I’industrie
alimentaire. Les cyanures peuvent étre produits naturellement par des bactéries, moisissures,
algues et plantes. L’anion thiocyanate (SCN’), un composé relativement stable, peut aussi étre
produit naturellement (procédés de détoxification naturels) et lors de la production d’eaux usées
lors des procédés industriels tels que les usines de charbon, les synthéses organiques, du placage
de métal et I’extraction de métaux précieux. Le thiocyanate est un composé ayant une toxicité
plus basse en comparant celle du cyanure. Le thiocyanate peut malgré tout causer des troubles de

thyroide s’il y a exposition chronique & ce composé (Jeong et coll., 2006). De plus, ce composé



peut étre toxique a de basses concentrations (58-116 mg/L) pour certains microorganismes, mais

il peut étre dégradé par des bactéries autotrophes et hétérotrophes.

2.2.La mine Laronde, Cadillac Québec

2.2.1. Historique et réalisation

La mine Laronde, la mine principale de la compagnie Agnico-Eagle, est située a Cadillac
(Abitibi Québec) dans la ceinture volcanique archéenne de 1’Abitibi, a 650 km au nord de
Montréal. Cette mine représente le plus grand gisement aurifére au Canada. En 2008, la mine a
produit 216 208 onces d’or, ce qui donne a la mine un total de 4 millions d’onces d’or extrait
depuis 1988. Les réserves sont estimées d’étre plus de 5.3 millions d’onces. C’est une mine a
multi métaux qui extrait des sous-produits comme I’argent, le zinc et le cuivre. A la mine
Laronde, nous retrouvons |’exploitation miniére souterraine, une usine de traitement, une usine
de concassage secondaire et des installations connexes. La production est faite a partir du puits
principal appelé le puits Penna ayant une profondeur de 2 250 métres. Ce puits est de remontée
unique et il est le plus profond de son genre dans I’hémisphére occidental. Ce puits permet & la
mine de générer jusqu’a 7 300 tonnes de minerais par jour. L’extraction dans le puits se fait par
abattage a accés transversal par chambre vide avec remblai cimenté comme support pour éviter

I’écoulement.

2.2.2. Travaux effectués a la mine

A T'usine de traitement, nous y trouvons des circuits de flottation du cuivre et du zinc, ainsi
qu’un circuit de récupération et raffinage des métaux précieux. A la fin, la mine obtient trois
produits : lingots auriféres de métaux précieux (or et argent), concentré de zinc et concentré de
cuivre. Depuis 1988, plusieurs modifications ont été apportées a 1’usine de concentration pour
optimiser I’extraction des métaux précieux et sous-produits. Aujourd’hui, plus de 20 ans aprés la
mise en fonction de I’usine d’origine, 1’usine de concentration de la mine fonctionne au-dela des
attentes. L’usine comprend un circuit de broyage, un circuit de broyage secondaire (permettant

jusqu’a plus de 7000 tonnes par jour d’étre traités), un systéme de flottation du cuivre et du zinc,



une aire d’épaississement/filtration et de stockage des concentrés et finalement un circuit de
récupération des métaux précieux. Le dernier circuit comprend la cyanuration, la décantation a
contre-courant, la précipitation de I’or a I’aide de poussiére de zinc et la destruction du cyanure

avant la production des remblais en pite.



2.2.3. Traitements de I'effluent minier

En raison des nombreux travaux effectués chaque jour, des volumes importants d’effluent
sont produits. Encore, certains produits chimiques utilisés pour accomplir les extractions doivent
étres traités et détruits a fin de se débarrasser ou de réutiliser ’eau. L’eau usée est donc traitée
trois fois avant qu’elle soit dépolluée:

I. Traitement aux peroxydes : permet I’oxydation du cyanure en cyanate.

2. Traitement a la chaux: permet la précipitation des résidus de minerais et la

neutralisation des eaux acides.

3. Traitements biologiques : dégradation du thiocyanate et cyanate en ammoniac ainsi

que la nitrification.

A la suite de I’extraction par cyanure, environ 43 % des résidus sont envoyés vers un
premier parc a résidus (parc ouvert) mesurant environ 1 km®. C’est par la suite de ces traitements
et d’analyses adéquates prouvant que P’eau est dépolluée qu’elle peut étre rejetée dans les lacs ou

(dans la majorité des cas) réutilisée dans I’usine de concentration.

2.3.L’'usine des traitements finals des eaux

2.3.1. Description et emplacement

L’usine du traitement final des caux (UTFE) est située sur le terrain de la mine Laronde,
plus précisément au coté des puits Penna. Cette usine est constituée d’un traitement biologique
de type « Rotating Biological Contactor », ou biodisque, ot un biofilm responsable de la
dégradation des polluants sc développe a la surface du mécanisme. L’cau est ensuite acheminée a
un décanteur pour séparer les boues biologiques excédentaires se détachant du support des
biodisques. Le thiocyanate, le cyanate et 'ammoniac y sont assez concentrés (environ 700, 200
ct 50 mg/L) en raison de la recirculation et du procédé d’extraction multimétaux (présence de
cuivre et de zinc qui sc lient aussi au cyanure, d’olt un besoin dune plus grande quantité de
celui-ci). Si I'on compare 1'azote de ces composés aux valeurs en azole pouvant ¢tre nitrifié dans
un cffluent municipal (azote ammoniacal et organique). la charee traitée a FUTFE serait

¢quivalente a celle d une municipalité de 66 000 habitants. 1.°UTFI: comporte quatre séries de
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quatre biodisques. Dans chaque série, le premier biodisque sert a la transformation du cyanate et
du thiocyanate en ammoniac. Les trois autres biodisques servent a la nitrification, soit la
transformation de I’'ammoniac en nitrate. Cette configuration est utile, car la nitrification ne peut
pas avoir lieu en présence d’une concentration importante de thiocyanate car la nitrification sera
inhibée. D’autre part, la nitrification étant plus lente que la transformation du cyanate et
thiocyanate, les 3 biodisques de nitrification permettent la transformation compléte de
I’ammoniac.

Avec I’arrivée de grandes quantités eaux usées a I’'UTFE, il est important de maintenir
I"activité optimale dans les biodisques pour éviter le stockage de 1’eau. Le stockage d’eau
pourrait causer plusieurs inconvénients 4 la mine tels que 1’arrét de production si la capacité de
stockage est atteint et la possibilité de fuites des bassins pouvant avoir des effets nocifs pour
I’environnement A fin de maintenir cette activité, il y a quelques paramétres d’opérations qui
sont importants 4 maintenir. Les besoins en oxygéne des bactéries aérobies sont atteints avec un
systéme d’aération dans I’eau. Les besoins de carbone inorganique sont entretenus avec le
maintien de carbonate dans I’eau. L’eau i traiter doit étre donc maintenue a une alcalinité
minimale (100 mg/L). 1l doit y avoir dans I’eau tous les nutriments nécessaires a la survie des
bactéries présentes dans le biofilm. C’est pour cela que de I’azote, de I’hydrogéne, du soufre, du
potassium, du sodium, du calcium et du magnésium en quantités suffisantes sont retrouvés dans
les eaux a traiter. Seulement le phosphore (utilisée pour le processus de stockage d’énergie chez
les bactéries) doit étre ajouté, car il n’est pas suffisamment retrouvé dans les eaux a I’UTFE. Il
est important de maintenir les paramétres stables, car les bactéries ne supportent pas les
changements drastiques dans leur environnement. Si un changement du procédé est requis, il doit
étre fait graduellement pour ne pas perturber la microflore installée sur les biodisques. S’il y a un
changement drastique dans I’environnement du biofilm, ceci peut venir affecter la performance
du biofilm et méme tuer certaines espéres. Comme exemple, puisque le métabolisme des
bactéries effectuant la nitrification est plus lent et ces bactéries sont plus sensibles a leur
environnement elles seront influencées plus rapidement par certains changements et donc la

performance de la nitrification sera perturbée.
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Figure 2.2 : Photo représentative de I’emplacement de 'UTFE avant la construction de deux lignes
supplémentaires. Nous y retrouvons le batiment abritant le laboratoire, les réservoirs de mélange, les
soufflantes, les préparations des réactifs, les cuves en béton contenant les biodisques, le clarificateur, le
silo de soude caustique et le réservoir de CO2.

Le pH des stades de dégradation du thiocyanate est maintenu entre 7.5 et 8.5 (hiver en
bas de 8 et été en haut de 8). Dans la littérature, si le pH est situé entre 7.5 et 8 lors de la
nitrification, I’ammoniac est transformé en nitrite et ce composé est transformé rapidement en
nitrate.

Un autre paramétre influengant la nitrification ainsi que les autres procédés biologiques
lors des stades de dégradation est la température. La température des eaux a traiter a I’"UTFE est
a 17 °C a I’entrée du systéme. Lors de I’ajout d’air dans les réacteurs, I’eau est maintenue a une
température de 18 a 20 °C. Un systéme de chauffage a été installé pour éviter les variations de
température pouvant nuire a la croissance et performance de la biomasse. De plus, il est
important d’indiquer que la température influence également la quantité d’oxygene dans I’eau,
c’est-a-dire que le taux de saturation change selon la température (a basse température, la

concentration d’oxygeéne dissous dans 1'eau est plus élevée qu’en été).

12



2.3.2. Problématique et solution préliminaires

L’UTFE fut mise en opération en 2003, mais le traitement n’ctait pas cfficace au début
pour permettre un rejet au cours d’eau. L’effluent était donc retourné aux bassins
d’accumulation. La capacité d’entreposage a d’ailleurs di étre augmentée en agrandissant les
cuves a rétention. Le manque d’efficacité était surtout au niveau de la nitrification qui était
incompléte. Une collaboration entre Agnico-Eagle et PINRS-Institut Armand-Frappier (INRS-
IAF) a été faite pour analyser le probléme. Ceci a permis d’identifier le phénomene d’inhibition
par ’ammoniac. En réponse a I’identification d’une cause de la baisse en efficacité du traitement,
une modification a été apportée a 'UTFE (recirculation interne pour diluer I’ammoniac au

deuxiéme disque de chaque série).

Cependant certaines conditions causaient encore des baisses en efficacité dans le
traitement. Premiérement, il y avait une concentration en ammoniac trés élevée dés la sortie du
premicr biodisque. Ceci était dit au produit de la dégradation du thiocyanate et cyanate. Cette
haute concentration (allant jusqu’a 250 ppm) venait inhiber la nitrification qui devait avoir lieu
dans les trois derniers biodisques. Seulement le dernier biodisque effectuait une nitrification,
mais cc n’était pas suffisant pour respecter Ies normes des concentrations en nitrites a la sortic de
I"affluent. A la suite de la collaboration avec I'INRS-Institut Armand Frappier, unc premiére
solution fut apportée : d’ajouter une recirculation a partir de la sortie du quatriéme biodisque
allant a I"entrée du deuxieme biodisque. Ceci a permis unc dilution de I’effluent et donc unc
diminution de la concentration en ammoniac. A ccs concentrations, les microorganismes
cffectuant la nitrification ont pu s’établir et la nitrification était compléte. Deuxiemement, il y a
des pertes d’efficacité occasionnelles qui sont toujours inexpliquées, surtout en hiver. Ce n’est
pas la température qui est en causc puisque les biodisques sont chauffées. On a supposé un
manque nutritionnel résultant de la précipitation de certains ¢éléments. L’eau est chargée en
plusicurs ions ct le chauffage hivernal provoque Pentartrage des réacteurs. Ln plus de causer des
problémes mécamques. ceci pourrait réduire la disponibilité de certains ¢léments essentiels. Le

laboratoire a vénfi¢ que les agents antitartres utilisés n’inhibaient pas la nitrification & court
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terme, mais un effet négatif a long terme n’est pas exclu. Un autre probléme concerne le
phosphore. Ce dernier est ajouté pour combler les besoins d’énergie pour la croissance des
bactéries du bioprocédé. En raison de la salinité élevée dans I’effluent minier, une partie
précipite et n’est pas disponible pour les bactéries. La compagnie a donc été obligée d’augmenter
la concentration en phosphore i I’entrée des réacteurs. Par contre, les particules de précipité de
phosphore ne peuvent pas étre entierement retenues par le décanteur. Pour éviter de dépasser des
normes de rejet de phosphore, une étape de précipitation-coagulation a Palun a été ajoutée. De
plus, bien que les biodisques utilisés fussent de derniére génération (submergés a 80 % pour
réduire le poids exercé sur le moyeu central), cette technologie pose de sérieux problémes
mécaniques : il y a cu rupture d’un des moyeux et pertes de pointes de tartes (parties
additionnelles des biodisques). Finalement, en plus du probléme de surdosage du phosphore,
plusieurs paramétres ne sont pas optimisés en terme de frais de fonctionnement (ex. : oxygeéne
dissous). Le procédé ne profite pas de Iopportunité d’utiliser une partie du nitrate formé pour
métaboliser du cyanate et thiocyanate en conditions dénitrifiantes, ce qui réduirait les coits
d’aération ct permettrait une dénitrification partielle (¢limination d’une partie du nitrate).
Agnico-Eagle désire donc développer un procédé de traitement biologique plus efficace que celui

déja installé.

2.4.Biofilms

2.4.1. Description

La perception que les bactéries vivent en tant qu'étres unicellulaires est basée sur les
cultures cellulaires pures en laboratoire (Davey et coll., 2000). Etant donné le fait que les
colonies bactéricnnes puissent étre isolées afin d’obtenir des cellules pures dans les cultures
liquides, cettc méthode d’opération est exploitée ct utilisée dans plusicurs études d’activité
bactérienne. Bien que I"approche traditionnelle des études de bactéries isolées dans des milicux
de culture liquides a apporté de nombreuses conclusions sur la pathogénicité et la voic
métabolique des certaines souches, la croissance planctonique de cultures pures est rarement
retrouvée en milicu naturel (Davey et coll., 2000). En fait. les micro-organismes préférent une
convenance de vie ou la population est ancrée sur un support fixe. communément appelé état

sessile. au licu de I"¢tat planctonique (Filloux et Vallet. 2003). Cet attachement sur un support est
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une méthode de survie qui permet une colonisation de I’environnement en question. Lorsque les
bactéries s’attachent & une surface stable, elles développent une communauté organisée que
William Costerton appela « biofilm » (Filloux et Vallet, 2003). Dans I’environnement, les
biofilms sont majoritairement composés d’espéces bactériennes multiples. Jusqu'a récemment,
I’insuffisance des techniques d’analyse pour explorer ces communautés in situ a entravé les
analyses détaillées a leur sujet. Grice aux avancements des microscopes et des technologies
moléculaires, il est maintenant possible d’étudier ces communautés (Watnick et Kolter, 2000).
Ces observations directes des habitats naturels ont permis de conclure que la majorité des micro-
organismes persévérent en communauté attachée sur une surface dans I’écosysteme du biofilm et
non seul dans un état flottant.

Cinq étapes majeures ont lieu pour aboutir a la formation des biofilms (Watnick et
Kolter, 2000) (figure 2.3). C’est un processus qui requiert des interactions multicellulaires
complexes. Premiérement, les bactéries prennent connaissance des facteurs environnementaux,
ce qui causc le rapprochement a une surface qui résulte & un ralentissement de leur mobilité
(Davey et coll., 2000). Ces facteurs environnementaux comme I’osmolarité, le pH, I’apport dc
fer, la tension d’oxygenc et la température vont varier selon I’espéce bactérienne. Normalement,
dans des milieux aqucux nutritifs, les bactéries vont s’attacher a n’tmporte quelle surface
environnante ct dans des milicux dépourvus de nutriments, les bactéries vont plutot s’attacher a
une surface nutritive (Watnick et Kolter, 2000). Par la suite, la bactérie forme unc association
transitoirc avec la surface ou avec d’autres bactérics occupant la surface. Cette association
transitoire permet a la nouvelle bactérie de sc trouver un endroit idéal pour se loger. Enfin, les
biofilms sont construits en forme 3D par la colonisation des milieux environnants. A la suite de
la formation des biofilms, les microcolonics sont séparées par des canaux aqueux formant un
labyrinthe de circulation afin de permettre Pacheminement d’oxygene et des nutriments dans les
régions dormantes du biofilm et d’autres corridors servent a I’évacuation des déchets. Un
gradient d’oxygéne et de nutriments s’ impose du sommet a la base du biofilm ou il existe un
microenvironnement anaérobic (Filloux et Vallet, 2003). Ceci vient appuyer I’hypothcse que la
fonction métabolique de la bactérie differe selon son emplacement dans le biofilm. De plus, un
emplacement pres de la surface du biofilm permet aux bactéries de se disperser et former

d’autres biofilms a différents emplacements (Watnick et Kolter, 2000.).
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2.4.2. Utilisation des biofilms dans I'épuration des eaux

La capacit¢ des microorganismes & dégrader des polluants organiques ou éléments
toxiques dans les eaux fut étudiée depuis de nombreuses années. Ce qui est nouveau dans la
biodégradation est I’expansion et Putilisation de ce procédé a fin de traiter de grandes quantités
d’eftluents industriels. Ce qui est attrayant du traitement des eaux usées par bioftlm sur support
est la promesse d’un traitement économique, d’une facilité d’opération, une technologie
compacte et le plus important de nos jours, une technologie sécuritaire pour ’environnement. De
plus, les résultats finaux sont moins influencés par la séparation de la biomasse (contrairement
aux traitements par boue activée). La concentration de la biomasse a étre séparée a la fin du
traitement est 10 fois moindre et les techniques de séparation sont plus flexibles (Ddegaard et
coll., 2006). Finalement, la biomasse qui est attachée sur un support devient plus spécialisée
(plus grande concentration de microorganismes impliqués dans la dégradation) (Qdegaard et

coll., 20006).
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Figure 2.3: Représentation schématique de la formation d’un biofilm par une espéce bactérienne. A) le
déplacement vers une surface dans un endroit nutritif & I’aide de flagelles. B) I’encrage aléatoire et
réversible de bactéries & une surface. C) La migration des bactéries sur la surface afin de former une
microcolonie. D) Production d’exopolysaccharides pour former la forme tridimensionnelle du biofilm. E)
Lorsque les conditions de I’environnement deviennent défavorables, certaines bactéries peuvent se
détacher et nager vers un environnement favorable. Traduit de Watnick et Kolter, 2000.

2.5.Les traitements par biodisques

Les biodisques sont grandement utilisés pour traiter les effluents domestiques en Europe et dans
les petites villes en Amérique du Nord (Chan, 1979; Mba et coll., 1999) comme ceux de
I’industrie laitiére et alimentaire. Les biodisques sont munis de plusieurs segments (4 a 12) par
disques en plastiques résistants alignés sur un axe horizontal. Les segments individuels sont
généralement supportés par un minimum de trois tiges rigides attachées a une structure de
support démontré a la figure 2.5 (Mba et coll., 1999). Le disque uni est a la fois exposé a 1’air et
a I’eau contaminée. L assemblage du rotor et des disques va ensuite étre tourné a faible vitesse (1
a 10 RPM) par un moteur ou par brassage a I’air compressé (Patwardhan, 2003). Le mouvement

rotatif du biodisque influence la formation d’une couche mince d’eau a traiter a la surface des
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disques permettant la dégradation des composés par des microorganismes aérobies lorsqu’ils
sont exposés a I’atmosphére (Patwardhan, 2003, et Chan, 1979). La paroi sur laquelle les
microorganismes ont une croissance naturelle est nommée support. La force de cisaillement
causée par la rotation des disques détache la biomasse en excés allouant une croissance constante
de biomasse (Patwardhan, 2003). Comme démontré par les figures 2.4 et 2.5, le disque a deux
fonctions principales : 1. il fournit une surface de croissance pour la microflore. 2. il facilite le
contact air/eau aux microorganismes en formant une couche mince du liquide a traiter sur les

parois du biofilm.
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Figure 2.4. Représentation schématique de la constitution d’un biodisque. Traduit de Patwardhan,

2003.
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Figure 2.5. Représentation d’une installation de biodisques. Patwardhan, 2003.

Des études ont démontré que I’avantage principal du biodisque est la grande surface de
contact créée par les disques permettant un traitement adéquat d’unc quantité d’eau supérieure a
d’autres traitements biologiques comme les traitements par boucs activées (Mba et coll., 1999;
Patwardhan, 2003). De plus, ces mémes études ont montré que si les disques sont fabriqués en
plastique mince, ceci n’offre presque aucune résistance lors de la rotation dans Peau, le coiit
d’énergie de la technologic des biodisques est considérablement bas en comparant avec les

traitements de boues activées (Mba ct coll., 1999; Patwardhan, 2003).
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Figure 2.6. Moyeu et billes de roulement vieillissent par corrosion et poids des biodisques. Mba D.,

et al 1999

Par contre, des études comme celle de Mba et coll. (Mba et coll., 1999) ont démontrées
que I"utilisation des biodisques & grande échelle peut entrainer des inconvénients tels que les bris
mécaniques dus a une faible conception, a la corrosion lente causée par les produits a traiter ou
I’action des microorganismes. Plus de 250 biodisques ont été analysés et la majorité des bris
rapportés furent les bris de moycux ce qui comprend des frais de réparation élevés (figure 2.6)
(Mba et coll., 1999). Ce genre de bris mécanique est le plus sévére chez les biodisques dus au
collt total de remplacement. Un bris du moycu résulte a un remplacement total du biodisque, car
les panncaux de plastique sont endommagés au-dela de la réparation. Aussi, la rotation du moyeu
peut s'arréter par I fait d’un séchage ou une contamination de la graisse lubrifiante résultant au
bris des billes de roulement (figure 2.6-2.7). Une fois qu’unc partic de unité est fracturée, le
stress additionnel créé par cette fracture est redistribué sur la structure entiére résultant a
I’¢croulement du support di au poids de la biomasse (Mba et coll., 1999). Mba et coll. (1999)
ont suggéré daugmenter la vitesse de mouvement des supports ainsi que leurs surfaces de
croissance pour éviter I'accumulation de biofilm formée par des microorganismes dans
Ienvironnement. Pour conclure, la technologic des biodisques est grandement influencée par le
bris du moyeu et la « fatigue » des supports. Ces facteurs ne furent pas pris en compte lors de la

conception mécanique de cette technologie.
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Figure 2.7. Figures démontrant les dommages d’un biodisque causés par I'usure. a) Segment du
biodisque fracturé. B) Unité de biodisque sévérement endommagée. Mba D, et al 1999

2.6.Les traitements par « Moving Bed Biofilm Reactor » (MBBR)

La technologic MBBR fut conguc en Norvege dans le début des années 1990 afin
d’éliminer les désavantages liés aux autres technologics a supports fixes ct aux boues activées
(Ddegaard, 2006). L’idée des MBBRs était d’obtenir un traitement efficace, en continu et ayant
unc grande surface de contact. En 2006, plus de 300 usines de traitements des caux utilisérent
des traitements basés sur les MBBRs dans plus de 22 pays du monde (Ddcgaard, 2006). La
majorité des traitements utilisant les MBBRs furent congus afin de traiter des caux municipales
ct des caux usées provenant de petites industries dans le I'intention de retirer ’azote en excés.

L idée principale des MBBRs cst d’avoir un réactcur a btofilm en marche constante, ne
pouvant pas étre bloqué, n’ayant pas de perte d’cfficacité a la fin du procédé et ayant une grande
surface de contact des btofilms. Ceci est accompli en allouant la croissance des biofilms
(biomasse) sur des petits supports baignant et bougeant avec 'cau a traiter. Le mouvement des
supports est causé par aération (version adrobie) et un brassage mécanique (version
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anoxique/anaérobie) vu a I’aide de la figure 2.9. Les supports sont faits a partir de polyéthyléne
et d’une forme cylindrique ayant des segmentations a Pintérieur et des ondulations sur la surface
externe permettant ’accumulation de la biomasse (fig. 2.8). Le diamétre et le nombre de

segmentations reposent sur le type de traitement et de biomasse.

Figure 2.8 : Représentation schématique démontrant la structure générale des supports. Udegaard, 2006.

Le montage des MBBRs est congu en sorte que le volume entier du réacteur est utilisé
pour la croissance de la biomasse et donc, en conséquence, la dégradation des COmposeés
retrouvés dans I’eau (Jdegaard, 2006). Le montant de supports ajoutés dans les réacteurs de
traitements dépend de chaque cas, ce qui donne de la flexibilité a la surface de contact. 11 est
recommand¢ que les supports doivent avoir une occupation maximale de 70 % dans le réacteur.
Dépendamment du genre de support, ceci correspond & une surface de contact théorique
d’environs 500 m’m *. Par contre, puisque la biomasse est plus abondante a I’intérieur des
supports qu’a I"extéricur (possiblement causé par la collision entre supports), la surface cxplicite
actuelle est de 350 m"m™* (Pastorelli ct coll., 1997; Odegaard et coll. 1994). De plus, il fut
démontré qu’une des caractéristiques importantes du bon fonctionnement des MBBRs est la
surface de contact du biofilm (Qdegaard et coll., 1999). Ceci vient augmenter la surface de
diffusion des composés dans le biofilm. Puisque cette diffusion est importante, 1’épaisscur du
biofilm actif” (biofilm pouvant traiter les composés diffusés) est importante. Puisque la
profondeur de diffusion des composés dans le biofilm est normalement moins que 100 pm, le

biofilm id¢al devrait ¢tre mince et répandu sur la surface des supports (Odegaard et coll.. 2006).

22



Afin d’obtenir ceci, la turbulence dans le réacteur est d’une grande importance. A la fois pour
transporter les substrats aux biofilms et de diminuer I’épaisseur des biofilms sur les supports par

les forces de cisaillements (Jdegaard, 2006).
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Figure 2.9. Exemples photographiques de MBBRs en construction. (a) réacteur aérobie muni d’un
systeme d’aération monté a la verticale; (b) Réacteur anoxique muni de rotor sur moyeux horizontaux.
(Ddegaard, 2006)
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Selon les études faites par Jdegaard et Pastorelli et al. (Ddegaard, 2006; Pastorelli et coll.,
1997), les MBBRs seraient une technologie supérieure due a ces caractéristiques :

I-— T'utilisation des supports en suspension (biobilles) évite I’incorporation de supports fixés
(comme les biofiltres et biodisques) dans les réacteurs a fin de maintenir la biomasse dans
les réacteurs appropriés. Donc il y a une meilleure utilisation de I’espace du réacteur lors du
traitement des eaux usées;

2 T'utilisation des MBBRs diminue le risque de bris mécaniques, di a la petite taille et au
faible poids des supports (figure 2.10); et

3 — Putilisation d’une technologie a biomasse permet de spécialiser la biomasse c’est-a-dire

avoir une grande concentration d’organismes utiles au traitement.

La technologic MBBR ne comprend pas de recirculation de la biomasse sur les supports.
Seulement la biomasse en suspension sera séparée ce qui est un avantage considérable en
comparaison avec les traitements par boues activées. Le fait que les supports sont
continuellement submergés et constamment en mouvement dans 1’eau usée offre une meilleure

sélection des microorganismes dégradant les composés ciblés (Andreottola, 2000).
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Figure 2.10. Représentation schématique du fonctionnement des MBBR lors de traitements d’cau usée.
(Pastorelli et coll., 1997)
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2.7.La dégradation microbienne du thiocyanate et cyanate

Depuis 1904, la majorité des études effectuées sur la dégradation biologique du
thiocyanate ont été faites sous des conditions aérobies (seulement quelques-unes faites sous
conditions anaérobies) et ont démontré que plusieurs microorganismes peuvent dégrader ce
composé. Généralement, lors de la dégradation biologique du thiocyanate, le composé est utilisé
ou transformé en source de carbone ou d’azote. (Happold et al. 1954). La voie oxydative du
thiocyanate (SCN') est la suivante : le thiocyanate est hydrolysé en cyanate (CNO) et sulfure. Le
cyanate est ensuite hydrolysé en ions d’ammoniac (NH,') et bicarbonate (HCO;) ou le sulfite est
oxydé en sulfate (SO47) (Youatt, 1954; Happold et al. 1954). Cette réaction est démontrée a

I’aide de I’équation suivante :

SCN" + 3H,0 + 20, ~HCO; + NHy' + SO4*+ H' (5)

2.7.1. Bactéries autotrophes dégradant le thiocyanate

Les bactérics autotrophes sont des micro-organismes fixant le dioxyde de carbone pour
’incorporer dans leurs molécules organiques. La majorité des bactéries dégradant le thiocyanate
sont autotrophes chimiolithotrophes, c’est-a-dire, bactéries capables d’assimiler le carbone du
dioxyde de carbone tout en oxydant des composés minéraux (inorganiques) comme le NHs;, H,S,
S, $:05%-, Fe?t, H» pour produire a la fois de I’énergie et des électrons. Les espéces bactériennes
telles  Thiobacillus  thiosparus (antérieurement connu sous le nom de Thiobacillus
thiocyanooxicdans) ont été isolées a partir de ’effluent d’usinc de charbon et utilisent ou
transforme le thiocyanate comme source de carbone et d’azote (Happold et al. 1954, Katayama,
1978). 11 fut démontré que 7. thiosparus peut oxyder jusqu’a 50 mM de thiocyanate en dioxyde
de carbone, ammoniac et sulfate, ol le cyanate et le sulfite sont les intermédiaires primaires
(Youatt, 1954; Katayama, 1978). Thiobacillus denitrificans fut identifi¢ comme unc bactéric
autotrophe pouvant utiliser le thiocyanate comme source de soufre (de Kruyff, 1957). Ces deux
espeees ont ¢t identifiées comme des organismes pouvant utiliser le thiocyanate comme leur

seule source d’éncergic en présence de nitrate (Tavlor et coll., 1971).
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Une enzyme catalysant I’hydrolyse des liens nitriles du thiocyanate résultant la formation
du sulfure de carbonyle et ’ammoniac a été purifiée chez T. thiosparus, soit ’hydrolase du
thiocyanate (Katayama, 1992). De plus, 1l a été démontré que la souche Paracoccus sp. TH1 011
peut utiliser des ions thiocyanates dans le but d’acquérir de I’énergie en conditions dénitrifiantes
(Katayama, 1995).

Des espéces du genre Thioalkalivibrio (alkaliphile chemolithoautotrophes obligatoire)
peuvent croitre sur un milieu anaérobie avec le thiocyanate comme unique source d’énergie et le
nitrate ou le nitrite comme accepteurs d’électrons. Des espéces du genre Halomonas peuvent

utiliser le SCN" comme une source d’énergie et le CO, comme leur source de carbone.

2.7.2. Bactéries hétérotrophes dégradant le thiocyanate

Les bactéries hétérotrophes sont des bactéries utilisant des molécules organiques réduites comme
source principale de carbone et (pour certains genres bactériens) comme source d’énergie. Dans
le cas des molécules de thiocyanate, les bactéries hétérotrophes utilisent cette molécule comme
source de carbone, de soufre ou d’azote. Pour les bactéries hétérotrophes utilisant le thiocyanate
comme source de soufre et d’azote seulement la source de carbone organique peut varier
(glucose, acétate, phénol, etc.). Les hétérotrophes utilisant le thtocyanate comme source de
carbone et d’énergie ont été isolés sur des milieux contenant le thiocyanate comme source de
carbone et ont démontré une afftliation a des souches ne fixant pas le dioxyde de carbone.
L’identité des hétérotrophes utilisant le thiocyanate n’est pas certaine, car la majorité des
publications ont ¢été basées sur des résultats d’études morphologiques ct physiologiques.
Pseudomonas fluorescens ct Acinetobacter junii ont été identifics comme des espéces
pouvant dégrader le thiocyanate et utiliser ce composé comme source de soufre et d’azote
(Mason, 1994). 1l fut démontré dc fagon prélimmaire qu’un organisme ressemblant a
Pseudomonas stutzeri ¢tait en mesure de dégrader le thiocyanate ct I'utitliser comme source
d’azote ct possiblement de soufre (Straffor et Gallely, 1969). Pscudomonas putida a le potentiel
de dégrader lc thiocyanate comme source de carbone, d’azote ct d’énergie, donnant conime sous
produits dec 1"ammoniac ct du dioxyde de carbone (Chapatwala ct coll., 1998). Lorsque les
cellules de cette espece furent cultivées sous forme immobilisée sur bille d alginate, jusqu’a

120 mM de thiocyanate ont pu ¢tre dégradés contre sculement 4 mM par les cellules non
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immobilisées. Ces mémes espéces furent étudiées en paralléle avec P. stutzeri ol ces deux
candidats pouvaient dégrader le cyanure et thiocyanate lorsqu’ils étaient en hautes concentrations
dans les effluents industriels (Grigor’eva, 2006). 1l a été aussi démontré que ces deux souches
utilisent la voie du cyanate a fin de dégrader le thiocyanate. Il a été démontré qu’un genre
bactérien ressemblant & Arthrobacter peut tolérer de grandes concentrations de cet ion (Betts,
1979). Methylobacterium thiocyanatum, une bactérie methylotrophe facultative isolée dans le
sol, a la proximité des racines de A/lium aflatunense, peut utiliser le thiocyanate comme source
d’azote et a une croissance hétérotrophe (Wood, 1998).

La détermination de la composition d'un consortium microbien dégradant le thiocyanate
présent dans les déchets miniers de I’Afrique du Sud a I’aide d’outils de biologie moléculaire a
permis de détecter la présence de bactéries des genres Ralstonia et Shingomonas (Ralsotnia
eutropha et Shingomonas pausimobilis) et que celles-ci ¢taient capables d’utiliser le thiocyanate
de potassium comme source unique de carbone et d’azote (duPlessis, 2001). Des études utilisant
des cultures en mode cuvé et employant des estimations analytiques de la cinétique de cette
espece ont démontré que le thiocyanate est complétement minéralisé aprés environ une semaine
d’incubation ou les produits finaux étaient 'ammoniac et le sulfate (Ahn, 2004 et 2005). Des
¢chantillons de sols pris a proximité de la mine d’or Kumjung (Corée du Sud) ont été mis en
culture contenant 150 mg/L de thiocyanate de potassium afin d’isoler des souches. 1l est
démontré qu’il y a dégradation du thiocyanate en 16 jours d’incubation. Ceci indique que les
souches utilisent le thiocyanate comme source d’énergic pour croissance, car le thiocyanate était
I"unique source de carbone et d’azote (Lee, 2003). Ces souches furent identifiées comme étant
étroitement apparentées a ’espéce Klebsiella.

Dans la majorité¢ des études, il a été démontré qu’en utilisant une culture mixte isolée du
sol, il y avait une dégradation du thiocyanate lente lors des débuts de I’analyse et une période
plus rapide apres quelques jours d’incubation avee le composé a traiter. Comme exemple, Lee et
coll. (2003) ont démontré¢ que le thiocyanate était dégradé par un consortium microbien a un taux
de 9.9 mg SCN/L-j pour les premiers 12 jours puis passait & 32,6 mg SCN/L-j au 13e jour. Ceci
suggére que la dégradation du thiocyanate est optimale en référence a la terminaison de la phase
exponenticlle de croissance. Finalement, il a été démontré qu'une coculture de Pscudomonas

diminuta et Acinetobacter johnsonii dans des conditions hétérotrophes et ayant le thiocyanate
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comme seule source de carbone et d’azote pouvait dégrader 1,42 g/l de SCN™ (Boucabeille,

1994).

2.8.La nitrification

2.8.1. Caractéristiques

Le cycle de I’azote est un des cycles les plus importants des écosystémes terrestres. Ce cycle
applique 4 grands procédés microbiologiques : la fixation de I’azote, la minéralisation, la
nitrification et la dénitrification. De plus en plus de recherches sont basées sur les deux derniers
procédés a fin d’éliminer les composés azotés formés lors de la formation de déchets industriels.
Il est important d’éliminer les composés azotés retrouvés dans les effluents industriels, car ces
composés peuvent étre potentiellement toxiques pour I’écosystéme aquatique en causant soit
’élimination de D’oxygéne et [’eutrophisation. La nitrification (oxydation aérobie de
’ammoniac) est un procédé microbiologique normalement accompli par des bactéries
chimioautotrophes et faites en deux étapes : la premicre étape étant la nitrification ou a lieu
I’oxydation de P’ammontac en nitrite par des bactéries oxydatives d'ammoniac (AOB

Ammonia-oxidizing bacteria). Ces bactéries nitritantes possedent une enzyme membranaire :
ammontac monooxygénase (AMO) qui catalyse ’oxydation du NH; en hydroxylamine.
L’hydroxylamine est oxydée en nitrite par ’action de I’hydroxylamine oxydoréductase, une
enzyme périplasmique (Kowalchuk et Stephen, 2001; Richardson et Watmough, 1999). Le
groupc de bactéries nitratantes (AOB) comprend des espéces du genre Nitrosomonas,
Nitrosococcus, Nitrosolobus et Nitrosovibrio (Harms et coll,, 1976; Koops et coll., 1976;

Prosser, 1989). Cette premicre réaction peut étre résumée a 1’arde de I’équation ci-dessous :

NH, + 1.50; —»NO> +2H +H.0 (6)

La deuxieme étape de la nitrification est I’oxydation du nitrite en nitrate par des bactéries
oxydatives de nitritc (NOB). Les bactéries nitritante (NOB) sont affiliées aux genres Nitrobacter,
Nitrococcus, Nitrospira et Nitrospina (Prosser, 1989). L oxydation du nitrite en nitrate est faite a
aide d’une enzyme oxydoréductase. Cette enzyme est réversible, car clle peut effectuer une

oxydation ainsi que la réduction des nitrites et nitrates (Prosser. 1989).
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NO, + 0.50, -»NOy @)

Les bactéries effectuant la nitrification sont sensibles 4 de nombreux facteurs
environnementaux. Des études ont démontré que la nitrification peut étre influencée par les
concentrations de substrats, le pH, la température, la concentration de I’oxygéne, le genre d’eau
polluée, le temps de rétention et la présence de composés organiques (Chérif Ben-Youssef,
2009). II fut démontré qu’a un pH stable (7.5-8.5) et & une température variant de 20 4 38 °C la
nitrification pourra étre accomplie jusqu'a I’obtention de nitrates (Young Mo Kim et coll., 2007).
II'y a beaucoup d’information dans la littérature sur I'influence de la température ainsi que du pH
sur la nitrification, mais les conditions optimales varient de cas a cas. Buswell et coll. (1954) ont
reporté que la température optimale pour Nitrosomonas était de 30-36°C. Loveless et Painter
(1968) ont démontré une température optimale de 34-35°C pour le genre Nitrobacter et que le
pH optimal pour les bactéries nitrifiantes ¢tait de 7.5-8.0. Neufeld et coll. (1986) ont indiqué
qu’il 'y a peu ou aucune croissance sous la température de 5 °C et au-dessus de la température de
45 °C pour les deux genres Nitrosomonas et Nitrobacter. Les effets de la température et du pH
sur les bactéries nitrifiantes peuvent varier dii aux variations de la composition et de I’état de la
biomasse utiliséc. Il est important d’avoir une quantité suffisante de nutriments afin de stabiliser
la flore nitrifiante dans le procédé biologique. Une source de carbone inorganique est importante
a la nitrification (souvent ajouté en forme de bicarbonate) et une quantité suffisante de phosphore
est nécessaire pour la croissance bactérienne. En général, 5 mg/l de phosphate est suffisant pour
le procédé de la nitrification (Sharma, 1977).

La composition de I'cau a traiter est importante a la nitrification car certains composés
toxiques (comme le cyanure) peuvent devenir inhibiteurs a la nitrification a des concentrations
minimes. Kim et coll. (2007) ont démontré qu’environ 200 mg/l de thiocyanate semblent
diminuer Pefficacit¢ de la nitrification. Ceci pourrait étre dii au fait que le thiocyanate était
transform¢ en ammoniac durant sa biodégradation. Kim et son équipe a démontré qu’en ajoutant
500 mg'L de SCN' dans un procédé biologique, 20 mg N\L d’ammoniac est produit suite a la
biodégradation de celui-ci. Ceci augmente la concentration en ammoniac et donc influence la
capacité de nitrification (Kim et coll., 2009). De plus, il pourrait y avoir compétition pour la

source de carbone inorganique entre les bactéries dégradant Ie thiocyanate ¢t les bactéries
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nitrifiantes (Kim et coll., 2009). Finalement, une concentration élevée en ammoniac pourrait
venir inhiber la nitrification par le manque de carbone inorganique dans I’effluent (Kim et coll.,
2009).

Il fut démontré qu’une concentration en ammoniac excédant 350 mg\L venait diminuer
I’efficacité de la nitrification (Kim et coll., 2008). Le temps de rétention peut affecter la qualité
de la nitrification. Lorsque le temps de rétention est court, ceci favorise le peuplement de
microorganismes ayant une croissance stable et rapide. A une température et un temps de
rétention favorable a la croissance de bactéries hétérotrophes ou autotrophes dégradant le

thiocyanate, il y avait inhibition des bactéries nitrifiantes (Kim et coll., 2007).

2.8.2. La nitrification dans les traitements des eaux

Depuis plusieurs années la croissance exponenticlle de la population mondiale ainsi que des
demandes en productions de biens et produits cause des effets secondaires indésirables a
I’environnement. Depuis plus d’une trentaine d’années de nombreuses lois furent mises en effets
afin de contrdler la production et la décharge des caux usées produites par dans les secteurs
municipaux et industriels. Traditionnellement les régles étaient visées aux traitements des eaux
chargées en mati¢re organique causant I’augmentation en DBO et DCO. Méme avec les progrés
dans les systémes de traitements des eaux, il y a toujours présence de composés problématiques
tels que les composés azotés. Pour traiter ces composés azotés, un systéme spécifique doit étre
mis en place. Comme mentionnée ci-haut, la nitrification est souvent inhibée par la présence de
maticre organique. Afin de contrer I’inhibition de la nitrification, un réacteur sera mis en place
avant I’étape de la nitrification pour retirer la matiére organique. Les réacteurs de traitements de
maticre organique vont avoir unc grande population d’hétérotrophe et les microorganismes
nitrifiants seront retrouvés dans les derniers réacteurs ol la matiére organique est minimale. Ceci
permet d’optimiser les procédés séparément. Comme exemple, Rusten ct coll. (1995) ont utilisé
un traitement chimique primaire pour but d’éliminer le phosphate et la demande biologique en
oxygene (DBO). Ceci est venu réduire le volume de réacteur afin d’obtenir la nitrification. Dans
ce cas spécifique, la biomasse effectuant la nitrification était plus petite et donc la nitrification

¢tait plus efficace (Odegarrd. 2006).
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II'y a plusieurs paramétres principaux a surveiller lors de la nitrification en traitements
d’eaux soit: la charge de matiére organique, la concentration en ammoniac, le pH, I’dge des
boues et la concentration en oxygéne. Ces facteurs vont directement influencer 1’efficacité de la
nitrification. Il est couramment démontré que si le ratio C:N est élevé dans I’environnement ou il
y a possibilité de nitrification, les bactéries hétérotrophes feront compétition avec les bactéries
nitrifiantes pour ’azote libre (Strauss, 2000). Ceci est dii au fait que naturellement, il y a une
plus grande présence de bactéries hétérotrophes dans les milieux contenant de la matiére
organique, et ces bactéries ont une plus grande capacité de consommer les composés pour leurs
croissances en comparaison avec les bactéries nitrifiantes. Donc, dans des environnements
limités en azote, les hétérotrophes seront les bactéries dominantes et I’azote ammoniacal sera
utilisé pour la synthése cellulaire et donc il n’y aura pas besoin de nitrification (Stauss, 2000). La
qualité des composés de carbone organique va également nuire a la nitrification. Si la qualité du
carbone organique est grande (facilement assimilable par la communauté hétérotrophe) le
résultat sera I’augmentation de croissance des bactéries hétérotrophes et donc ’efficacité de
nitrification sera diminuée. Donc, si la qualité du carbone organique cst faible (n’est pas
facilement assimilée par les bactéries hétérotrophes), la concentration relative de I'azote sera
augmentée et favorisera la nitrification dans une eau a traiter.

La majorité des bactéries faisant la nitrification sont chimioautotrophes avec une faible
capacité d’utiliser des composés organiques. L’ammoniac, le nitrite et (selon les especes) I'urée
servent de source d'énergic exogéne pour ces bactéries. L’ammoniac est un composé qui est
trouvé dans les eaux usées non traitées. A de faibles concentrations, I’ammoniac sera transformé
en nitrate par les bactéries présentes. Par contre, si la concentration en ammoniac est trop élevée
cela devient toxique pour les micro-organismes et il y a inhibition de ce procédé ou une
accumulation de nitrite dans I'environnement due a une nitrification incompleéte.

La majorité des bactéries nitrifiantes sont aérobics stricts. Selon la stoechiométrie, lors de
la nitrification, 4.33 mg d’oxygene est consommé pour chaque mg-N oxydé en nitrate (Grady ct
coll., 1999). La concentration limite en oxygene dissous dans les réacteurs a boue activés se
retrouve entre 0.5 ct 4 mg/L (Stenstrom et Song, 1991). Normalement, les systemes de traitement
des caux sont bien oxygénés et ont suffisamment d’oxygéne pour la croissance des bactéries

nitrifiantes. Par contre, si nous retrouvons des partics stagnantes, de la corrosion ou des biofilms
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dans le systeme de traitement des eaux, ceci peut mener & la création de microenvironnement

anaérobie, un endroit qui ne favorise pas la croissance des bactéries nitrifiantes.

2.9.La dénitrification

2.9.1. Caractéristiques

La dénitrification est définie comme étant I’oxydation microbienne de matiére organique ol le
nitrite ou nitrate est I’accepteur d’électron et I’azote gazeuse (N2) comme produit final. Les
bactéries hétérotrophes faisant la dénitrification sont ubiquitaires c'est-a-dire qu'elles sont
présentes dans plusieurs milicux tels que les sols, les milieux aquatiques salés et non salés. La
dénitrification aura lieu lorsque trois conditions sont atteintes : il y a une concentration suffisante
de nitrite ou nitrate, la concentration de ’oxygéne est suffisamment basse et des donneurs
d’électrons sont accessibles.

Dans la chaine de traitements des eaux, la dénitrification est normalement ajoutée comme
une troisi¢éme étape pour éliminer les nitrates produits lors de la nitrification. Puisque la majorité
des bactéries effectuant la dénitrification sont hétérotrophes (besoin de carbone organique), en
ajoutant une source externe de carbone (méthanol) ou la matiére organique déja présente,
Pefficacité de dégradations des nitrites et nitrates peut étre supérieure a 99 % (Maranon, 2007).

La dénitrification peut étre aussi effectuée par des bactérics oxydatrice de soufre de type
autotrophe. Ces bactéries utilisent une multitude de composés de sulfure (S”, S-0;°, ctc.) afin de
réduire le nitrate (Lee, 2008). La dénitrification fait par des bactéries oxydatrice de soufre de
type autotrophe a quelques avantages par rapport a la dénitrification hétérotrophe : le soufre est
moins dispendieux que le  méthanol ou I'éthanol. 11 y a aussi une production de boue moins
importante lors de la dénitrification autotrophe (Lee, 2008). Des études ont démontrées la
présence de Thiobacillus denitrificans, Thiomicrospira denitrificans, Thiobacillus versutus
(maintenant connu en temps que Parococcus), Thiosphaera pantotropha ct  Parococcns

denitrificans (Bretta, 2006) dans ces systemes autotrophes.
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2.9.2. Avantages dans un procédé biologique

Les avantages de la dénitrification sont nombreux: une meilleure diversité de la microflore
présente dans le biofilm, un meilleur rendement dans le traitement des eaux usées et peut
permettre la réduction des cofits d’opération (Micheal et coll., 2003). En ajoutant une étape de
dénitrification au procédé, la concentration en nitrite et nitrate est grandement réduite a la sortie
de I’affluent. De plus, en ajoutant un systéme de recirculation a4 la suite des bassins de
nitrification, ceci permettrait aux nitrates et nitrites d’alimenter le premier réacteur en condition
dénitrifiante, ce qui permettrait aux microorganismes de dégrader la source de carbone organique
présente dans I’effluent (Micheal et coll,, 2003). Finalement, la dénitrification permet la
formation d’un biofilm plus résistant aux forces physiques exercées sur celui-ci lors des

traitements biologiques (brassage a I’air, circulation) (Micheal et coll.,2003).
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3. Matériels et Méthodes

3.1.Description des biodisques a la mine Laronde

Les biodisques étudiés étaient en opération depuis 5 ans (janvier 2004) lorsqu’ils ont été
échantillonnés dans le but de caractériser la microflore. L’'UTFE a débuté son fonctionnement
(phase 1) a I’aide de deux lignes d’opérations contenant 4 biodisques chacun soit : 11, 12, 13 et
14, et 21, 22, 23 et 24. Par la suite, la mine souhaitait augmenter sa capacité en ajoutant deux
lignes supplémentaires (phase 2) soit 31, 32, 33 et 34, et 41, 42, 43 et 44. Donc, au total, ’'UTFE
avait 16 biodisques (4 par ligne) pouvant traiter les eaux contaminées. Les biodisques avaient
une surface de traitement de 310 000 pieds carrés. La totalité des 4 lignes donnaient une surface
de traitement de 4 960 000 pieds carrés. Les biodisques étaient formés de feuilles de
polypropyléne ayant un diamétre de 12 pieds. Les feuilles ont été soudées (soudure plastique),
glissées sur un arbre de rotation et le tout attaché par une serre. Le cceur du biodisque a été
attach€ a une couronne de secteurs en plastiques (pointe de tarte) et des aubes qui ont servi a la
rotation (figure 3.1). Les biodisques (deux par réacteurs) ont été immergés a 80 % dans des cuves
de béton contenant I’eau a traiter. Chaque cuve pouvait contenir 200 000 litres d’eau. La quantité
totale d’eau pouvant étre traitée par les 4 lignes était 3 200 000 litres d’eau contaminée. Les
biodisques tournaient a une vitesse de 1 & 1.5 tour par minute par I’action de I’air provenant des
diffuseurs (figure 3.2). Chaque premier réacteur était utilisé pour la dégradation du thiocyanate,

cyanate en ammoniac. Les trois derniers réacteurs étaient congus pour performer la nitrification.
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Fige 3.1: Assemblage d’un biodisque a la

biodisque sont enlignées sur I'arbre de rotation. Photo : Agnico Eagle
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Figure 3.2: Systéme d’aération sur la rotation d’un biodisque lors du traitement de I'eau usée.

3.2.Description de la biomasse présente sur les biodisques

Le biofilm présent sur le premier biodisque s’alimentant de thiocyanate était trés épais
lorsque la charge de contamination était élevée. Le premier biodisque était celui voyant la plus
grande charge de contaminant et donc était plus susceptible a étre surchargé de biomasse. Si le
biofilm était d’une épaisseur importante, celui-ci pouvait causer des problémes de transferts de
nutriments vers la biomasse et des produits de dégradations vers 1’extérieur, donc une perte de
performance du traitement. C’est pourquoi la charge maximale de SCN™ a été déterminée lors du
pilotage et fixée 4 2.3 kg de SCN/305 m? de surface de disque/jour. A I’inverse des premiers
biodisques, les biodisques de la nitrification supportaient une biomasse faible et il n’a y eu aucun

probléme de transfert.
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3.3.Fonctionnement du traitement présent a 'UTFE

L’eau usée présente dans le bassin 2 a été pompée vers I’'UTFE. Durant le pompage, I’eau
a été mélangée avec de I’antitarte afin de minimiser I’entartrage de la pompe. L’eau a été
acheminée a travers un échangeur de chaleur afin de diminuer les variations de température lors
de I’alimentation. Une concentration de 1.5 mg/L d’acide phosphorique a été ajoutée au réservoir
d’alimentation afin de maintenir la concentration du phosphore nécessaire a la survie de la
biomasse. De plus, de I’hydroxyde de sodium a été ajouté a I’entrée des lignes et a chaque
réacteur afin de garder une alcalinité minimum et de garder le pH dans une plage de 7,5 a 8,5
lors de la dégradation des composés. L’eau usée arrivait au premier disque ou la biomasse
dégradait la quasi-totalité du thiocyanate. L’eau usée passait ensuite au second biodisque qui
était un disque a biomasse mixte ou le thiocyanate résiduel a été dégradé et I’ammoniac
(provenant de la dégradation du thiocyanate) était aussi transformé. L’eau usée entrait dans un
dalot central ot en principe les deux lignes ont été mélangées (phase 1 et phase 2
respectivement). L’eau usée passait ensuite dans les 3° et 4° biodisques ot I’'ammoniac et les
nitrites ont été transformés. Les eaux usées des deux phases ont été récupérées dans un dalot
final d’oti elles ont été acheminées vers le clarificateur pour enlever les matiéres en suspension.
Finalement, la surverse (partie liquide) du clarificateur a été envoyée au bassin 3A ou a la fosse

2, et la souverse (biomasse morte) a été envoyée au parc a résidus (figure 3.3).
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Figure 3.3 : Représentation cartographique du cheminement de I’eau usée a partir du bassin No.l ol

Ieau est traitée dans une usine de peroxyde pour éventuellement se rendre 4 I’usine de traitement
biologique (UTFE).
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Figure 3.4 : Schéma représentant I’installation des biodisques a IUTFE. Quatre séries de quatre
biodisques furent installées (11 a14, 21 a 24, 31 a 34 et 41 a 44). Les séries 11 et 21 furent munies de
biodisques pour chaque réacteur. Les biodisques des séries 31, 32 et 41 ont été remplacés par des biobilles
afin de vérifier I’efficacité d’une installation MBBR pour traiter ’eau usée de la mine Laronde. La
circulation ainsi que la recirculation de I’eau contaminée sont illustrées par les fleches rouges. Photo
provenant du programme de contrdle des biodisques a I'UTFE.
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Figure 3.5: Performance des biodisques de la deuxi¢me série de traitement en 2008, apres Iinstallation de la ligne
de recirculation et lors de la prise d’échantillons pour la caractérisation de la biomasse. L’absence de nitrites 4 la fin
de la ligne de traitement indique que la nitrification était compléte. 1 est démontré sur I'axe des Y la concentration
résiduclle des produits & la sortic des réacteurs.
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3.4.Description des MBBR a I'échelle du laboratoire

Les réacteurs MBBR a I’échelle du laboratoire ont ét€é démarrés en format de 7 litres.
Chaque série MBBR (A et B) comportait 4 stations (Al a A4 et Bl a B4) (Figure 3.6). Le
matériel utilisé était des morceaux de polypropyléne opaque pour les cotés des réacteurs et le
devant en fibre de verre afin de voir I’intérieur. Deux séries ont été construites : une (A) recréant
le procédé présent a 'UTFE ou la station Al était aérée et servait a la biodégradation du
thiocyanate et cyanate en ammoniac, et les stations A2 a A4 servant a la nitrification. Une
recirculation a été intégrée et était la méme que celle de 'UTFE soit de la fin de la station A4 au
début de la station A2 afin de diluer la concentration d’ammoniac dans I’effluent minier. La série
B était constituée d’une station (B1) ayant une condition anoxique permettant la dégradation du
thiocyanate et cyanate en condition de dénitrification. La deuxiéme station (B2) servait a la
dégradation du thiocyanate résiduel, et les deux dernicres stations ont servi a la nitrification. La
recirculation a été différente de la série A dans le but de fournir la station Bl avec des ions
nitrites et nitrates. La recirculation a ¢té ajoutée a la sortie de la station B3 allant a la téte de la
station B1. Les débits de recirculation ont été les mémes que les débits d’alimentations de
’affluent synthétique. En juin 2008, il y a cu une mise a I’échelle des réacteurs pour le but de
diminuer I’encombrement des supports et de permettre une meilleure circulation dans les
réactcurs. La mise en échelle a été faite dans des réactcurs de 30 L pouvant accueillir 18 L

d’affluent. Les recirculations ont été les mémes ainsi que les débits (Figure 3.6).
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Figure 3.6 : Schéma représentant les séries MBBR construites en laboratoire. A) Série représentant les
biodisques a la mine Laronde. L’entrée de Iaffluent se fait dans le réacteur Al et circule jusqu’a la sortie
du réacteur A4. La recirculation est installée a partir de la sortie du réacteur A4 jusqu’a I’entrée du
réacteur A2. B) Série établie afin de vérifier le potentiel de biodégradation du thiocyanate dans un
environnement anoxique pour promouvoir la dénitrification. Comme pour la série A, I’affluent circule du
premier au dernier réacteur (1 a 4). Par contre, la recirculation a été établie afin d’alimenter le réacteur Bl
de nitrate et nitrite servant a la dénitrification.
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Figure 3.7: Performance du MBBR de la séric A lors de I’échantillonnage de la biomasse. Le
thiocyanate est éliminé a la premicre étape (Al). Le graphique montre la diminution de
I’ammoniac ct 'augmentation des nitrates ce qui démontre que la nitrification était active. 1l est
démontré sur I'axe des Y la concentration résiduclle des produits a la sortie des réacteurs.
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Figure 3.8: Performance du MBBR de la série B lors de I’échantillonnage. Le thiocyanate est éliminé 4 la
premiére étape (Bl et B2). Le graphique montre la diminution de I’ammoniac et ’augmentation des
nitrates ce qui démontre que la nitrification était active. 11 est démontré sur I’axe des Y la concentration
résiduelle des produits a la sortie des réacteurs.
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Figure 3.9: Photo du MBBR de la série B. Des récipients d’un volume de 30 L furent installés sur une
paillasse de laboratoire. Un systéme de circulation et recirculation fut posé reliant chaque MBBR par de
la tubulure flexible. Des sondes a pH furent installées a la base de chaque récipient afin d’évaluer a temps
réel le pH dans chaque réacteur. Finalement I’aération et le mélange des supports dans les réacteurs furent
faits par I’entremise d’une pompe a air installé au fond de chaque réacteur (a2 I’exception du réacteur
anoxique ou un mélange mécanique fut fait).
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3.5.Installation des réacteurs en mode cuvée a I’échelle du laboratoire

Deux réacteurs d’une capacité de 600 mL ont été congus afin d’étudier la faculté de la
biomasse retrouvée sur le premier biodisque (premier réacteur de la série 2) d’effectuer la
dégradation du thiocyanate en mode cuvée en conditions variantes. Deux bouteilles d’un litre ont
¢té coupces et la partic ayant le goulot a été utilisée pour former I’enceinte des réacteurs
(figure 3.11). Les bouteilles ont été encaissées dans un boitier fait avec 3 plaques en plastique
étanche afin de sécuriser les réacteurs. La premiére plaque de plastique (couvrant le trou de la
bouteille) était munic de trous permettant ’insertion de tubes afin d’introduire les éléments
nécessaires pour le bon fonctionnement des réacteurs. Deux tubes ont été insérés pour I’ajout de
I"acide et la base afin de contrdler le pH des milieux de culture. Une sonde de pH a été ajoutée
afin de faire le suivi du pH du milieu, ainsi que des tubes pour I’ajout du thiocyanate lors de
I"alimentation, un thermométre afin de suivre la température des réacteurs et d’une seringue afin
de retirer des échantillons du milieu de culture pour I’évaluation de la dégradation du
thiocyanate. Le trou du goulot a été bloqué avec un bouchon en caoutchouc muni de trous
permettant ’apport d’air afin de brasser la biomasse et un tube servant a ’évacuation des déchets

(figure 3.11).
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Figure 3.10 : Schéma représentant I’installation des réacteurs en cuvée. Pour but d’effectuer un mélange
de la biomasse dans les réacteurs, des entrées d’air a la base des réacteurs furent installées. L’air entrant
dans le réacteur A fut passé dans une bouteille contenant de I’cau permettant I’humidification de Iair ce
qui empécherait le séchage éventuel du milieu de culture. De plus, Pair contenait le CO, nécessaire a la
croissance autotrophe. L’air entrant dans le réacteur B fut passé dans deux bouteilles contenant de
Phydroxyde de sodium agissant comme trappe a dioxyde de carbone, empéchant ainsi I’ajout de CO- dans
le réacteur et favorisant la croissance hétérotrophe. Des entrées pour 'ajout du thiocyanate, I’acide et la
base ainsi que la sonde a pH [urent ajoutés au couvert des réacteurs permettant I’ajout des produits et le
suivi du pll.
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Le programme utilisé afin de contrdler les paramétres et I’alimentation du thiocyanate a
eté congu par I’entremise d’un programme de LabVIEW (National Instruments, Austin, TX, E-
U.). Ce programme informatique a permis de faire un suivi sur la température et le pH et de
contrler ce dernier. Des paramétres stricts ont été incorporés dans le but de maintenir un pH
d’environ 7,5 durant I’analyse de dégradation. En plus du paramétre de contrdle de pH.
I’alimentation et le temps de repos ont pu étre contrélés. Le programme a été déterminé de sorte
que 100 mg/L de thiocyanate (5 mL) était injecté toutes les 8 heures de repos. La biomasse a été
ajoutée dans les deux réacteurs en suspension de 5 mL. Le brassage se faisait par injection d'air.
Dans un des réacteurs, le CO, a été enlevé en passant I’air dans deux bouteilles d’hydroxyde de
sodium (premiére de 0,1N et second de 0,5N). L’effluent dans les réacteurs était le méme que

décrit dans le tableau 2 et 2.1. La solution de thiocyanate a été faite avec de 1’ean du robinet.
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Figure 3.11 : Photo des réacteurs en cuvée utilisés pour I'identification de la biomasse retrouvée sur les
biodisques. Source Veronique Bougie.

3.6.Analyse du thiocyanate par colorimétrie

Afin d’analyser la dégradation du thiocyanate a 1’échelle du laboratoire, le thiocyanate a
été dosé a I’aide d’une méthode de colorimétrie au nitrate ferrique (Standard Methods, 1999).
Des volumes d’environ 1,5 mL de milieu contenant la biomasse en suspension ont été prélevés
par seringues et filtrés sur filtre de 45 pm pour assurer la séparation de la biomasse et des
composés. Les échantillons ont été traités a I’acide nitrique afin de baisser le pH a 2 et de

favoriser I’interaction du thiocyanate et du réactif employé. Par la suite une solution de nitrate
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ferrique a été mélangée a I’échantillon et le mélange a été immédiatement analysé par

spectrophotométre a UV-Vis a une longueur d’onde de 460 nm (Clesceri L.S et al. 1998).

3.7.Analyse du thiocyanate par technique HPLC

Pour but d’augmenter la vitesse d’analyse des composés retrouvés dans I’affluent et
Peffluent des MBBR en laboratoire, une méthode employant ’HPLC de DIONEX : une
chromatographie ionique avec une détection par conductivité fut congue. Cette méthode analyse
les anions (ions chargés négativement). La méthode fut montée pour séparer et quantifier (a
I’aide de courbes standard) les anions Cl, NO,, CNO, NO;, COs, SO., S:03, PO4 et SCN. La
méthode fut congue par Roger Dubuc en laboratoire et employant I’auto-échantilloneur TSP
modéle AS 3500. Des échantillons de | mL contenant de la biomasse en suspension fut récoltés
des réacteurs MBBR du laboratoire. La biomasse fut séparée des échantillons par centrifugation.
Un volume de 20uL de solution allant de | & 1000 ppm (20 ng a 20 ug de chaque anion) fut
injecté en mode « full loop », a un débit 1 mL/ min dans un cycle d’analyse de 45 minutes. La
phase mobile comprenait du NaOH isocratique 4 5 mM pendant 5 minutes, un gradient ascendant
de NaOH de 5 a 15 mM en 15 minutes, gradient ascendant de NaOH de 14 a 40 mM en |
minute, NaOH isocratique a 40 mM pendant 5 minutes, gradient descendant de NaOH de 4 a
5mM en 5 minutes et NaOH isocratique a 5 mM pendant 5 minutes. La période de prise de

données par logiciel PeakNet version 5.21 fut d’une durée de 40 minutes.

3.8.Description de I'affluent synthétique

L’affluent synthétique a été créé en laboratoire afin de recréer les conditions a 'UTFE de
la mine LaRonde. Cet aftluent a permis la croissance et ’enrichissement des microorganismes
pouvant dégrader le thiocyanate, cyanate et I'ammoniac. Le protocole de préparation a été congu
afin d’¢viter tout préeipité lors de la préparation. 11 n’a pas été nécessaire de stériliser les

solutions préparées (tableau 2).
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Tableau 3.1 : Ingrédients pour affluent synthétique

Solution minérale 1000X

Eau MQ 1L
HCI Suffisamment pour descendre le pH 4 3-4
CuCl>-2H,0 161 mg
ZnCl, 13 mg
MnCl>-4H,0 50 mg
NiClL-6H,0 196 mg
Na’Mo0,-2H-0 180 mg
Na»Se,04 16 mg
AICk-6H,0 116 mg
Solution « A » Affluent synthétique 10x
Eau du robinet 100 mL
Sin minéraux 1000X I mL
(N11,),S0, 211 mg
NaSCN 1007 mg
KCNO ' 165 mg
CaCOs - 250 mg
Na,HPO, 22 mg -
- 32 mg ]

NleSgOz-Sl l:o

(‘(,” ) |FCNO"

3 mg (ammonium ferric citrate (Iron 111))

Nil_‘SO__l

1650 mg

A —

Le pllde Paffluent a ete alors ajusté 7.0-7.2 avee de hydroxyde de sodium 3N,
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3.9.Techniques de biologie moléculaire

3.9.1. Extraction de I’'ADN des biofilms

L’ADN a été extrait de la biomasse des biodisques de I'UTFE représentant les quatre
stages de la dépollution des eaux et des MBBR. Pour réaliser cette étape, la biomasse a été mise
en tube de centrifugation (environ 500 pL) et 250 pL de solution TEN (Tris-HC! 50 mM, EDTA
100 mM, NaCl 150 mM pH 8,0) et 10 uL de SDS 20 % a été ajouté aux tubes. Afin de d’extraire
I’ADN de la biomasse, 250 mg de billes de silices stériles ont été ajoutés. Les tubes ont été
incubés sur glace pendant 1 minute et le tout a été traité au pulvériseur (Fast prep-24, Sample
preparation system, M.P. Biomedicals, Irvine, California, USA)a un cycle de 30 secondes 4 la
vitesse 6 et 2 cycles de 20 secondes a la vitesse 4, tout en incubant 5 minutes sur glaces entre les
cycles de broyage. La phase supérieure des tubes a été transférée dans des tubes a centrifugation
stériles et 1 volume d’un mélange phénol-chloroforme-alcohol isoamyl (25 :24 :1) a été ajouté
aux tubes. Le tout a été mélangé par vortex 2 minutes et finalement centrifugé a 13 000 rpm pour
une durée d’une minute. La phase supérieure a été transférée dans un nouveau tube a
centrifugation afin de précipiter I’ADN extrait avec 2 volumes d’éthanol 95 % et % de volume
d’AcNH4 10 N a -20 °C pendant au moins 30 minutes. Une centrifugation de 15 minutes a 13
000 rpm a été faite pour but de récupérer le culot d’ADN ct un lavage des culots a été effectué
avec 250 uL d’éthanol 70 %. Par la suite d’une évaporation de I’éthanol résiduel, ’ADN a été
dissous dans 50 pL d’eau Milli Q. L’intégrité et la concentration des échantillons d’ADN ont été

vérifiées par spectrophotométric par des densités optiques variant de 230 a 340 nm.

3.9.2. Electrophorése sur gel d’agarose

A la suite de chaque extraction d’ADN ainsi que des amplifications PCR, unc vérification par
¢lectrophorése sur gel d’agarose a été effectuée afin d’analyser intégrité de PADN. Les
pourcentages d’agarose (/nvitrogen, Grand Island, NY, E-U) dans le gel variaient de 0,5 4 2 %
selon la longucur du produit d’ADN obtenu. Le tampon de migration ainsi que celui utilisé pour
dissoudre 'agarose était le tampon TAE 1X (Tris-HCI 40 mM, acide acétique 40 mM (Fisher
Scientific). EDTA 1 mM 8.3).
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Lors de la vérification, 5 pL de produit d’ADN ont été déposés dans un puits. Un tampon
de chargement a été utilisé afin de s’assurer la qualité de migration. Le tampon était constitué de
glycérol 30 % v/v (Fisher Scientific), 0,25 % p/v xyléne cyanol (Sigma-Aldrich, Oakville, On,
Canada) et 0,25 % p/v bleu de bromophénol (Sigma-Aldrich). Le marqueur utilisé était I’ADN
du phage Lambda digéré par I’enzyme Styl (Fermentas Life Science, Burlington, On, Canada).
Les gels ont été colorés dans une solution de bromure d’éthidium (Sigma-Aldrich) ayant une
concentration approximative de 10 pg/mL. A la suite d’un ringage avec de ’eau, les gels ont été
visualisés sous rayons ultraviolets dans un appareil Alphalmager™3400 (d/pha Innotec

Corporation, San Leandro, CA, E.-U).

3.9.3. Réaction de polymérase en chaine (PCR)

L’amplification des genes de I’ARNr 16S par PCR (« polymerase chain reaction »), a été
effectuée utilisant I’appareil AB applied Biosystem, Gene Amp, PCR system 2700 Chaque
mélange réactionnel de 50 pL contenait 5 pL du tampon de PCR 10X, | pL de dNTP 10 mM,
I uL de P’amorce 1 diluée a 10 pmol, 1 nL de I'amorce 2 diluée a 10 pmol, 1 uL de BSA
20 pg/pL, 0,5 pL de Taq ADN polymérase et 38 pL d’eau Milli Q stérile. Sous une hotte stérile,
2 pL d’ADN (50 — 100 ng) ont été ajoutés au mélange. Le programme de température de la PCR
a été programmé pour avoir une période initiale de 3 minutes a 94 °C, une seconde de 3 minutes
a 55 °C ct ensuite 30 cycles de 45 secondes a 72 °C, 45 secondes a 94 °C, 45 secondes a 55 °C
pour enfin terminer avec une pértode finale de 10 minutes a 72 °C. La production d’amplicons
par la PCR a été vérifiée grace a unc migration par électrophoreése sur gel d’agarose 1.5 %. Un

courant de 90 volts a été appliqué sur le gel pendant une période de 45 minutes.

3.9.4. Electrophorése sur gel a gradient dénaturant (DGGE)

Les gels ont été faits a partir d’une solution de polyacrylamide (acrylamide : bis N,N’-
méthyléne-bis-acrylamide ; 37,5 : 1) (Bio-Rad Laboratories Inc., HereulLes, CA, E.-U.) a 40 %
filtrée sur 0,45 pm (Fisher Scientific). Le gel a 0 % de dénaturant contenait 8 % de la solution de
polyacrylamide dans un tampon TAE 1X, solution passée sur un filtre de 0,45 um. Le gel a
100 % de dénaturants contenait 8 %o de la solution de polyacrylamide, 40 % (v/v) de formamide

(Fisher Scientific) déionisé et IM d'urée (Bio-Rad Laboratories) dans du tampon TAE 1X.
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solution filtrée sur 0,45 um. Ces solutions ont servi a faire les solutions avec le gradient désiré
pour le gel. Elles ont été dégazées sous vide pendant 15 minutes afin de garantir une
polymérisation uniforme des gels. Avant de couler un gel, 5 pL de persulfate d’ammonium (Bio-
Rad Laboratories) 10 % (p/v) par mL de solution de gel et 0,5 uL de tétraméthyléthylénediamine
(TEMED) (Bio-Rad Laboratories) par mL de solution de gel ont été ajoutés pour initier la

polymérisation du gel.

Pour déterminer le volume de produit de PCR fait avec les amorces 341F-GC et 534R (tableau
3.1) a charger dans le gel, le programme Alphalmager™3400 (4ipha Innotec Corporation) a été
utilisé. Ainsi, le volume d’ADN a charger (entre 25 et 40 uL) a été relativisé en fonction de
intensité de la bande de produits de PCR obtenue par électrophorése sur gel d’agarose.
L’électrophorese a été effectuée dans un tampon TAE 1X a 60 °C et 100 V pendant 16 heures.

Les gels ont été colorés et visualisés tels que décrits a la section 3.7.2.

3.10. Elaboration d’'une génothéque du géne de ’ARN ribosomal 16S

3.10.1. Echantillonnage des biofilms

Les biofilms en croissance sur les biodisques a I’'UTFE ont été échantillonnés en février
2008 a I'aide d’une macro spatule. Dans le cas d’une faible quantité de biofilm, celui-ci a été
récolté avec I’aide d’un papier absorbant. Les instruments ont été collés sur les disques et la

biomasse a ¢été récoltée a I’aide de la rotation des biodisques.

La biomassc présente sur les supports dans les MBBR du laboratoire était trés faible et en
grande majorité, en suspension dans I'affluent. Afin de prélever suffisamment de biomasse a
partir des supports, 10 supports ont été sélectionnés a des endroits aléatoires dans le réacteur et la
biomasse présente a I'intéricur des supports sélectionnés a été grattée. Pour ce qui est des
réacteurs en cuvee, la biomasse fut récoltée a la fin des cycles de dégradation (72 heures). Deux
microtubes de 1.5 mL furent remplis de biomasse et centrifugés afin d’éliminer le milicu de
culture résiduel. La biomasse récupérée a été entreposée dans un tube et gardée a 4 °C Jusqu'a

extraction d’ADN employant la méthode mentionnée dans la section 3.5.1.
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3.10.2. Amplification de 'ADN extrait du biofilm par méthode de PCR

L’ADN a été extrait des échantillons en janvier 2008 (biodisque) et 2009 (MBBR) soit les
échantillons de chaque réacteur de la série 2 (biodisque) et A1, A2, A3, A4, Bl, B2, B3 et B4
(MBBR) ainsi que les réacteurs en cuvée selon la méthode décrite a la section 3.6.1.1 et 3.6.1.2.
Ensuite, une amplification PCR avec les amorces pA et pH (tableau 3) a été faite selon la
méthode décrite a la section 3.5.3. Les produits PCR ont été vérifiés par électrophorése sur gel

d’agarose 1.0%.

3.10.3. Ligature et transformation

La ligature s’est fait avec le vecteur plasmidique pGEM-T Easy Vector Systems selon les
instructions du manufacturier (Promega) (figure 3.13). Les produits PCR obtenus a partir de la
technique mentionnée dans la section 3.6.2, ont été déposés dans des tubes de 0,5 mL stérilisés
contenant la mixture sutvante : 5 uL. de 2X Rapid Buffer T4 ligase, 1 pL de pGem Vector, 1 pL
de T4 DNA ligase (Promega). Six pL de produit de PCR ont été utilisés afin d’assurer un bon
ratio d’ADN : vecteur. A la suite d’une incubation d’une heure a température de 37 °C, les tubes

ont été placés a 4 °C pour une période de 16 heures.

3.10.4. Sélection des clones et extraction plasmidique

Afin d’accumuler le maximum de colonies blanches (transformants contenant I’insert d’ADN
16S), 5 a 6 géloses ont été utilisées par clonage. Pour construire la génothéque de clones des
biodisques, 100 colonies blanches et unc colonie bleue ont été sélectionnées pour représenter le
biodisque 1 et 50 colonies blanches pour les biodisques 2, 3 et 4. Les colonies sélectionnées ont
¢été repiquées en milieu liquide LB (3 mL) dans lc but d’extraire les plasmides. Aprés une culture
d’environ 16 heures a 37 °C avec agitation, 1,5 mL de la culture ont été transférés dans un
microtube et centrifugés a 13 000 rpm pendant 1 minute afin de récupérer la culture bactérienne.
Les culots ont été dispersés dans 100 pL du tampon TE (Tris-HCI 50 mM pH 8, EDTA 10 mM).
Par la suite, 100 pL d’une solution de lyse (NaOH (Fisher Scientific) 0,2M SDS 1Y) ont été

ajoutés au mélange et le tout a été mélangé par inversion environ 10 fois. Finalement, 150 pL
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d’acétate de potassium 3M pH 5,5 ont été ajoutés et les microtubes ont été mélangés 5 fois par

inversion.
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Figure 3.12 : Schéma représentant le plasmide utilisé lors de I"étape de clonage de I’ADN 16S extrait de

la biomasse. Le point d’insertion ainsi que les génes de sélections aidant au criblage y sont indiqués.

Les tubes ont été centrifugés pendant 5 minutes a 13 000 rpm. Le surnageant a é1¢ transféré dans
un nouveau microtube afin de suivre un traitement au phénol : chloroforme : isoamyl (25 :24 :1) alin de
provoquer fa séparation des protéines et des acides nucléiques. Ce traitement a été répété selon la qualité
physique du produit (il ¢tait attendu que Te produit soit incolore et dépourvu de particules). Un traitement

au chloroforme @ soamyl (24 :1) a ¢&é effectué afin d'assurer que toutes traces de phénol aient été
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enlevées des produits d’ADN. Finalement, I’ADN a été précipité dans 2 volumes d’éthanol 95 % pendant
30 minutes & -20C. Aprés une centrifugation de 10 minutes a 13 000 rpm et une évaporation de I’éthanol
résiduel, les plasmides ont été dissous dans 50 pL d’eau MilliQ. Les extractions des colonies blanches ont
été vérifiées par électrophorése sur gel d’agarose (3.5.2) contre les extractions des colonies bleues pour

but de s’assurer que les colonies blanches soient porteuses d'un insert dans leurs plasmides.

3.10.5. Séquencage et analyse phylogénique

Les plasmides extraits démontrant la bonne taille par électrophorése sur gel d’agarose ont
été envoyés au Centre d’Innovation Génome Québec (Montréal, QC, Canada) pour que les
inserts soient séquencés. Une amplification PCR avec les amorces SP6 et T7 (tableau 3.1) a été

faite sur les clones car ces amorces flanquaient I’insert dans les plasmides.

Les séquences obtenues par Génome Québec ont été analysées et corrigées avec les
logiciels Chromas Lite version 2.01 http://www.technelysium.com.au et Geneious
(http://www.geneious.com/). Des alignements ont été générés par le logiciel BioEdit, Clustal W
http://www.ebi.ac.uk/ et Genetous (http://www.geneious.com/). Les séquences révisées ont pu
¢tre comparées a celles retrouvées dans les banques de données du logiciel Nucleotide BLAST
disponible sur le site du National Centre for Biotechnology Information (NCBI)
http://www.ncbi.nim.nih.gov/. Seules les séquences ayant une homologie supérieure a 95 %

furent retenues.
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Tableau 3.2 : Amorces utilisées lors de ce projet

Fragment T(°C) Concentration
Amorce Région ciblée Séquence attendu hybri- | utilisée dans une | Référence
(pb) dation PCR (nM)
5’-CGC CCG CCG €GC GCG 6CG
341F-GC? Eubactéries GGC GGG GCG GGG GCA CGG GGG
-GC
L. . G CCT ACG GGA GGC AGC
région V3 du géne
AG-3’ ~200 55 200
codant pour
. FARNr 165 5’-ATT ACC GCG GCT GCT
5
GG-3’
Spg° 5’-AGC TAT TTA GGT GAC
ACT ATA G-3'
Inserts du 5-TTG TAA TAC GAC TCA i pGEM®-T
T7° dépends
plasmide utilisé CTA TAG GG-3’ Easy
de 55 200
pour la Vector
. . linsert
génotheque (Promega)

a: Cycle utilisé : 1) 5 minutes a 94 °C et 5 minutes a 55 °C; 2) 30 cycles de 45 secondes a 72 °C, 45

secondes 94 °C et 45 secondes a 55 °C ; 3) élongation de 10 minutes a 72 °C.
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4., Résultats

4.1.Caractérisation de la biomasse présente sur les biodisques 4 'UTFE

4.1.1. Performance de dégradation du thiocyanate et nitrification

Aprés nombreuses années d’opération et d’améliorations (installation du systéme de recirculation
en 2005), 'UTFE a pu atteindre un taux de dégradation dans les normes. A I’aide de figure 3.5, il
a ¢té démontré qu’avec les améliorations apportées aux systémes biodisques les performances de
dégradation du thiocyanate et cyanate sont devenues stables et le thiocyanate et cyanate n’était
plus détecté a la sortie de I’effluent. L’étape de la nitrification fut problématique en 2005, avec
des concentrations moyennes en ammoniac de 211 mg/m’/h au deuxiéme biodisque et en nitrites
de 94 mg/m*/h au dernier biodisque. En 2009 les changements apportés aux systémes des
biodisques ont amélioré la performance de la nitrification. La concentration en ammoniac au
deuxiéme biodisque était d’une moyenne de 44 mg/m’/h et la concentration des nitrites était

d’une moyenne de 2 mg/m*/h.

4.1.2. Détermination de la complexité de la flore bactérienne par PCR-DGGE

Lors du printemps 2008, 4 échantillons de biofilms des biodisques de la deuxiéme série
ont ¢té collectés a 'usine de traitement final des caux (UTFE) situé a la mine Laronde (Cadillac,
QC) et envoyé par courrier prioritaire au laboratoire de Iinstitut. 11 est important de souligner
que I’échantillonnage a été fait par une technicienne travaillant a PUTFE et non par des membres
du laboratoire a I'INRS-Institut Armand Frappier. La technique d’échantillonnage n’a donc pas
pu €tre suivie de pres. Les biofilms furent récoltés a la surface accessible des biodisques soit a la
partic exposée a I’atmosphere (figure 3.2). Aucun biofilm ne fut récolté de la partic submergée ni
des agrégats en suspension. Le biofilm du premier biodisque de la seconde série, dédié¢ a la
biodégradation du thiocyanate et cyanate, était d’une couleur terrcuse et d’une consistance trés
¢paisse. Les biofilms provenant des deuxiéme, troisiéme et quatrieme biodisques ctiectuant la
nitrification, étaient beaucoup plus pales et d’unc consistance plus liquide. De plus, lors de la

réception des biofilms. il fut constaté par Ic laboratoire que la biomasse de ces biodisques était
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plus dispersée et moins compacte. Cette constatation a été corroborée par I’échantillonneur a

PUTFE.

La complexité de la flore bactérienne a été évaluée par PCR-DGGE. Ainsi, I'ADN de
chaque échantillon a été extrait et une partie des génes de I'ARNr 16S a été amplifiée par PCR.
Les amplicons de méme longueur ont été séparés par DGGE. Lors de la migration dans le¢
gradient dénaturant, les ADN se dénaturent en fonction de leur séquence. Il s'en suit, a partir du
mélange de séquences, un profil de migration oli chaque bande correspondrait, en théorie, a une

espéce bactérienne, représentant ainsi une image de la complexité bactérienne des biofilms

Le profil de migration des 4 échantillons était complexe avec plusieurs bandes par
¢chantillons (Figure 4.1). Cect indique que la diversité bactérienne était élevée dans tous les
biofilms. Nous avons constaté peu de similitudes entre les profils des deux premiers biodisques,

et avec ceux des deux derniers biodisques. Dans ces derniers, les profils étaient similaires.
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Marqueur i 2 3 4 Marqueur

Figure 4.1 : Profil de la diversité bactérienne des biodisques de la 2eme série de I'UTFE par PCR-
DGGE. Des échantillons de biomasse des biodisques 1, 2, 3 et 4 ont été prélevés le 3 mars 2008 et
I'ADN extrait. Une partie des génes de I'ARNr 16S a été amplifiée et migrée sur un gel DGGE. Le gel
était constitué d’un gradient d’agents dénaturants (urée et formamide) de 30 % (haut) a 70 % (bas). Les
bandes du marqueur sont, du haut vers le bas, constituées de I’ADN de Streptococcus aureus,
Pseudomonas aeruginosa, Enterococcus faecalis, Escherichia coli et Streptomyces lividans. Les fléches
rouges indiquent des bandes similaires pour les 4 stations.
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4.1.3. Identification des espéces a I'aide d’'une génothéque de 'ARNr 16S

Une génothéque de I'ARNr 16S a été construite pour chacun des échantillons récoltés au
mois de janvier 2008 des biodisques 1, 2, 3 et 4 de la deuxiéme série. Un total de 250 clones ont
été sélectionnés aléatoirement, soit 100 pour le biodisque 1 et 50 pour chacune des trois autres
(Tableau 4.1). Les clones ont été directement envoyés pour le séquengage de leur insert. Les
séquences ont été comparées avec les banques de données pour déterminer 1’affiliation la plus
probable au genre bactérien. Le seuil d’homologie des séquences devait étre supérieur a 95 %
pour que les séquences soient considérées affiliées a une espece. Les affiliations furent établies

par rapport a des souches caractérisées et publiées

En comparant les résultats de séquengages obtenus pour les clones du biodisque 1, nous
avons constaté que plus de 50 % de ceux-ci étaient affiliés au genre Thiobacillus (Thiobacillus
denitrificans numéro d’accession Genebank: HQ586057) et 18 % a des bactéries oxydatrices du
soufre tel Rhodocyclaceae bacterium, Thiovirga sulfuroxydans et Thiothrix sp. (Figure 4.2;
Tableau 4.1). Les autres séquences composaient 25 % des clones et étaient apparentées aux

genres Sphingopyxis, Saccharothrix et Chloroflexi.

En comparant les résultats de séquengages obtenus pour les clones de la biodisque 2, nous
avons constaté que plus de 44 % de ceux-ci étaient affiliés au genre Thiobacillus, 48 % a des
bactéries nitritantes telles que les genres Nitrospira et Nitrosomonas, 4 % étaient affiliés aux
bactéries nitratantes dont le genre Nitrobacter, 2 % a des bactéries tel Rhodocyclaceae bacterium

et Mezorhizobium sp. (Figure 4.2; Tableau 4.1).

En comparant les résultats de séquengages obtenus pour les clones de la biodisque 3, nous
avons établi que plus de 19 % de ceux-ci étaient affiliés au genre Thiobacillus, 21 % a des
bactéries nitritantes dont le genre Nitrosococcus, 41 % étaient affilés aux bactéries nitratantes

comme les genres Nitrobacter (Nitrobacter Winogradski numéro d’accession Genebank :

HQ586058) (Figure 4.2; Tableau 4.1).
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En comparant les résultats de séquencages obtenus pour les clones de la biodisque 4,

nous avons remarqué que plus 86 % étaient affiliés aux bactéries nitratantes comme les genres
Nitrobacter (Figure 4.2; Tableau 4.1).

Avec I'évolution du traitement dans les réacteurs, il y a une diminution du genre
Thiobacillus et une apparition des bactéries nitritantes et nitratantes (Figures 4.2). Cette

répartition sera analysée d’une fagon plus compléte dans la section Discussion.
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Diversité microbienne dans les biodisques de I'UTFE

100%
90%
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B Bactéries oxydatrices de soufre
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40% - Nitritantes
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Réacteur 1 Réacteur 2 Réacteur 3 Réacteur 4

Figure 4.2: Affiliation la plus probable des séquences de I'ARNr 16S des biodisques 1-4 de la
séric 2. Les séquences analysées avaient environ une longueur de 1500 paires de bases.
L affiliation a &é faite avee le programme Nucleotide BLAST (Basic Local Alignment Search
Tool) avee la banque de données d'ADN au NCBIL
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Tableau 4.1:

Affiliations les plus probables des séquences 165 des échantillons prélevés des biodisques 1-4 de la série

2

Origine d’'échantillons :

Affiliation

Réacteurs 1-4 de la série 2

Proteobacteria

Alphaproteobacteria
Mesorhizobium sp.
Nitrobacter sp.
Sphingomonadales

Sphingopyxis sp.

Betapoteobacteria
Burkolderiales
Simplicispira sp.
Acidovorax sp.
Nitrococcus sp.
Nitrosomonas sp.
Rhodocyclaceae
Thiobacillus sp.
Thiobacillus denitrificans

Gammaproteobacteria
Dokdonella sp.
Pseudomonas sp.
Thiovirga sp.
Thiothrix sp.

Actinobacteria

Saccharothrix sp.
Chloroflexi
Nitrospirae

Autres
Total des Clones

1 2 3 4
0 1 4 0
0 10 7
3 0 0 0
7 0 0 0
5 0 0 0
0 0 9 0
0 6 7 0
8 0 0 0
28 13 4 0
2 6 4 0
7 0 4 4
0 0 1 0
3 0 0 0
3 0 0 0
3 0 0 0
5 2 0 0
0 8 7 27
4 0 0 4
98 49 50 43
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4.2.1dentification du comportement de la biomasse des biodisques

Afin d’identifier I’identité dominante dans le consortium bactérien retrouvé sur le premier
biodisque a ’'UTFE, deux réacteurs de 600 mL en mode cuvé furent inoculés avec la biomasse
du biodisque de la série 2 collectée en janvier 2008. Un des réacteurs a été mis en présence d'air
dépourvut de CO, (trappe a CO,) pour déterminer si des bactéries hétérotrophes étaient
dominantes dans le biofilm. Le second réacteur contenait du CO; (air ambiant) pour identifier si
les bactéries autotrophes étaient majoritaires dans le consortium. En injectant du thiocyanate
dans les réacteurs et en échantillonnant a des intervalles déterminés, une courbe de dégradation a
pu étre formée pour déterminer une condition favorisant la dégradation biologique de ce

composé.

Nous avons pu constater que les deux types de populations bactériennes étaient présents
dans le biofilm (Figure 4.6). Toutefois, le réacteur contenant du CO, (autotrophes) a démontré
une dégradation plus rapide du thiocyanate. Aprés seulement 2 heures, la biomasse présente dans
ce réacteur avait déja entamé la biodégradation en diminuant de plus de 20 ppm la concentration
du thiocyanate, pour étre presque complétement dégradée en 6 heures. Pour ce qui est du
réacteur sans CO,, approximativement 50 % du thiocyanate a été dégradé en 6 heures. Ala
deuxiéme injection du thiocyanate, la biomasse dans le réacteur autotrophe (avec CO,) avait
encore augmenté la vitesse de dégradation du thiocyanate en dégradant le composé en 2 heures.
Avec les ajouts subséquents du thiocyanate, l'efficacité de dégradation du thiocyanate par les

deux réacteurs tendait a étre la méme.

Lorsque les essais de biodégradation du thiocyanate furent terminés, une extraction de
’ADN de la biomasse fut entamée pour évaluer la différenciation des biomasses lors de
I’expérience. Le profil de la flore bactérienne a donc été déterminé par PCR-DGGE (Figure 4.7).
Ce profil était trés similaire entre les deux biomasses, suggérant ainsi que les conditions de

cultures n'ont pas induit de changement important dans la flore bactérienne.
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Figure 4.3 : Efficacité¢ de dégradation du thiocyanate par la biomasse présente dans deux bioréacteurs
en mode cuvée. La biomasse provient du biodisque 1 de la mine Laronde. Le réacteur en cuvée
nomme « autotrophe » avait un brassage par air et le réacteur « hétérotrophe » avait un brassage par
air sans COs. Les fleches indiquent les moments d’alimentation de thiocyanate dans les réacteurs.
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Figure 4.4: Profil de la diversité bactérienne des réacteurs en cuvée par PCR-DGGE. Des
¢chantillons de biomasse ont été prélevés de chaque réacteur et I'ADN extrait. Une partie des
génes de I'ARNr 16S a été amplifiée et migrée sur un gel DGGE. Le gel était constitué d’un
gradient d’agents dénaturants (urée ct formamide) de 30 % (haut) a 70 % (bas). M, Marqueurs:
voir la légende dec la figure 4.1. Puits 1: Réacteur autotrophe (R1). Puits 2: Réacteur
hétérotrophe (R2) Puits 3 : échelle (L).
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4.3.Caractérisation de la biomasse présente dans les MBBR

La biomasse récoltée au printemps 2008 a été utilisée pour ensemencer deux séries de réacteurs
de type MBBR en laboratoire (voir section 3.8.1,). La biomasse du biodisque 1 (dégradation du
thiocyanate) a €té ensemencée dans les biodisques A1 et B1, celle du biodisque 2 dans A2 et B2,
due biodisque 3 dans A3 et B3, et du biodique 4 dans A4 et B4. Les trois derniers réacteurs de
chaque série étaient dédiés pour la nitrification de l'ammoniac généré par la dégradation du
thiocyanate dans le premier réacteur de chaque série. Les réacteurs furent mis en marche pour
quelques mois afin d’acclimater la biomasse au nouvel environnement et supports. A la suite de

la période d’adaptation, la biomasse fut récoltée.

La prise d'échantillon de la biomasse a été déterminée selon la performance des deux
séries MBBR (figures 3.8 et 3.9). La complexité de la flore microbienne de chaque réacteur a été
évaluée par PCR-DGGE (Figure 4.8). Nous avons constaté que le profil de migration des
¢chantillons de la série A sont relativement similaire, avec quelques différences mineures. Nous
avons constaté également une similarité dans les profils des réacteurs de la série B. Toutefois, le

profil type de chaque série était différent.
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Figure 4.5 : Profil de la diversité bactérienne des 4 réacteurs MBBR des séries A (aérée) et B
(anoxique) par PCR-DGGE. Des échantillons de biomasse ont été prélevés le 6 janvier 2009 de chaque
réacteur ¢t 'ADN extrait. Une partie des genes de 'ARNr 16S a été amplifiée et migrée sur un gel
DGGE. Le gel était constitué d'un gradient d agents dénaturants (urée et formamide) de 30 % (haut) a
70 % (bas). Marqueurs: voir la Iégende de la figurc 4.1.

4.3.1. Identification des espéces a I'aide d’'une génothéque de 'ARNr 16S

Des génotheques des geénes de 'ARNr 16S ont été construites a partir de la biomasse prise
cn hiver 2009 des réacteurs Bl, B2 et B4, ¢t également avec les réacteurs Al et A4, Un total de
257 clones furent sélectionnés aléatoirement, et leur insert séquencé (tableau 4.3). Comme
I'analyse par PCR-DGGL a démontré une similarité de la répartition des espéces dans les
réacteurs B et également dans les réacteurs A, nous n'avons pas échantillonné les réacteurs B3,

A2 ct A3,
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En comparant les résultats de séquengages obtenus pour les clones du réacteur B1, nous
avons constat¢ que 40 % de celles-ci étaient affiliées au genre Thiobacillus et 12 % a des
bactéries oxydatrices du soufre tel que Rhodocyclaceae bacterium et T hiovirga sulfuroxydans
(Figure 4.9; tableau 4.3). Vingt-huit pour cent des séquences €taient apparentés a des espéces
bactériennes dénitrifiantes telles que Thiobacillus denitrificans et Azospira sp. 1 est important de
noter que les séquences affiliées a Thiobacillus denitrificans ne sont pas incluses avec les
séquences affiliées au genre Thiobacilli pour déterminer le pourcentage de bactéries

dénitrifiantes dans le milieu du réacteur.

En comparant les résultats de séquengages obtenus pour les clones du réacteur B2, nous
avons constaté que plus de 68 % de celles-ci étaient affiliées au genre Sphingomonas (huméro
d’accession Genebank: JF304797), et 20 % affiliées au genre Thiobacillus (Figure 4.6; Tableau
4.3).

En comparant les résultats de séquencages obtenus pour les clones du réacteur B4, nous
avons établi que plus de 56 % de celles-ci étaient affilides au genre Thiobacillus, 13 % a des
bactéries oxydatrices de soufre telles que Sulfurospirillum sp (huméro d’accession Genebank:

JF304793), et 8 % étaient affilides aux bactéries Nitrosomonas sp. (Figure 4.6; Tableau 4.3).

En comparant les résultats de séquengages obtenus pour les clones du réacteur Al, nous
avons constaté que 62 % de celles-ci étaient affilides au genre Thiobacillus, 19 % a des bactéries
oxydatrices du soufre tel que Thiovirga sulfuroxydans, et 4 % étaient affiliées aux bactéries

Nitrosomonas sp. (Figure 4.6; Tableau 4.3).

En comparant les résultats de séquengages obtenus pour les clones du réacteur A4, nous
avons constaté que 36 % de cclles-ci étaient affiliées au genre Thiobacillus et 41 % Etaient

affilices aux genres Nitrotoga, Xanthomonas ct Sphingomonas (Figure 4.6; Tableau 4.3).
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Diversité microbienne dans les MBBR en
laboratoire
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Figure 4.6 : Afliliation la plus probable des séquences des genes FARNT 16S des réacteurs MBBR
de la séric A et B. Les sequences unalysées avaient environ une longucur de 1500 paires de bases.

L alfihation a ¢té fate avec le programme Nucleotide BLAST (Basic Local Alignment Search Tooly avee

[a bangue de donnces 'ADN au NCBL
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Tableau 4.3: Affiliations les plus probables des séquences 16S des échantillons prélevés des réacteurs

Al, A4,B1,B2etB4

Origine d'échantillons : MBBR aéré MBBR anoxique

Affiliation Al A4 *Al+A4 Bl B2 B4 *B1+B2+B4

Proteobacteria

Betaproteobacteria
Thiobacillus sp. 28 28 50.5 13 9 22 30.1
Thiobacillus denitrificans 3 0 2.7 6 1 5 8.2
Rhodocyclaceae 8 4 10.8 9 1 5 10.3
Nitrosomonas sp. 1 4 4.5 0 0 1 0.7
Nitrotoga sp. 0 4 3.6 0 0 0 0.0
Azospira 0 0 0 8 0 0 55
Burkolderiales
Simplicispira sp. 1 0.9 4 3 0 4.8
Acidovorax sp. 0 0 0 1 0 0 0.7
Gammaproteobacteria
Pseudomonas sp. 0 3 2.7 0 1 0 0.7
Dokdonella sp. 0 0 0 0 1 1 14
Xanthomonadales
Thermomonas sp. 0 3 2.7 2 0 1 2.1
Xanthomonas sp. 1 5 5.4 0 0 0 0.0
Alphaproteobacteria
Sphingomonadales
Sphingomonas sp. 1 4 4.5 0 35 3 26.0
Firmicutes
Clostridiales 3 0 2.7 2 0 3 3.4
Autres 5 5 9.0 4 1 4 6.2
Total des clones 51 60 49 52 45

*Pourcentage des clones retrouvés dans les génothéques des réacteurs Al et A4, et B1, B2 et B4.
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5. Discussion

Le but du projet mené par ’'UTFE et le laboratoire de Pierre Juteau était d’acquérir de
I’information sur la dégradation biologique du thiocyanate, cyanate présent dans ’effluent minier
a la mine Laronde, Cadillac, Québec afin d’optimiser le procédé biologique installé
ultérieurement. L’analyse du contenu bactérien des biofilms responsables a la biodégradation du
thiocyanate et la nitrification a permis au laboratoire d’identifier la complexité de la microflore
dans le traitement biologique en question. L utilisation de techniques en biologie moléculaire
donc le but était identifier la microflore responsable de dégrader le thiocyanate sans sources de
carbone telles que le phénol ou cyanure fut une premiére pour ce genre d’étude. Des études plus

poussées pourront élucider les mécanismes de biodégradation de ce composé.

5.1.Suivi de la flore bactérienne présente a 'UTFE

En analysant par PCR-DGGE les échantillons récoltés de la surface des biodisques d’une
des séries de bioréacteurs traitant I’effluent minier de la mine Laronde en janvier 2008, le
laboratoire a voulu examiner si la diversité de la flore bactérienne subissait un changement lors
de I’évolution du bioprocédé. Nos résultats ont montré une évolution de la biodiversité présente
dans chacune des réacteurs (figure 4.1). Le réacteur I, représentant la microflore sur le biodisque
responsable de la biodégradation du thiocyanate et Cyanate, contenait une diversité bactérienne
¢levée représentée par la présence de plusicurs bandes. Les échantillons des réacteurs 2,3et4
ont montré des profils différents. Cela était attendu puisque la source de nutriments présents était
différente dans ces réacteurs. Lors de la biodégradation du thiocyanate et cyanate présent dans le
premier réacteur, il y a eu production de bicarbonate, sulfates et d’ammonium. Dans le second
réacteur, il y avait présence d’une quantité résiduclle de thiocyanate et une quantité¢ importante
d’ammoniac (voir figure 3.6 et 3.7). Ceci a certainement influencé la constitution du biofilm
présent dans le réacteur 2. La biomasse présente sur les deux derniers biodisques avait plusieurs
similarités. Dans ces deux réacteurs, il y a cu accumulation de nitrites et nitrates duc au

processus de la nitrification.
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5.2.Analyse des séquences obtenues d’'une génothéque 16S

Quoique trés instructif sur 'évolution du systéme, les profils DGGE ne nous renseignent
pas sur les bactéries responsables de la dégradation spécifique du thiocyanate. Ceci a été
accompli par l'analyse des génothéques de I'ARNr 16S de la biomasse présente dans les

réacteurs.

5.2.1. Biodisque 1

Les séquences apparentées au genre Thiobacillus représentaient plus que la moitié
des clones (57 %). Tous les membres de ce genre utilisent des composés contenant du soufre
comme le thiosulfate comme accepteur d’électron et le dioxyde de carbone comme source de
carbone. Ce sont des organismes Gram négatif, ne formant pas de spores, en forme de
batonnets et majoritairement non mobiles. Ce sont des bactéries retrouvées dans des
environnements divers, telles les boues de traitements des eaux usées, les zones terrestres ou
aquiféres contaminées. La premiére espéce de Thiobacillus a avoir ét€ identifiée est
Thiobacillus thioparus, une espéce utilisant le thiosulfate pour sa croissance ou la production
du sulfate était directement proportionnelle a la croissance de la culture. C’est une espéce
aérobie stricte ayant une croissance rapide dans un milieu minéral contenant du thiosulfate a un
pH 7 et 4 une température de 30 °C (Vishniac et Santer, 1957.). Cette espéce isolée en eaux
fraiche et salée produit une matiére visqueuse ol les colonies y sont contenues. Leur production
de la matiére visqueuse pourrait contribuer a maintenir la structure du bioflim présent sur le
biodisque (Vishniac ct Santer, 1957). Happold démontra que 7. thioparus a la capacité de
croitre autant sur un milicu contenant du thiosulfate que sur un milieu contenant 0.2 ppm de
thiocyanate. Cette bactéric peut transformer le thiocyanate en source d’énergie, d’azote et de
carbone. Youatt démontra également a I’aide de cette souche que le thiocyanate fut hydrolysé
en cyanate et sulfure et ensuite oxydé en sulfure ct sulfate. Le cyanate fut ensuite hydrolysé en
ammoniac et dioxyde de carbone (Happold et coll., 1958, Youatt, 1954). Si on y retrouve une
grande concentration de ces bactéries dans un milieu, celui-ci aura une couleur orange ou rouge

indiquant la présence de cytochrome c. Ceei pourrait expliquer en partie la coloration lors des
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extractions d’ADN a partir des biofilms provenant de la mine Laronde. Une autre raison serait
des traces d’hydroxydes ferriques (une forme de fer trivalent insoluble dans I’eau) retrouvés
dans le biofilm. Thiobacillus denitrificans utilise le nitrate en tant qu’accepteur d’électron sous
conditions anaérobies. Cette bactérie sulfureuse fut observée en premier par Beijerinck en
1904. A I'aide de I’analyse des génes ARN 16S extrait de la biomasse, il fut démontré qu’il y
avait présence en grande quantité de ces bactéries dans le biofilm. Ceci pourrait expliquer
I’accumulation d’ammoniac a la fin du premier réacteur de traitement avant I’installation de la
recirculation. Ce qui est intéressant & mentionner est que les espéces couramment citées lors des
¢tudes de biodégradation du thiocyanate sont plutét des especes hétérotrophes telles que
Pseudomonas ou Acinetobacter. Contrairement a la littérature, 1’étude phylogénique faite lors
de ce mémoire a démontré que Thiobacillus sp. est I’espéce la plus retrouvée dans les réacteurs
ou il y avait du thiocyanate. Puisque cette étude est la seule a employer des techniques de
biologie moléculaire pour identifier la microflore responsable de la dégradation du thiocyanate,
il serait intéressant de poursuivre les études pour déterminer plus précisément quelles espéces

font la dégradation du thiocyanate dans le traitement biologique de I’'UTFE.

5.2.2. Biodisque 2

Nous avons constaté qu’il y avait toujours la présence de Thiobacillus sp. dans ce
réacteur. Ceci pouvait s'expliquer par la présence de thiocyanate résiduelle dans la seconde cuve.
Les séquences apparentées Thiobacillus denitrificans étaient la plus abondante. Ce genre de
bactérie effectuc la dénitrification autotrophe en consommant les ions de nitrates et en oxydant
des composés de soufre (S, S04, SO;Y) pour sa croissance. Avec la recirculation ajoutée a la
série de traitement (débutant a la fin du réacteur 4 et en déversant au début de la cuve 2), cette
¢tape a apporté unc grande quantité de nitrate et est venue diluer les concentrations élevées en
ammoniac. Ceci était probablement propice au développement de T, denitrificans dans le biofilm
retrouvé dans ce réacteur. Zang et son équipe a démontré que cette bactérie dénitrifiante avait la
capacité¢ d"¢liminer 75 % des nitrates (~700 mg NO;-N/L) dans les milicux étudiés apres 12
Jours d’opération (Zhang ct coll., 2009). Leur présence est donc utile dans le milieu, car il

diminuerait ainsi la concentration de nitrates a la sortic de "effluent (Zhang ct coll., 2009). Des
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séquences apparentées a des bactéries nitritantes du genre Nitrosomonas étaient également
présentes. La majorité des bactéries nitritantes font partie de la sous-classe béta des
Proteobacteria. Ces bactéries sont normalement connues pour utiliser 'ammonium comme
substrat pour I’oxydation en nitrite pour de 1’énergie et d’utiliser le dioxyde de carbone comme
source de carbone (Suzuki et coll., 1974; Arp et coll., 2002). 1l fut démontré que le taux
d’oxydation de I’ammoniac par le genre Nitrosomonas était influencé par le pH et la
concentration de I"ammoniac (Suzuki et coll., 1974). Ceci pourrait expliquer la problématique
antérieure de la nitrification incompléte lors du traitement biologique sans étape de recirculation.
La présence du genre Nitrosomonas dans le biofilm serait une bonne indication d’une présence

de bactéries nitritantes.

5.2.3. Biodisques 3 et 4

Lors de I’analyse des biodisques 3 et 4, la majorité des clones identifiés étaient
apparentés aux genres Nitrobacter, Nitrosomonas et Nitrospira. Le genre Nitrobacter
appartient a la sous-classe alpha des Proteobacteries. Nitrobacter winogradskyi, 1'espece type,
est une bactéric nitratante qui fut antéricurement identifiée en tant que bactérie
chimioautotrophe obligatoire. Plusieurs essais ont démontré que cette bactérie ne pouvait pas
faire croissance dans un milieu sans nitrites (Pope et coll., 1969). Des études plus récentes ont
démontré que cette méme espéce pourrait étre chimioautotrophe facultative pouvant utiliser une
source de carbone organique comme matériel de croissance lors de I’absence de nitrites
(Delwiche et Finstein, 1965; Ida et Alexander, 1965; Smith ct Hoare, 1968). Plusieurs études
additionnelles ont toutefois démontré la capacité de Nitrobacter de croitre de fagon
hétérotrophe (Bock 1976, 1983; Kalthoff et coll., 1979). Par contre, ces ¢tudes ont ¢té faites sur
une base strictement morphologique ct physiologique, dans des conditions de cultures variant
entre 27 °C et 30 °C ct a un pH de 7.4-7.6 (Ida et Alexander, 1965; Harris et coll., 1988; Smith
et Hoare, 1968). Ces conditions ne sont pas retrouvées dans notre systéme ct pourraient

expliquer en partie la perte de performance lors de la nitrification.

Une autre partic des clones était apparentée au genre Nirrospira, un genre bactérien
appartenant en partic aux Protcobacteries de la sous-classe delta. Par contre, de nouvelles

études ont démontré que certaines especes affiliées au Nirrospira font partic d’un nouveau
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phylum Nitrospira (Ehrich, et coll., 1995; Teske et coll., 1994,). Comme Nitrobacter,
Nitrospira est un genre retrouvé dans différents milieux parmi I’environnement comme la
rhizosphére, les milieux aquatiques, des sédiments et des eaux contaminés par des rejets
agricoles. Il est de plus en plus démontré que le genre Nitrospira est ’espéce dominante lors de
la nitratation (Juretschko et coll., 1998; Okabe et coll., 1999; Schramm et coll., 1998; Wagner
et coll., 1996). Contrairement a Nitrobacter, les genres Nitrospira ont la capacité de s’adapter
dans des conditions ot il y a des concentrations limitées en nitrite et oxygéne. Puisque plusieurs
systtmes dc traitements d’eaux usées souffrent de plusieurs complications et pertes de
performances lors de I’étape de la nitrification, il serait utile d’étudier ce genre bactérien dans

le but de stabiliser cette étape cruciale de la nitrification lors des traitements d’eaux modernes.

Comme ont démontré les résultats de séparation de bandes sur le DGGE, il y aeu
une ¢évolution dans la biomasse présente dans chacun des réacteurs a I’'UTFE. Ces résultats sont
supportés par I'affiliation des séquences retrouvées dans nos génothéques 16S. Nous avons vu
que la majorité des clones présents dans le biofilm du premier réacteur était formée du genre
Thiobacillus et nous avons vu que la proportion de ce genre diminue avec I’acheminement de
I’eau usée dans les réacteurs subséquents. Celles-ci ont vu I’apparition des bactéries impliquées
dans la nitrification apparentées aux genres Nitrosomonas, Nitrobacter et Nitrospira. Nous
avons vu I"apparition de bactéries nitritantes au début de cette étape (Nitrosomonas) et par la

suite I’apparition des bactéries oxydatrices de nitrite ou nitratantes (Nitrospira).

Nos génothéques ont révélé une grande présence d’espéces environnementales non
identifiées dans les réacteurs, suggérant la présence de bactéries hétérotrophes ou autres bactéries
impliquées dans le processus. Finalement, comme discuté dans la section 3.10, la prise
d'échantillons n’a pas ét¢ suivie de prét par un membre du laboratoire. Cette ¢tape a été faite par
des employés de la mine et donc, nous n'avons pas pu controler la représentabilité de ceux-ci. En
utilisant un support massif comme un biodisque la biomasse sera répandue sur une grande
surface. De plus I’épaisseur du biofilm peut varier selon certains critéres (atmosphere, force de
cisaillement). 11 est connu que la concentration et la disponibilité des nutriments vont aussi
influencer I'épaisseur et Ia composition du biofilm. Une étude sur Pimpacte de la prise des
¢chantillons & certains endroits dans le réacteur el sur lo biodisque aurait pu étre utile pour bien

identifier s%il y a un changement de la composition du biofilm par rapport aux prises
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d’échantillons. La technique d’échantillonnage de I'UTFE fut gardée, car nos résultats
démontrent un changement significatif des biofilms par rapport a I’acheminement de I’effluent

dans les réacteurs de traitement.

5.3.Identification du comportement de la biomasse dégradant le
thiocyanate sur les biodisques

Nous avons congu des bioréacteurs en mode cuvée pour déterminer si la flore
microbienne du biofilm du réacteur | au 'UTFE était composée de microorganismes autotrophes
ou hétérotrophes. Rappelons que ce réacteur était responsable de la dégradation du thiocyanate et
cyanate. La concentration de thiocyanate entrant dans le réacteur 1 a la mine était de 400 et a 700
mg/L SCN'. Par conséquent, cette biomasse était déja adaptée a de grandes concentrations de
thiocyanate et ceci explique la rapidité a dégrader 100 mg/L de thiocyanate ajouté dans le
bioréacteur sans période de latence. Nos résultats ont démontré que les deux types de bactéries
coexistaient dans le biofilm. Lorsque la biomasse a été exposée a des conditions autotrophes,
celle-ci dégradait plus rapidement le thiocyanate ajouté que la biomassc exposée a des conditions
hétérotrophes, suggérant que la communauté autotrophe dans le biofilm était plus importante que
les bactéries hétérotrophes. Ceci pourrait venir du fait que la communauté autotrophe serait déja
en présence de leur source de carbones (CO;) donc serait plus apte a dégrader le thiocyanate
comme source d’énergie. Si nous nous fions aux résultats obtenus de I’analyse de la génothéque,
la majorité des clones obtenus de la biomasse du réacteur | étaient du genre Thiobacillus,

bactéries autotrophes pouvant dégrader le thiocyanate et thiosulfate (Happold., 1954).

Dans les conditions hétérotrophes, nous avons observé qu'une période
d’adaptation (d’environ 17 heures) avant que la biomasse atteigne le taux de dégradation de celle
cultivée en conditions autotrophes. La croissance en conditions hétérotrophes demande une
source de carbone plus complexe que le dioxyde de carbone, soit une source de carbone
organique. Happold a aussi mentionné que le genre Thiobacillus subissait unc lyse cellulaire
rapide lors de leur croissance et donc il y aurait une libération d’acides aminés et de facteurs de
croissance dans le milicu permettant aux bactérics hétérotrophes de croitre dans le surnageant du
milicu (Happold, 1958). La lyse des bactéries autotrophes causée par le manque de dioxyde de

carbone pourrait fournir des éléments de  croissance aux  bactéries hétérotrophes et en
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conséquence aider celles-ci a faire croissance dans le milieu et donc consommer le thiocyanate
comme source de carbone, de soufre ou d’azote. Ceci expliquerait également le temps de latence

avant que ces €léments soient disponibles.

Les résultats des génothéque ont démontré toutefois la présence majoritaire de
bactéries autotrophes du biofilm du réacteur 1. Donc, d'ou proviennent ces bactéries
hétérotrophes? Certaines possibilités pourraient expliquer cette situation. La premiére serait que
les méthodes d’échantillonnages et d’identifications des clones n’étaient pas représentatives de la
composition du biofilm, et les résultats étaient donc plus qualitatifs que quantitatifs. De plus, le
dénombrement des clones d'une génothéque 16S n’est pas représentatif de 1’action des bactéries.
Des tests sur les métabolismes et des suivis sur I’assimilation du thiocyanate devront étre
effectués afin d’identifier les acteurs principaux de la biodégradation du thiocyanate et cyanate
dans ce biofilm. La deuxiéme possibilité serait que la population hétérotrophe présente dans le
milieu produirait du dioxyde de carbone lors de leur consommation du thiocyanate. Ceci
permettrait aux bactéries autotrophes toujours présentes dans le biofilm de croitre avec cette
source de carbone et consommer le thiocyanate. Comme mentionné par Happold, s’il y a une
lyse cellulaire de bactéries, donc une production de biomasse morte, ceci pourrait en
conséquence alimenter la biomasse avec les composés libérés dans le milieu tel que le CO,. Ceci
pourrait expliquer la période de latence de dégradation du thiocyanate lors de I’accumulation de
la biomasse morte et I’accélération de dégradation lorsqu’il y a suffisamment de composés dans
le milieu pour alimenter la biomasse en croissance. A 1’aide de thiocyanate marqué au '‘C,
Stratford (1994) a démontré qu’une population hétérotrophe était capable de produire du dioxyde
de carbone. Il a été démontré que le produit majoritaire de la dégradation hétérotrophe du SCN
ayant le ''C ¢était lc dioxyde de carbone. Comme démontré a ’aide du résultat du DGGE ala
figure 4.7, les profils de la biomasse résidente dans les réacteurs sont identiques. Ceci supporte
I’hypothése que la période de latence de biodégradation du thiocyanate dans le second réacteur,
lors du début des expériences pourrait s’expliquer par la période d’adaptation de la part des

bactéries autotrophes lors de la production de CO» par les bactéries hétérotrophes.

Nous avons constaté qu'aprés 3 jours de mise en marche des réacteurs, I'activité de
dégradation du thiocyanate par la biomasse a diminué. Le fait quc les réacteurs étaient en mode

cuvé a peut-ire causé l'accumulation de produit de dégradation tel que le sulfate. Ie soufre.
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I’ammoniac et le dioxyde de carbone dans le milieu. Il fut observé par Happold (1954), de
Kruyff (1957) et Youatt (1954) que lors de la biodégradation du thiocyanate, il y a une
accumulation de sulfate, de soufre, d’ammoniac et de dioxyde de carbone dans le milieu
(Happold et coll., 1954; de Kruyff et coll., 1957; Youatt, 1954). L’accumulation d’ammoniac
dans le milieu causerait I’inhibition de ’activité des microorganismes et donc en conséquence la
dégradation du thiocyanate. Afin de mieux étudier le comportement de la biomasse et d’identifier
si elle adopte un comportement autotrophe ou hétérotrophe lors de la dégradation du thiocyanate
a long terme, il serait impératif d’effectuer les mémes essais dans un mode ot le milieu serait en

circulation pour but d’éviter I’inhibition par substrat.

5.4.Suivi de la flore bactérienne présente dans les séries MBBR

Lors de I’essai de la dégradation du thiocyanate en laboratoire, deux séries furent installées afin
de vérifier le potentiel de biodégradation du SCN' en différentes conditions. La série MBBR-A
reproduisait les conditions retrouvées a la mine Laronde, soit le premier réacteur (A1) servait a la
dégradation du thiocyanate et les trois derniers réacteurs (A2-A4) servaient a la nitrification. La
série MBBR-B fut congue pour vérifier I’hypothése du laboratoire soit que la biomasse aurait la
capacité de dégrader le thiocyanate en conditions dénitrifiantes sans ajout de carbone. Le premier
réacteur (B1) était anoxique, servant a la dégradation du thiocyanate, le second réacteur (B2)
aéré a servi a la dégradation résiduelle du thiocyanate et les derniers réacteurs (B3-B4) ont servi
a la nitrification. En imposant une étape de dénitrification dans un systéme de traitement des
eaux a haut débit, ceci peut devenir problématique (Hallin et coll., 1996). Lorsque I’étape de la
dénitrification est a la fin du traitement, ’affluent acheminé dans le réacteur ne contient pas une
source d’énergic suffisante pour compléter la dénitrification & un taux acceptable (Hallin et coll.,
1996) ct une source de carbone organique comme le méthanol doit y étre ajoutée (Maranon et
coll., 2007). Par contre, Maranon et coll. (2007) a ajouté un systeme de recirculation du dernier
réacteur au premicr afin de fournir des nitrates aux bactéries dénitrifiantes. Lors de cette étude,
un systéme a trois ¢tapes la dégradation du thiocyanate a cu unc cfficacité de 80-98.3%. Par
contre, il y avait unc source de carbone provenant du phénol dans I'affluent. Le traitement

biologique du thiocyanate en condition dénitrifiante sans source de carbone additionnel tut pour
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la premicre fois suivi lors de cette expérience. Les résultats préliminaires  (figure 3.8)
démontrent que I’étape de la dénitrification utilisant une recirculation du dernier réacteur au
premier est une technique efficace et avantageuse ne demandant pas d’ajout de sources de
carbone externes.

Les analyses des profils bactériens par PCR-DGGE ont démontré qu’il n’y avait pas une
grande différence de la biodiversité présente dans chacun des réacteurs des séries A et B (figure
4.8). Le réacteur Al impliqué dans la biodégradation du thiocyanate et cyanate contenait une
grande diversité microbienne représentée par une présence de plusieurs bandes. Le profil du
réacteur Al était trés similaire de celui des réacteurs A2, A3 et A4. Le mode de recirculation les
changements d’environnements et le temps d’acclimatation pourraient expliquer l'uniformisation
de la biomasse dans les réacteurs. Il est important de mentionner que des bris mécaniques,
obstructions des conduits, précipitations de ’affluent et autres événements sont venus perturber
la microflore dans les MBBR. 1 est fort probable que ces derniers événements ont Joué un réle
dans la formation des biofilms et le fait que les profiles DGGE ne sont pas propres a leurs
réacteurs comme il est démontré dans le DGGE des réacteurs de I'UTFE. Si la biomasse n’est
pas en ordre d’emmagasiner les nutriments nécessaires pour la croissance cellulaire, le biofilm

ne sera pas stable sur les supports et la biomasse sera en suspension dans le milieu,

Le méme constat a été fait dans la série B. Le profil bactérien des 4 réacteurs est assez
uniforme probablement di également au mode de recirculation. Malgré un inoculum commun au
départ pour les deux séries, le profil bactérien des séries A et B est différent, reflétant la

différence dans le mode d'opération des deux systémes.

5.5.Analyse des séquences obtenues d’'une génothéque 16S

Comme pour les biofilms présents sur les biodisques, le séquengage des genes de ’ARNr 16S
des 250 clones (50 par réacteur) sélectionnés et criblés de notre génotheque a permis de classer
les séquences obtenues en 8 catégories (selon le réacteur MBBR) appartenant a différents
niveaux taxonomiques (tableau 4.3). Les résultats obtenus des analyses d’ARNr 16S des biofilms
dans les réacteurs MBBR ont des similarités avee les résultats des génotheques obtenues a partir

des ¢chantillonnages des biofilms présents sur les biodisques a I'exception de quelques points.
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5.5.1. MBBR-B1

Lors des études phylogéniques, nous avons retrouvé parmi les clones analysés I’espece
Thiobacillus denitrificans, une bactérie ayant une croissance autotrophe sous condition anaérobie
qui effectue la dénitrification. L’homologie des séquences était d’'un pourcentage supérieur a
96 %. Cette espéce est connue pour utiliser le thiosulfate comme donneur d’électron et le nitrate
comme accepteur d’électron puisque la recirculation est faite de la 3° cuve, il y a un apport de
nitrates qui stimule la dénitrification. 11 est donc naturel que cette espéce ait été en grand nombre
dans le réacteur Bl, car les conditions étaient propices a sa croissance. Par contre, il serait
important de savoir si T. denitrificans utilise le thiocyanate lorsqu’il y a absence de thiosulfate
comme source d’énergie. Taylor et son équipe a démontré que 7. denitrificans n’était pas en
mesure de croitre dans un milieu anaérobie contenant du thiocyanate d’ammonium (Taylor et
coll., 1971). 1l est possible que cette espéce ne fiit pas responsable de la dégradation du
thiocyanate mais elle utilisait les produits de sa dégradation. Le pourcentage d’homologie
mentionné ci-haut ne peut confirmer I’espéce. Il se peut que I’espéce soit apparentée a 7.
denitrificans et peut effectuer la dégradation du thiocyanate en conditions dénitrifiantes. Depuis
les résultats de cette étude, un changement fut apporté pour améliorer la dégradation du
thiocyanate en condition de dénitrification. La recirculation fut changée de la 3° cuve a la 4° afin
d’acheminer plus de nitrate a la premiére cuve pour alimenter les bactéries présentes dans le
consortium. Aprés une période d’adaptation, il serait intéressant de recommencer I’étude
phylogénique afin d’évaluer si le changement de la ligne de recirculation influence la

composition de la microflore.
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5.5.2. MBBR-B2 et B4

Dans le réacteur B2 (réacteur aéré traitant le thiocyanate résiduel), une diminution du
nombre d’espéces de la famille Thiobacillus a été observée. Ce phénomene a également été
remarqué lors de Iévaluation génétique des biodisques de la mine Laronde. La diminution serait
probablement due au changement du genre de nutriments disponible au biofilm. Par contre, dans
le réacteur B4, il y a eu une augmentation du genre Thiobacillus. Ceci pourrait indiquer que ce
genre n’est pas directement responsable de la dégradation du thiocyanate et utilise les sous
produits comme le thiosulfate comme source d’énergie. Une autre raison de I’apparition de
Thiobacillus sp. dans le réacteur B4 serait les difficultés d’adaptation de la microflore due aux
fluctuations du débit et concentration de I’affluent. De tels événements influencent grandement
I’établissement d’une nouvelle microflore et alors aurait causé la suspension du biofilm dans

I’effluent au lieu d’une croissance sur les supports, et donc sa dispersion dans le systéme.

La majorité des clones 16S du réacteur B2 était apparentée au genre Sphingomonas. Ce
genre bactérien se retrouve en grande quantité dans les eaux municipales, des lacs, riviéres les
eaux usées et dans les boues activées (Koskinen et coll. 2000; White et coll., 1996).
Sphingomonas sp. pourrait étre une espéce retrouvée dans les eaux usées de I’'UTFE car c’est une
bactérie résistante a plusieurs désinfectants, a des produits chimiques toxiques et survie a des
températures basses (Laskin et White, 1999). Certaines sont connues pour produire des
exopolysaccharides (Denner et coll., 2001). 11 y aurait possibilité que ce genre serait important

dans un biofilm pour le maintien de I’intégrité du biofilm mature.

5.5.3. MBBR-A1 et A4

Contrairement au réacteur B1, il n’y avait pas présence de bactéries dénitrifiantes dans le
réacteur Al puisque celui-ci était aéré. La majorité des clones 16S identifiés était affiliée au
genre Thiobacillus. De plus, il y avait présence de bactéries nitratantes. Ceci pourrait s'expliquer
par la recirculation qui uniformise le systéme. Ceci est un bon exemple qui démontre que ce

n’est pas tous les microorganismes qui font la méme tiche dans un biofilm. Le biofilm peut étre
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constitué de plusieurs espéces, mais ce ne sont pas toutes qui font la dégradation du thiocyanate

dans les premiers réacteurs et la nitrification dans les derniéres.

Il y avait la présence aussi du genre Nitrosomonas, une bactérie autotrophe pouvant
oxyder I’ammoniac en nitrites afin d’obtenir ’énergie pour la biosynthése (Arp et coll., 2002).
Nitrosomonas europaea est 'espéce la plus communément isolée des boues activées et est
connue pour utiliser le dioxyde de carbone comme source de carbone servant a sa croissance
(Arp et coll.,, 2002; Aleem, 1965; Wagner et coll., 2002). Ce genre de bactérie serait retrouvé
dans les réacteurs MBBR car il y avait présence des nutriments nécessaires a leur gain d’énergie

et un apport de carbone suffisant pour leur croissance.
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6. Conclusion

A Paide de la méthode du PCR-DGGE, nous avons constaté le caractére complexe de la
flore bactérienne présente dans les biofilms étudiés & 'usine des traitements finaux des eaux
(biodisques) et dans les bioréacteurs a I’échelle de laboratoire (MBBR). Dans la totalité des
biofilms, il y avait une forte diversité de la flore bactérienne avec quelques dominances
démontrées par une augmentation de I’intensité des bandes sur DGGE. Le séquengage des génes
de PARNr 16S des clones représentatifs de notre génothéque nous a permis de classer les
bactéries présentes dans le biofilms des traitements en 8 catégories. Le genre Thiobacillus,
bactéries autotrophes, représentait la majorité de la population présente sur les biodisques
chargés de la biodégradation du thiocyanate et cyanate. Il a pu étre observé, que la constitution
des biofilms était changée lors d’une longue période d’adaptation a des environnements
comprennent, des nutriments différents. Ceci a été démontré a Iaide de la caractérisation des
biofilms présents sur les biodisque de I'UTFE. Les populations des biofilms furent différentes
selon le biodisque analysé. Les résultats furent similaires pour les biofilms chargés de la
dégradation du thiocyanate, le cyanate ct la nitrification dans les MBBRs. Le genre Thiobacillus
fut dominant dans les réacteurs désignés a la dégradation du thiocyanate et cyanate. Par contre,

contrairement aux biodisques, ce genre fut aussi retrouvé dans tous les réacteurs.

A partir de la biomasse récoltée a I’UTFE, des essais sur le comportement de la
microflore dégradant le thiocyanate furent faits a I’échelle du laboratoire. 1l fut démontré a I’aide
de courbes de dégradations que la population du biofilm fut majoritairement plus efficace a

dégrader le thiocyanate en conditions favorisant la croissance autotrophe.
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