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Avant-propos

I y a quelques années a peine, les préoccupations environnementales étaient le lot de
quelques scientifiques et de groupes d'extrémistes. Aujourd'hui, l'environnement est une
préoccupation de tous les jours pour de plus en plus de citoyens et par conséquent est devenu
un enjeu €lectoral pour les trois ordres de gourvernement, municipal, provincial et fédéral.
Ainsi, les instances politiques, également influencées par un contexte économique morose,
encouragent de plus en plus, par le biais d'organismes subventionnaires, la recherche
pratique pour solutionner les problémes environnementaux et créer de nouvelles activités
économiques reliées a la mise au point et a I'exploitation de biotechnologies.

Dans la foulée de cette nouvelle tendance de recherche, ol 1'utilité et la rentabilit¢ de
l'innovation sont deux prémisses pour l'obtention du financement, plusieurs études furent
réalisées a I'INRS-Eau en ce qui a trait au développement de biotechnologies de
'assainissement des eaux usées. Le principal axe de recherche en assainissement fut
l'enlévement des métaux contaminant les boues d'usines d'épuration des eaux usées
municipales a l'aide de biotechnologies.

En effet, I'équipe dirigée par le professeur R.D. Tyagi a mis au point (et pour laquelle
elle a présent¢ une demande de brevet) une biotechnologie basée sur la production
microbienne d'acide sulfurique, a partir du soufre élémentaire, qui permet d'abaisser le pH
des boues, ce qui provoque la mise en solution des métaux indésirables. Une caractérisation
minutieuse du procédé€ a permis de mettre en évidence les souches microbiennes indigénes
responsables de 1'oxydation du soufre élémentaire. De plus, cette technologie, entitrement
basée sur une action microbienne, permet une autre activit¢ microbienne indispensable en
assainissement, soit la stabilisation et la minéralisation de la matiére organique. Il est donc
possible de solubiliser les métaux tout en réduisant le contenu de la boue en matieres
organiques.

Aprés le succes technique et financier de cette technologie, parce que les
biotechnologies thermophiles d'assainissement des eaux sont de plus en plus populaires en
Europe et parce que l'activité microbienne d'oxydation du soufre €lémentaire au-dela de 40 °C
n'avait pas ét€ étudiée, il était tout a fait justifi€é de continuer la recherche dans ce domaine.
Un projet fut donc imaginé pour explorer la possibilit¢ d'une biolixiviation des métaux
contenus dans les boues d'usines d'épuration, mais cette fois-ci en conditions thermophiles.
Larecherche devait étre axée sur 1'oxydation du soufre €lémentaire a 1'aide de la microbiota




thermophile et indigéne des boues, tout en permettant une stabilisation et une minéralisation
de la mati¢re organique.

A cause des exigences académiques des uns et des exigences économiques des autres,
le projet de theése fut rapidement scindé en deux volets, soit un volet appliqué ol la possibilité
- et l'efficacité du processus devaient étre démontrées, et le volet fondamental ol la microbiota
thermophile responsable de 1'activité devait étre isolée et caractérisée. Parce que le doctorat est
avant tout une activit¢ académique et qu'il est souvent difficile d'allier avancement des
connaissances en science avec développement de biotechnologies a potentiel économique,
davantage d'efforts furent mis sur I'aspect fondamental. Ainsi, une nouvelle espéce du genre
Thiobacillus, nommée Thiobacillus thermosulfatus, fut isolée et caractérisée sur le plan
phénotypique et génotypique. Une étude sur l'écologie microbienne associée au processus fut
également réalisée. Ainsi, le volet fondamental satisfait a2 1'une des exigences universitaires
intrinséques a l'obtention d'un doctorat, soit une contribution originale a I'avancement des
connaissances en science.

Pour ce qui est du volet pratique, la possibilit¢ d'une biolixiviation thermophile des
boues d'usines d'épuration fut investiguée. Méme si cet aspect n'a pas €t la principale
occupation temporelle, suffisamment de données furent amassées pour répondre aux
questions dictées par les exigences de faisabilité et de rentabilité.

Le présent document se veut une syntheése permettant au lecteur de prendre contact
avec la problématique des boues d'usines d'épuration municipales. Il fait état des
connaissances actuelles menant a la proposition des hypothéses de recherche et des résultats
engendrés par cette méme recherche. Finalement, une intégration résume I'ensemble de
I'ccuvre doctorale. Pour appuyez cette synthese, trois articles scientifiques acceptés pour
publication dans trois journaux scientifiques internationaux avec jury sont annexés. Ces trois
articles couvrent toutes les facettes de I'étude doctorale, soit la biolixiviation thermophile,
l'isolement et la caractérisation de la nouvelle espéce bactérienne ainsi que l'étude de
1'écologie microbienne associée au processus.




Introduction

Problématique des boues d'usines d'épuration municipales

Depuis les dernieres années, il existe une inquiétude quant a la disposition des boues
produites par les usines d'épuration des eaux usées municipales. En effet, d'ici a la fin du
siecle, la quantité de boues produites au Canada pourrait dépasser 1 million de tonnes par
année, dont 200 000 tonnes juste au Québec (Webber, 1986). L'utilisation de ces boues
comme agent fertilisant en agriculture (épandage direct ou compostage) est la solution la plus
rentable & long terme du point de vue économique (Davis, 1987). Elle permet aussi de tirer
avantage de la bonne teneur en azote et en phosphore de la boue en plus d'améliorer la
structure du sol, le pouvoir de rétention d'eau, la capacité¢ d'échange ionique et l'activité
biologique (Environnement Canada, 1985; Gouvernement du Québec, 1984; Hattori, 1988).
Cependant, une telle pratique pose un probléeme potentiel de contamination a cause de la
présence d'éléments pathogenes (bactéries, parasites, virus) et de métaux lourds.

En effet, lors de 1'épuration, les métaux sont concentrés dans les boues primaires et
secondaires par précipitation (Sterrit et Lester, 1984), par complexation avec des polymeres
microbiens (Brown et Lester, 1979) ou par emprisonnement physique (Stephenson et Lester,
1987a, 1987b). De cetie fagon, plus de 80 % de la quantité totale de métaux dans l'affluent
initial est retirée de l'effluent final pour se retrouver dans les boues produites.

Si les boues ne sont pas traitées en conséquence avant leur valorisation, certains
métaux indésirables pourraient éventuellement contaminer les différentes chaines trophiques
et se retrouver, tot ou tard, dans notre assiette ou notre verre d'eau. Par exemple,
I'accumulation des métaux chez les plantes a la suite de l'épandage de boues d'usine
d'épuration fut démontrée pour le cadmium, le cuivre, le nickel, le plomb et le zinc (Adamu et
al., 1989; Davis et Carlton-Smith, 1980; Levine et al., 1989). Certains effets toxiques furent
rapportés chez des bovins ayant ét¢ en contact avec une terre amendée avec des boues
fortement contaminées par le plomb (Webber, 1986). Si ingéré en grande quantité, le
cadmium s'accumule dans les reins et le foie de I'nomme et des animaux, ce qui peut
interférer avec les fonctions de ces organes. De plus il altere certains systémes enzymatiques
essentiels et interfere avec la synthése des acides nucléiques (Doyle et al., 1978). 11 fut
également démontré que le Cd, tout comme le Cu, a un effet répressif sur l'activité¢ de
réduction des nitrates dans les lacs (Waara, 1992). Pour ce qui est du plomb, il interfere avec
plusieurs syst¢mes enzymatiques et forme des complexes avec les acides nucléiques, ce qui




entrave leur synthése (Mininni et Santori, 1987). Le Pb a également un effet répressif sur la
réduction des nitrates dans les lacs (Waara, 1992).

Selon St-Yves et Beaulieu (1988), plus de 52 % des boues produites au Québec
dépassaient les normes obligatoires en concentration de métaux pour la valorisation agricole
en 1988. Si l'on prend en considération les concentrations acceptables, ce pourcentage
augmente 2 85 %. En 1984, plus de 50 % des boues produites par 1'Ontario dépassaient les
normes ontariennes (Wong et Henry, 1984). Aux Etats-Unis, en 1982, de 50 a 60 % des
boues produites ne respectaient pas les normes de I'Environmental Protection Agency
(Wozniak et Huang, 1982).

Les métaux présents dans les boues d'usines d'épuration proviennent de trois
origines: des industries, des résidences et du ruissellement. Méme si 1'on effectue un controle
a la sortie des usines ou 1'on met en place des procédés moins polluants, les boues d'usines
d'épuration restent toujours contaminées par les métaux. En effet, une grande partie des
métaux proviennent des habitations et du ruissellement urbain (Davis, 1987; Tjell, 1986;
Wozniak et Huang, 1982). Par exemple, 63 % du cadmium, 47 % du cuivre et 42 % du zinc
retrouvés dans les boues peuvent provenir des résidences (Davis et Jacknow, 1975; Klein et
al., 1974). Les sources de contamination des eaux usées domestiques sont nombreuses,
comme les produits pharmaceutiques et cosmétiques, les peintures, les solvants, les produits
nettoyants, la tuyauterie, etc. Quant au ruissellement urbain, il serait la principale source de
plomb et de zinc dans les boues (Forstner et Wittmann, 1979).

Comme il a é¢ dit précédemment, la présence de la microbiota potenticllement
pathogeéne, pour I'homme et les animaux domestiques, dans les boues d'usines d'épuration
pose également un probleme évident de salubrit¢ dans 1'optique de la valorisation par
épandage direct de la boue. Afin de diminuer les risques d'infection, une période d'attente
minimale, avant I'utilisation de 1'espace, doit étre respectée apres 1'épandage. De plus, des
mesures d'hygi¢ne personnelle supplémentaires sont recommandées pour le personnel
responsable du transport et de 1'épandage. Par contre, si la boue est destinée au compostage,
il est a supposer que 'aspect sanitaire de la manipulation est améliorer en raison de 1'efficacité
reconnue de ce procédé a produire un substrat allégé en €léments infectieux.

Finalement, pour des raisons économiques, il est fortement conseillé de réduire le plus
possible la quantité d'eau de la boue si celle-ci doit subir un traitement de stabilisation, étre
épandue ou incinérée (Colin et Gazbar, 1995). Pour 1'épandage la boue doit étre concentrée




entre 4% et 6% de solides totaux et pour la digestion anaérobie ainsi que l'incinération, la
boue doit avoir un minimum de 10% de solides totaux (Cizinska et al. 1992) la
déshydratation des boues produites se fait généralement par un processus physique de
décantation, de filtration, ou de centrifugation qui peut étre préalablement précédé par 1'ajout
d'agents floculants inorganiques (sels: A3+ ou Fe3+) ou organiques (polyméres ioniques)
(Rasmussen et al. 1994). Certains agents floculants, en particulier les polymeres, pourraient
avoir un effet pervers sur le organismes aquatiques une fois les boues disposées dans la
nature (Biesinger et Stokes, 1986). Ainsi, les cofits du traitement et de 1'élimination des
boues produites peuvent représenter de 25 a S0 % du budget d'opération d'une station
(Spinosa et al., 1984; U.S. Environ. Pot. Agency, 1979b; Vesilind, 1980) et certains
produits employés ne seraient pas compatibles avec l'environnement. Suite a ces
constatations il est évident que la mise au point de nouveaux traitements des eaux usées
produisant des boues facilement déshydratables est une nécessit€é économique et
environnementale.

Dfici a la fin du siecle, et méme au-deld, il n'est pas réaliste de penser pouvoir
éliminer toutes les sources de métaux qui polluent les eaux d'égout vu la grande diversité de
celles-ci. La décontamination des rejets d'usines et la mise en ceuvre de technologies propres
permettront une diminution des métaux rejetés dans l'environnement. Cependant, les
considérations économiques et politiques sont encore trop omniprésentes pour qu'il y ait une
amélioration rapide de la situation. Il est donc pertinent de mettre au point des procédés qui
permettront de réduire les concentrations des métaux dans les boues d'usines d'épuration en
attendant le jour ou le contrdle pourra se faire a la source.
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Revue de la littérature

L'enléevement des métaux dans les boues par biolixiviation

Plusieurs solutions au probléme des métaux dans les boues d'usines d'épuration ont
été étudices et se regroupent principalement sous deux catégories : la solubilisation chimique
etla solubilisation biologique. Ces deux types de solution sont basés sur le méme principe,
soit la solubilité des métaux en conditions acides. Lors de la solubilisation chimique, le pH de
la boue est abaissé directement par 'ajout d'un acide, comme l'acide sulfurique par exemple.
Pour ce qui est de la solubilisation biologique, 'acide nécessaire a I'abaissement du pH est
produit par des bactéries qui se développent a méme la boue si certains substrats sont
présents. Dans les deux cas, une fois les métaux solubilisés, les matieres solides sont
séparées de la phase liquide. Les métaux présents en solution sont précipités par 1'ajout de
chaux pour étre ensuite recueillis. De cette facon, il est possible d'obtenir une boue allégée en
métaux.

La solubilisation chimique s'effectue a l'aide d'acides ajoutés a la boue, soit H2SO4,
HCI, HNO3, CH3COOH, jusqu'a l'obtention d'un pH voisin de 1,5 (Bloomfield et Pruden,
1975; Lo et Chen, 1990; Logan et Feltz, 1985; McNulty et al., 1977; Scott et Horling, 1975;
Wozniak et Huang, 1982). Cependant, l'utilisation de ces acides ne permet pas une
solubilisation acceptable du cuivre et du plomb car d'autres facteurs que le pH jouent un role
dans la solubilisation, comme le potentiel d'oxydoréduction ou la concentration des métaux
(Tyagi et Couillard, 1989). De plus, la quantité considérable d'acide qui doit étre utilisé et
entreposé rend cette solubilisation économiquement rébarbative (Tyagi et Couillard, 1989).
D'autres solutions furent explorées, comme I'emploi de chlore (Oliver et al., 1975),
d'échangeur d'ions (Comwell et al., 1980) ou d'agents chélateurs tel que l'acide
éthylénediaminetétraacétique et 1'acide nitrilotriacétique (Jenkins et al., 1981; Lo et Chen,
1990). Les frais de fonctionnement élevés et certaines difficultés reliées a I'exploitation sont
autant d'obstacles a I'utilisation de ces techniques.

La solution la plus prometteuse, tant du point de vue économique que du point de vue
de l'efficacité, est la solubilisation biologique des métaux, soit la biolixiviation. Il existe deux
procédés qui reposent.sur la capacité que possedent certaines bactéries d'oxyder le sulfate
ferreux ou le soufre élémentaire pour en soutirer de I'énergie. Ces activités ont lieu aux
températures usuelles des différents processus de traitement des eaux usées, soit de 7°C a
25°C.
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L'équation 1 représente I'oxydation bactérienne du sulfate ferreux :
1) 2FeSO4+ 0,5 Oz + H2SO4 ---> Fea(SO4)3 + H20

Les ions ferriques produits provoquent I'oxydation chimique du sulfure métallique
(MS), libérant ainsi I'ion métallique :

2) 2Fex(SO4)3 + MS ---> M2+ + 28042 + 4FeSO4+ &

Le soufre produit peut étre ensuite transformé en acide sulfurique par ces mémes
bactéries :

3) S°+ 1,5 Oy + HpO---> HaSO4

L'utilisation du sulfate ferreux pour la biolixiviation des boues a fait ses preuves
(Couillard et Mercier, 1991; Tyagi et al., 1990). Cependant, il est nécessaire d'abaisser le pH
de la boue 2 4 afin d'assurer la croissance des bactéries oxydantes, ce qui suppose une
opération supplémentaire en plus d'impliquer I'entreposage et la manipulation d'acides.

Pour ces raisons, un processus biologique pouvant étre appliqué directement sur les
boues sans ajustement préalable du pH a éé développé a I'INRS-Eau par 1'équipe du
professeur Tyagi. Ce processus est basé uniquement sur l'oxydation microbienne du soufre
€lémentaire qui produit de I'acide sulfurique (équation 3). Il permet de réduire le temps alloué
pour la solubilisation des métaux de 72-240 heures (oxydation du sulfate ferreux) a 40-50
heures, avec une solubilisation moyenne des métaux de 62,5 %, comparativement a 49,5 %
pour le procédé utilisant le sulfate ferreux et a 48,8 % pour la lixiviation chimique, c'est-a-
dire par l'ajout d'acide jusqu'a un pH de 2 (Blais etal., 1992b).

De plus, contrairement aux processus basés sur I'oxydation du sulfate ferreux ou ceux
par l'ajout direct d'acide, celui au soufre permet une réduction des solides volatils en
suspension de 1,4 % a 64,4 % pour une moyenne de 374 % et une réduction du carbone
soluble de la phase aqueuse de 8 % a 73 %, pour une moyenne de 47 % (Blais et al.,1992c¢).
Les odeurs nauséabondes sont également éliminées. Cette minéralisation de la matitre est
causée par des microorganismes hétérotrophes adaptés aux conditions acides. Ce procédé a
aussi démontré son efficacit€ a inactiver certains organismes indicateurs de pollution fécale
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comme les coliformes totaux, les coliformes fécaux et les streptocoques fécaux (Blais et al ,
1992c¢).

Deux populations bactériennes, présentes naturellement dans les boues d'usines
d'épuration, sont responsables de la baisse du pH par oxydation du soufre élémentaire lors de
la biolixiviation mésophile (Blais et al., 1992a). Une premiere population, Thiobacillus
thioparus, abaisse le pH de 7-8,5 a 4-4,5 et la seconde, Thiobacillus thiooxidans, de 4-4,5 a
des valeurs égales ou inférieures & 2,0. Le genre Thiobacillus fait partic de la flore
microbienne des eaux d'égout (Hutchinson et al., 1969), par le fait méme des boues d'usines
d'épuration (Schonborn et Hartman, 1978), et a méme ét€ reconnu comme étant responsable
de la corrosion des conduites d'égout (Milde et al., 1983). A premitre vue, il peut sembler
surprenant de retrouver des bactéries capables d'oxyder le soufre dans un milieu soi-disant
exempt d'un tel élément. Trois hypothéses ont été proposées pour expliquer la présence de
tels organismes : le rejet domestique de détergents riches en composés soufrés (Milde et al.,
1983), la réduction des sulfates en H2S (Sand, 1987) et la production de composés soufrés
résultant de la dégradation des acides aminés (Kadota et Ishida, 1972).

Ainsi, la biolixiviation basée sur l'oxydation bactérienne du soufre élémentaire
représente jusqu'a maintenant la meilleure fagon de réduire la concentration des métaux dans
les boues. De plus, ce procédé permet d'éliminer les bactéries et les virus indicateurs de
pollution fécale et cause une minéralisation de la boue.

Cependant, la biolixiviation basée sur 1'oxydation microbienne du soufre élémentaire,
ainsi que celle utilisant le sulfate ferreux, ne résout pas tous les problemes. Méme si la
biolixiviation au soufre est la plus efficace, certains métaux restent récalcitrants et passent
difficilement en solution comme le chrome et le plomb (Blais et al., 1992b). Il serait
également souhaitable d'augmenter la solubilisation des métaux qui montrent une toxicité au
sein de la chaine alimentaire, comme le cadmium et le plomb.

Il a ét¢ démontré que la baisse du pH lors de la biolixiviation inactivait trois types de
bactéries indicatrices (Blais et al., 1992c). 1l est donc raisonnable de croire & un effet
antibactérien et antiviral de ce procédé sur les bactéries pathogeénes humains. Cependant, il
subsiste un doute, car les quatre types d'indicateurs utilisés ne représentent que globalement
les bactéries et les virus pathogenes, et leur utilisation comme indicateur ne peut tenir compie
des spécificités de chaque organisme 2 tolérer certaines conditions, comme les pH acides par
exemple.
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Egalement, aucune donnée n'existe sur l'efficacité de la biolixiviation a détruire les
ceufs ou les kystes des parasites humains comme Ascaris, Giardia, Cryptosporidium, Taenia
et bien d'autres. Malheureusement, le plus connu des parasites, soit Ascaris et ses especes,
possede une résistance presque légendaire aux conditions acides et est considéré comme 1'un
des parasites les plus récalcitrants présents dans les boues (Schmidt et Roberts, 1989). Les
ceufs d'Ascaris peuvent se développer dans des solutions a 50 % d'acide acétique, d'acide
chlorhydrique, d'acide nitrique ou d'acide sulfurique et dans des solutions saturées en sulfate
de cuivre et de fer (Rudolfs etal., 1950). Ainsi, la biolixiviation au soufre n'a probablement
aucun effet sur la viabilit¢ d'Ascaris, puisque la concentration en sulfate produit par
I'oxydation du soufre est d'environ 3 g/l pour un pH final de 2 (Blais et al., 1992c). Il est
admis que la meilleure fagon de se débarrasser d'Ascaris est un traitement ‘thennique a60C
pendant trente minutes, ou plus si la température est inférieure (Hays, 1977).

Traitement en conditions thermophiles des eaux usées municipales

Une solution au probléme de la présence des pathogénes et de quelques contaminants
organiques, comme les hydrocarbures, dans les boues d'usines d'épuration est la digestion
aérobie thermophile, soit entre 40 °C et 70 °C. L'effet négatif de 1'élévation de la température
sur les microorganismes est bien connu (Mason et al., 1992) et il est démontré que la
digestion en conditions aérobies est supérieure a celle en conditions anaérobies en ce qui a
trait a la décomposition de certains polluants organiques, comme les hydrocarbures et les
résidus de détergents (Hamer et Zwiefelhofer, 1986). De plus, la digestion thermophile
augmenterait le taux de destruction des solides, d'oli une diminution du temps de rétention et
du volume du réacteur (Smith et al., 1975).

Pour chauffer la boue a la température désirée, il existe deux possibilités, soit par un
apport extérieur d'énergie (systeme de chauffage au gaz, a 'électricité, etc.), appelé digestion
aérobie thermophile, ou soit par la chaleur dégagée naturellement lors de l'oxydation de la
matiere, appelée digestion aérobie autothermique. La digestion aérobie thermophile ne suscite
plus d'intérét depuis qu'il a ét¢ démontré qu'il est possible d'accumuler la chaleur dégagée
par l'oxydation microbienne de fagon a augmenter la température du réacteur. Cette digestion
est appelée par certains auteurs le “wet composting” ou compostage humide (Smith et al.,
1975).

La température moyenne atteinte par les différents systemes autothermiques connus
est de 54,7 °C pour un maximum exceptionnel de 74 °C (Appleton et Venosa, 1986; Burt et
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al., 1990; Hamer et Zwiefelhofer, 1986; Jewell et Kabrick, 1980; Messenger et al.,1990;
Popel et Ohnmacht, 1972; Smith et al., 1975; Vismara, 1985). Tout comme les processus
traditionnels de minéralisation des boues, la digestion autothermique permet de répondre aux
exigences de I'EPA, a savoir que la boue doit subir une réduction de ses solides volatils d'au
moins 38 % lors de la digestion (U.S. Environ. Pot. Agency, 1979a). Contrairement aux
processus traditionnels, la digestion autothermique permet une telle réduction des solides
volatils en moins de huit jours. Par exemple, la digestion anaérobie qui est trés répandue
exige une vingtaine de jours d'exploitation.

Certains auteurs proposent l'utilisation des processus autothermiques comme une
préétape permettant 1'hygiénisation de la boue avant sa digestion anaérobie (Appleton et
Venosa, 1986; Hamer et Zwiefelhofer, 1986; Messenger et al., 1990). Ce procédé se fait
essenticllement en deux étapes. Premi¢rement, la boue est mise sous conditions
autothermiques, ce qui provoque l'inactivation des pathogenes, mais toutefois sans. digérer la
boue, ce qui ne diminue pas le rendement de la production ultérieure de méthane (Messenger
etal, 1990). Laboue est ensuite transférée dans le réacteur anaérobie mésophile pour subir
la stabilisation. Le biogaz dégagé lors de la deuxi¢me étape peut étre utilisé a d'autres fins que
le chauffage du réacteur anaérobie, puisque la boue qui y entre est déja chaude. Le gaz peut
servir comme carburant pour le compresseur responsable de 1'aération (Appleton et Venosa,
1986). Le temps de rétention hydraulique a la premitre étape est compris entre 0,7 et 3 jours
et entre 8 et 20 jours pour la deuxi¢me étape.

Pour ce qui est de la séparation solide-liquide des boues produites, la digestion
thermophile offre un rendement médiocre si aucun agent floculant n'est ajouté. Cependant, il
fut démontré que la déshydratation des boues de digestion thermophile est nettement
améliorée si le pH est abaissé a 1,5 (Jewell, 1991). L'acidification des boues, soit un pH
inférieur 2 4,0, pour améliorer la séparation solide-liquide a également fait 'objet d'un brevet
(Kovacs, 1992).

Pour ce qui est de la destruction des éléments pathogenes, Kabrick et Jewell (1982)
n'ont trouvé que quelques ceufs viables d'Ascaris dans l'effluent des boues traitées en
autothermie (45 °C), ce qui est un rendement supé€rieur a celui de la digestion anaérobie (35
°C) de ces mémes boues. Lee et al. (1989) ont démontré qu'apres dix jours de digestion en
conditions anaérobies & 53 °C, les comptes des coliformes fécaux, Escherichia coli,
streptocoques fécaux, entérovirus et Ascaris sont réduits sous le seuil de détection. Une boue
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chauffée a 51°C pendant cinq minutes permet une réduction de 5 a 7 log de la concentration en
poliovirus (Ward et al ., 1976).

On a démontré que la flore microbienne responsable de l'oxydation de la matiere
organique en conditions aérobies thermophiles est composée majoritairement par le genre
Bacillus (Sonnleitner et Fiechter, 1983b; Dembharter et Hensel, 1989; Hensel et al.,1989;
Scholz et al., 1987; Dembarter et al., 1989). D'autres especes furent isolées, mais en quantité
relative beaucoup plus faible, soit Sphaerobacter thermophilus et Thermus ruber. Les
especes isolées a partir des boues d'usines d'épuration municipales traitées en conditions
autothermiques, ainsi que leurs caractéristiques, sont présentées au tableau 6 (page 90).
Contrairement au compostage conventionnel, aucune moisissure ni de levure ne furent isolées
lors d'une digestion autothermique des boues.

Une expérience du type “pulse” suggere que la source principale de carbone pour ces
microorganismes serait les protéines (Bomio et al., 1989). Une autre étude démontre que les
lipides seraient plutdt la source de carbone et d'énergie, et que les protéines joueraient le role
de source d'azote (Burth et al., 1990). Le genre Bacillus retrouvé, posséde une croissance
trés rapide en conditions de faible aération, méme si Bacillus est un aérobie strict (Sonnleitner
et Fiechter, 1983b). D'ailleurs, il fut démontré que c'est la source de carbone, et non
I'oxygene, qui est 1'élément limitant en conditions aérobies (Bomio et al., 1989).

En ce qui a trait aux considérations plus techniques, la viabilit¢ de la population
microbienne responsable de la digestion thermophile n'est pas affectée par les fluctuations de
température usuelle d'un tel processus (15 °C & 60 °C) et une perte de la population est peu
probable, en raison de la spontanéité de la croissance et de 1'ubiquité des organismes en
question. En effet, le genre Bacillus se retrouve dans la plupart des habitats terrestres du fait
de sa capacité a produire des spores (Slepecky et Hemphill, 1992). C'est pour cela qu'il n'est
pas nécessaire de trouver ou d'enrichir une microbiota particuliere pour traiter les boues en
conditions autothermiques. De plus, la capacité a dégrader les polymeres naturellement
présents dans la boue est peu influencée par les fluctuations de température, d'aération et de
temps de résidence (Sonnleitner et Fiechter, 1983a). Certains auteurs proposent que les
processus thermophiles pourraient servir de source d'enzymes thermostables, comme la
production d 'a-amylases par Bacillus (Grueninger et al., 1984).

Le genre Bacillus possede d'autres especes hétérotrophes thermophiles comme B.

thermodenitrificans, B. caldotenax et B. thermoleovorans. 11 existe aussi des souches
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hétérotrophes thermophiles acidophiles comme B. coagulans et B. acidocaldarius (Slepecky
et Hemphill, 1992). De plus, il y a deux especes thermophiles capables de chimiolithotrophie
en l'absence de matieres organiques, soit par oxydation de I'hydrogéne moléculaire. B.
schlegelii, organisme neutrophile, a été isolé a partir de sédiments lacustres (Schenk et
Aragno, 1979) et aurait également la capacité d'oxyder le soufre élémentaire st 1'on en croit
Aragno (1992). En effet, B. schlegelii peut utiliser le thiosulfate comme source d'énergie
(Hudson et al., 1988), tout comme la majorité des microorganismes aérobies oxydant le
sulfite. D'autres souches de B. schlegelii ont ét€ isolées a partir d'un étang d'épuration d'une
usine de confiseries (Kruger et Meyer, 1984). La deuxiéme espéce est B. tusciae, qui a été
isolée d'une source géothermique (Bonjour et Aragno, 1984). Cette derni¢re est acidophile et
possede aussi la capacité d'utiliser le thiosulfate comme source d'énergie.

Microorganismes thermophiles capables d'oxyder le soufre élémentaire

Il est bien connu qu'il existe des bactéries capables de provoquer la mise en solution
des métaux dans les résidus miniers (Torma et Bosecker, 1982; Rossi, 1990). Mis a part
quelques cas trés isolés, les organismes responsables d'une telle activité sont tous mésophiles
(10 °C a 45 °C). Le genre le plus connu est Thiobacillus. 11 existe également des
microorganismes thermophiles (45° a 95°C) possédant de telles capacités, soit produire de
l'acide sulfurique par oxydation du soufre élémentaire ou de ses composés. Voici une liste de
ces microorganismes isolés jusqu'a ce jour. Il est a noter que cette liste ne mentionne que les
organisms qui ont €€ suffisamment caractérisés pour &re discriminés sans ambiguité des

autres especes.

Archaebacteria Eubacteria

Acidianus brierleyi (Segerer et Stetter, 1992) Thermotrix thiopara (Caldwell et al., 1976)
Acidianus infernus (Segereret al., 1986) Thiobacillus aquaesulis  (Wood et Kelly, 1988)
Desulfurolobus ambivalens (Zillig et al., 1986) Thiobacillus tepidarius (Wood et Kelly, 1985)
Metallosphaera sedula (Huber et al., 1989) thiobacille thermophile ~ (Williams et Hoare, 1972)
Sulfolobus acidocaldarius (Segerer et Stetter, 1992)

Sulfolobus solfataricus (Segerer et Stetter, 1992)

Stygiolobus azoricus (Segerer et al., 1991)

Ces microorganismes thermophiles ont tous été isolés a partir de sources d'eau
chaude. Il existe une mention d'une espece apparentée au genre Sulfolobus isolée a partir du
drainage acide d'un tas de charbon (Marsh et Nottis, 1983). Jusqu'a présent, aucune tentative
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d'isolement de microorganismes thermophiles modérés oxydant le soufre €lémentaire a partir
des boues d'usines d'épuration n'a été réalisée.

Le genre Thiobacillus: considérations taxonomiques

Selon le Bergey's Manual of Systematic Bacteriology (Kelly et Harrisson, 1989), le
seul critere qui permet de regrouper toutes les especes de Thiobacillus en un seul et unique
genre est que l'isolat doit étre une eubactérie en forme de batonnet et qu'il doit tirer son
énergie de l'oxydation autotrophique des composés soufrés inorganiques. En conséquence,
ce genre comprend des especes avec des besoins tres différents en termes de pH et de
température de croissance ainsi qu'en termes de besoins nutritionnels. Par exemple, T.
acidophilus est une espeéce acidophile (croissance possible a pH 1,5) autotrophe facultative,
contrairement a 7. neapolitanus qui peut croitre a pH 8,5 et qui est un autotrophe strict. Méme
si presque tous les Thiobacillus sont des aérobies, certaines especes, comme 7. thioparus et
T. delicatus, sont capables de crofitre en conditions anaérobies. Le genre contient aussi deux
especes (excluant l'espéce faisant 1'objet de cette th¢se) qui sont thermophiles modérées,
c'est-a-dire ayant une température optimale de croissance avoisinant les 45 °C, soit T.
aquaesulis ,T. tepidarius. (Wood et Kelly, 1985; 1986; 1988) et T. caldus (infomation
disponible seulement a partir de GenBank. #729975)

L'hétérogénéité du genre Thiobacillus fut mise en évidence a plusieurs reprises. Dés
la premicre tentative de classification (Hutchinson et al., 1969), 1'hétérogénéité du genre
apparut de fagon évidente. Cette classification numérique €tait basée sur des criteres
physiologiques facilement mesurables, soit le pH final apres croissance en milieu liquide, la
capacité de croitre sur gélose nutritive (hétérotrophie), le pourcentage de substrat inorganique
utilisé€ durant la croissance, l'inhibition de la croissance par des sels, la formation de dépdt de
soufre lors de la croissance sur gélose et la capacité d'oxyder le fer. L'utilisation de ces
criteres a permis de classer les thiobacilles sous neuf groupes différents. Avec l'avénement
des méthodes de chromatographie a haute pression, une classification du genre basée sur la
teneur en acides gras, la nature des quinones (composantes de la chaine respiratoire), le mode
nutritionnel et le contenu en guanine + cytosine fut proposée (Katayama-Fujimura et al.,
1984). De cette fagon, les thiobacilles pouvaient &tre classés sous six groupes distincts.
Meéme apres ces deux tentatives de classification, il n'était toujours pas possible de trouver
une certaine homogénéité¢ phénotypique, au sein du genre, autre que les criteres de base
délimitant le genre (énoncé dans le Bergey's Manual of Systematic Bacteriology , mentionné
précédemment).
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Parce que le genre Thiobacillus ne montrait pas de constance phénotypique et aussi a
cause de l'avénement des techniques moléculaire de caractérisation de 1'évolution et de
nouveaux marqueurs, les études sur la phylogénie du genre ont débuté au milieu des années
1980. La premiere phylogénie fut réalisée a l'aide de la séquence de I'ARN ribosomal 5S
provenant de neuf espéces (Lane et al., 1985). Méme si 1'étude n'€tait pas trés précise, a
cause du faible nombre de nucléotides utilisés pour les comparaisons (121 nucléotides
seulement), il était déja possible de constater I'hétérogénéité de la provenance des especes. En
effet, certaines souches, comme 7. versutus et T. acidophilus, ont divergé tot dans
'évolution du genre et sont davantage associées a des organismes qui ne posse¢dent pas la
capacité d'oxyder le soufre élémentaire, comme Acidiphilium cryptum, qu'a tous les autres
thiobacilles. En 1992, Lane et al. (1992) refirent la phylogénie du genre, mais cette fois-ci en
utilisant la séquence de I'ARN 16S comme marqueur. Parce que le nombre de nucléotides
utilisés était supérieur a mille, davantage de précision fut obtenue. Tout en confirmant les
résultats de I'étude réalisée avec ' ARN 5SS, I'étude avec I'ARN 16S démontrait que le genre
Thiobacillus se tetrouvait dans trois des quatre subdivisions des Proteobacteria, soit béta,
gamma et alpha. En fait, la reclassification de 7. thyasiris et T. versutus comme étant
respectivement Thiomicrospira thyasirae (Wood et Kelly, 1993) et Paracoccus versutus
(Katayama et al., 1995), porte a croire que le genre Thiobacillus serait plutot confiné a la
subdivision béta des Proteobacteria. ‘

Le genre Thiobacillus est le seul genre connu avec autant d'hétérogénéité, les especes
d'un méme genre étant étroitement regroupées sous une seule subdivision (Stackebrandt et
al., 1988). A la lumitre de ces révélations, il devient évident que ce genre ne forme pas un
groupe naturel, mais qu'il est plutdt le résultat d'une évolution convergente (Lane et al.,
1992). Ainsi, plusieurs microorganismes d'origines différentes auraient adopté, au fil de
I'évolution, 1'oxydation du soufre élémentaire comme moyen énergétique. Ces observations
phylogénétiques viennent confirmer les conclusions tirées & partir des études phénotypiques
(Kelly et Harisson, 1984), a savoir que le genre Thiobacillus est trés hétérogene et qu'il est
inutile de vouloir classer les thiobacilles selon la taxonomie traditionnelle basée uniquement
sur les caracteres phénotypiques. Seule l'approche dite “polyphasique”, qui tient compte a la
fois des €tudes phénotypiques et génotypiques, permettra de mieux étayer le classement du
genre (Stackebrandt et Goebel, 1994).
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Hypothese de travail
A la lumiére de la revue de la littérature, une hypothese est posée:

Les boues d'usines d'épuration des eaux usées municipales posseédent
une microbiota capable de provoquer une baisse de pH grace a I'oxydation du soufre
élémentaire en conditions thermophiles (50°C).

Objectifs de recherche

Dans l'optique de trouver une solution aux problémes occasionnés par la volonté de
valoriser les boues d'usines d'épuration municipales et de continuer la recherche et le
développement dans ce domaine, ce projet doctoral propose l'exploration d'une nouvelle
avenue, soit la biolixiviation au soufre en conditions thermophiles. Pour confirmer
I'hypothe¢se émise, trois objectifs majeurs ont dd &tre atteints.

1)Démontrer la présence de microorganismes indigénes des boues d'usines
d'épuration étant capables de provoquer une baisse de pH a 50 °C grice a l'oxydation du
soufre élémentaire. Isoler et caractériser ces mémes microorganismes.

2)Démontrer I'effet de la baisse du pH sur la solubilisation de métaux et sur les
différentes populations microbiennes impliquées lors de la biolixiviation thermophile. Décrire
sommairement la microbiota hétérotrophe présente.

3)Evaluer les impacts de la biolixiviation thermophile sur la minéralisation de la
matiere organique et sur la séparation solide-liquide des boues.

Méthodologie

Par souci de synthese et de clarté, les paragraphes suivants présentent l'essentiel de la
méthodologie utilisée pour atteindre les trois objectifs. Pour plus de détails, se référer a la
section “matériel et méthode” de chacun des articles scientifiques.
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Objectif 1 .

Pour démontrer la présence d'une microbiota indigéne capable d'oxyder le soufre
€lémentaire, onze échantillons de boues provenant de huit stations d'épuration du Delaware et
du Maryland (Etats-Unis), de I'Ontario et du Québec furent amendés avec du soufre en
poudre tyndalisé et placés sous agitation a 50 °C dans des erlenmeyers stériles. A titre de
controle, les échantillons furent placés aussi sous agitation sans soufre et avec soufre, mais
en présence de nitrure de sodium (inhibiteur bactérien). A intervalles réguliers, une aliquote
était prélevé de fagon stérile pour déterminer le pH et mesurer la concentration de sulfate en
solution.

Afin d'augmenter la concentration du ou des microorganismes responsables de
l'oxydation du soufre, plusieurs transferts successifs furent réalisés avec les échantillons de
boue. Une fois que la vitesse d'acidification avait atteint son maximum, une aliquote de la
boue était transférée dans un milieu liquide minimal pour organisme autotrophe (source
d'azote, de phosphore, de calcium et de magnésium seulement) auquel était ajouté du soufre
en poudre. Cette procédure permettait de débarrasser 1'échantillon des matiéres indésirables
provenant de la boue tout en conservant la microbiota responsable de I'abaissement du pH par
la production d'acide sulfurique. Aprés quelques transferts successifs en milieu synthétique
contenant du soufre, celui-ci fut remplacé par du thiosulfate de sodium (substrat soluble
permettant la croissance sur gélose). Toujours apres quelques transferts, 1'échantillon dilué
fut étalé sur gélose minimale contenant du thiosulfate et a laquelle était ajouté un indicateur de
pH permettant de visualiser les colonies productrices d'acide.

Les bactéries formant les colonies ayant montré la capacité de décolorer la gélose (du
bleu au jaune) furent repiquées cinquante fois sur gélose avant d'étre soumises a la
caractérisation. Durant 1'étape du repiquage des colonies, la pureté de celles-ci fut vérifiée par
étalement sur gélose hétérotrophe (extrait de levure, tryptone et glucose) ce qui a permis de
constater la disparition progressive des bactéries sporulées contaminant les colonies.

Parce que toutes les colonies isolées de chacun des onze échantillons de boue étaient
identiques morphologiquement, que les bactéries qui les composaient étaient également
morphologiquement identiques et que les vitesses d'abaissement du pH (donc la production
d'acide sulfurique par l'oxydation du soufre) étaient les mémes pour chaque colonie de
chacun des échantillons, une seule colonie fut totalement caractérisée. Le choix fut arbitraire.




21

La caractérisation de l'isolat fut faite sur le plan phénotypique et génotypique. Le pH
et la température (minimale, optimale et maximale) de croissance furent déterminés sous des
conditions contrOlées. La capacité de croitre sur différents substrats inorganiques
(autotrophie) et organiques (hétérotrophie) fut vérifiée. Lors de la croissance en présence de
substrats inorganiques, la formation de composés intermédiaires fut mesurée. La possibilité
de croftre en anaérobiose et d'utiliser les nitrates comme accepteur d'électrons fut évaluée en
milieux autotrophe et hétérotrophe. La nature des ubiquinones et le contenu en guanine +
cytosine furent déterminés. Pour observer la formation de glycocalyx et les structures
extracellulaires et intracellulaires, des sessions de microscopie €lectronique & balayage et a
transmission furent réalisées.

L'étude génotypique fut réalisée a partir de la séquence compléte du gene codant pour
I'ARN ribosomal 16S. Pour obtenir cette séquence, I'ADN total de I'isolat fut isolé et le géne
amplifié a2 l'aide de l'enzyme polymérase Tag et de quatre amorces universelles
(communément appelé PCR, ou Polymerase Chaine Reaction). Un nombre suffisant de
copies du géne en question ayant ét€ obtenu, le séquencage fut réalisé directement & 1'aide
d'un séquenceur automatique utilisant le principe PCR. La séquence ainsi obtenue fut alignée
avec 31 autres séquences déja connues, incluant 19 Thiobacillus. Le lien évolutif entre le
présent isolat et les 19 autres thiobacilles fut mis en évidence par la construction d'arbres
phylogénétiques a l'aide de deux méthodes, soit par parcimonie et par “neighbor-joining”.

Suite aux évidences phénotypiques et génotypiques l'isolat fut proposé comme étant
une nouvelle espece, soit Thiobacillus thermosulfatus.

Objectif 2

La mise en solution des métaux, a la suite de la bioproduction d'acide sulfurique, fut
mesurée pour cinq boues provenant de la province de Québec et amendées avec du soufre en
poudre. Afin de s'assurer de la qualit¢ des inoculum (enrichissement suffisant de la
microbiota indigene) de fagon a obtenir une vitesse d'acidification maximale, deux transferts
successifs furent réalisés avant le début de la prise d'échantillons. Pour chacune des cing
boues, trois réplicas amendés avec du soufre plus une boue sans soufre furent placés sous
agitation a 50 °C (température optimale pour la croissance de 7. thermosulfatus). A intervalles
réguliers, un échantillon fut prélevé pour la mesure du pH, du potentiel d'oxydoréduction
(Eh), du sulfate et de la concentration des métaux passés en solution. La concentration en Cd,
Cr, Cu, Fe, K, Mn, Ni, P, Pb, Zn et S (mathématiquement transformé en SO42) fut

déterminée par spectroscopie de masse (ou ICP: Coupled Plasma Atomic Emission
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Spectroscopy). Le contenu total en métaux des boues fut également déterminé par
spectroscopie de masse aprés une digestion totale de la matiére organique. L'effet de 1'ajout
de chlorure ferrique (augmente le potentiel rédox) sur la mise en solution fut également
mesuré. Le FeCl3 fut rajouté aux échantillons en utilisant une petite quantité d'une solution

concentrée.

Les fluctuations des populations microbiennes impliquées et touchées par la
bioproduction d'acide sulfurique furent mesurées pour une boue soumise au traitement, soit
I'une des cinq mentionnées précédemment. Trois types de populations furent suivies (sur
gélose) tout au long du processus d'acidification a 50 °C: l'organisme producteur d'acide
sulfurique, 7. thermosulfatus, la population des bactéries hétérotrophes thermophiles dites
«acidophile” (gélose pH 4,0) et “neutrophile” (gélose pH 7,0), les indicateurs bactériens
usuels de pollution fécale, soit les coliformes fécaux, les coliformes totaux, les streptocoques
fécaux, les hétérotrophes totaux (mésophiles) et les coliphages comme indicateur de
linactivation virale.

Lors du suivie des populations hétérotrophes thermophiles acidophiles et
neutrophiles, différentes colonies furent discriminées sur la base de leurs différences
morphologiques, pour étre ensuite isolées et caractéris€es sommairement. La morphologie
cellulaire, la présence de spores, leurs formes et leurs positions dans la cellule et la mobilité
furent observées au microscope optique. Le pH et la température optimale de croissance
furent estimés. La possibilité de production d'une activit€ protéolytique par les isolats
hétérotrophes thermophiles a été mesurée a 1'aide d'un substrat chromogénique. L'effet de
cette activité sur la viabilité des cellules de 7. thermosulfatus a également ét€ mesuré. De plus,
chacun des isolats fut testé individuellement pour sa capacit¢ & minéraliser la matiere
organique de la boue. Des boues aux pH de 4,0 et de 7,0, préalablement stérilisées furent
inoculées avec les isolats. La microbiota hétérotrophe thermophile indigéne (consortium
naturel regroupant toutes les espeéces, incluant les isolats) fut utilisée comme témoin. Apres
une période d'incubation a 50 °C, les solides volatiles en suspension restants furent mesurés.
Le compte cellulaire de chaque isolat fut réalisé au début et & la fin de la période d'incubation.
Objectif 3

Pour vérifier s'il est possible d'obtenir simultanément une minéralisation de la matiere
organique et la bioproduction d'acide sulfurique par 7. thermosulfatus, deux bioréacteurs de
six litres contenant du soufre immobilisé (soufre solidifié sur les parois internes des
réacteurs) furent utilisés pour réaliser la biolixiviation thermophile d'une boue. L'utilisation
de soufre immobilisé fut rendue nécessaire afin de simplifier la mesure des indicateurs de
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minéralisation. Le volume de boue utilisé, soit trois litres, a permis de prélever suffisamment
d'échantillons pour suivre dans le temps 1'évolution de la minéralisation. Deux réacteurs
furent inoculés (ceux contenant le soufre immobilis€) et un troisiéme sans soufre fut utilisé
comme témoin, tous étant maintenus a une température de S0 °C. A intervalles réguliers, le
pH, le potentiel rédox ainsi que des échantillons pour la mesure des métaux en solution, du
sulfate produit, des solides totaux, des solides totaux volatils, des solides en suspension et
des solides volatils en suspension furent pris.

L'effet de la bioproduction d'acide sulfurique sur la séparation solide-liquide de la
boue fut mesuré en fonction de la teneur finale en solides totaux, soit 1,2, 2,2 et 3,0 %
(poids/volume). Afin de s'assurer que les échantillons testés soient de méme nature, une
seule boue fut utilisée. Cette boue fut centrifugée et 1a teneur en solide fut réajustée par l'ajout
de liquide de surnageant afin d'obtenir les trois concentrations en solides totaux. Pour
chacune des trois concentrations de solide, cinq échantillons de 150 ml chacun furent soumis
a la bioproduction d'acide. Le contenu final en solides totaux fut mesuré apres la période
d'incubation. Un indice de filtrabilit€, qui tenait compte des vitesses d'écoulement, obtenues
al'aide d'un dispositif de filtration sous pression constante, et de la teneur final en solide, fut
calculé. L'effet de I'ajout de chlorure ferrique fut également mesuré.
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Résultats
Ubiquité de I'activité

A la suite de I'ajout de soufre élémentaire, les onze boues testées ont montré une
baisse de pH substantielle par rapport aux mémes boues sans soufre ou avec soufre mais
additionnées de nitrure de sodium (figure 1, page 87). En effet, dans les échantillons
additionnés de nitrure de sodium, aucune fluctuation du pH ne fut observée pendant les 10
premiers jours. Une augmentation de pH fut observée pour toutes les boues n'ayant pas é&
amendées soit avec du soufre ou soit avec du nitrure de sodium. Dans quelques cas de boues
additionnées de S° seulement (boue #5, boue #10, boue #11; figure 1, page 87), la
diminution du pH fut précédée par une augmentation. La bioproduction d'acide sulfurique par
oxydation du soufre élémentaire & 50°C fut également observée dans un échantillon de sol et
dans un échantillon de boue provenant d'une usine de production de pétes et papiers (voir
annexe pagé 100).

Isolement et caractérisation de T.thermosulfatus

A la suite des manipulations pour déterminer les conditions optimales de croissance de
Thiobacillus thermosulfatus, il fut démontré qu'il y avait une perte de viabilité, selon le
décompte sur gélose, apres cing heures d'incubation a des pH inférieurs a 3,6. Aux pH 4.4,
5.0, 6.8 et 7.8, une faible croissance a ét€ observée seulement par un décompte sur gélose,
aucune croissance n'ayant été observée en milieu liquide. Aux pH 5,8 et 6,5, la croissance fut
observée a la fois sur gélose et par augmentation de densité optique en milieu liquide. Le taux
de croissance le plus élevé (& pH et température controlés) fut obtenu aux pH 5,2 et 5,6. et
aux températures de 50,0 °Cet 52,5 °C.

La croissance fut observée avec le thiosulfate, le tétrathionate et le soufre élémentaire.
Aucune croissance ne fut observée lorsque le thiocyanate fut employé comme source
d'énergie. Entre la 15¢ et la 20¢ heure d'incubation (figure 1, page 54), un arrét de la
croissance fut observé. Etant donné que cet arrét se produit au moment ot la concentration en
tétrathionate est maximale, il est fort probable que cet arrét soit attribuable & un changement
métabolique causé par le passage de l'utilisation du thiosulfate a l'utilisation du tétrathionate,
soit un phénomene de diauxie. Ce phénomene fut observé une seconde fois lors de la
répétition de cette expérience qui, d'ailleurs, a également donné le méme patron de
distribution des intermédiaires. Aucun intermédiaire ne fut observé lors de la croissance en
présence de soufre élémentaire.




23

La capacit€¢ d'utiliser la matiére organique comme source de carbone et d'énergie
(hétérotrophie) au lieu du CO2 et des produits inorganiques soufrés (autotrophie) fut
démontrée par la croissance sur l'extrait de levure, le glutamate et le succinate. Cette
croissance ne peut étre attribuée a la présence d'une réserve intracellulaire puisqu'en absence
des substrats organiques (controle), une diminution du compte cellulaire fut observée.
Egalement, aucune croissance sur gélose nutritive ni aucun btonnet sporulé ne furent
observés, ce qui élimine ainsi la possibilité que la croissance observée soit imputable & une
contamination par un organisme hétérotrophe. T. thermosulfatus est un organisme
héwrotrophe facultatif.

En l'absence d'oxygene, aucune croissance en condition d'autotrophie et
d'hétérotrophie (extrait de levure) ne fut observée. De plus, aucune formation de nitrite
résultant de la réduction des nitrates ne fut détectée, ni d'ailleurs aucune formation
d'intermédiaires ni aucun changement de pH. T. thermosulfatus est donc un organisme
aérobie strict et ne peut effectuer la dénitrification.

Le contenu en guanine + cytosine de I'ADN fut déterminé comme étant 61+1 mol %,
apres trois déterminations indépendantes les unes des autres. L'ubiquinone présente dans la
chaine de respiration cellulaire est Q8 selon les résultats de migration de la chromatographie
en couche mince.

La microscopie électronique a transmission montre la présence d'un flagelle unique,
de structures hexagonales (carboxysomes; liecu probable de la fixation du CO») et d'inclusions
de polyphosphate (figure 2, page 55). La microscopie €lectronique a balayage (figure 3, page
56 ) révele une production considérable de glycocalyx lors de la croissance sur le soufre. Il
est a noter que 'apparence filamenteuse du glycocalyx est causée par la déshydratation de
celui-ci lors de la préparation de I'échantillon.

L'étude phylogénétique, faite a partir du gene de I'ARN ribosomal 16S, a permis de
situer sans aucune ambiguité le nouvel isolat T. thermosulfatus par rapport aux autres especes
du genre Thiobacillus. En effet, la séquence du géne de I'ARNr 16S de T. thermosulfatus est
suffisamment différente des autres séquences pour ne pas étre associée a une espece déja
connue. Le présent isolat est phylogénétiquement reli€ a 7. perometabolis (954 %
d'homologie, tableau 1, page 53) avec lequel il forme un groupe et ce groupe est
phylogénétiquement reli€ a 7. thioparus. T. thermosulfatus appartient donc 2 la subdivision
béta des Proteobacteria. L'étude a permis également de mettre & jour la phylogénie du genre
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en incluant les toutes derniéres séquences de génes de I'ARNr 16S de nouveaux isolats
désignés comme Thiobacillus, soit T. caldus, T. hydrothermalis, T. thyasiris (reclassé
comme étant Thiomicrospira thyasirae) et T. thiooxidans B-S3. 11 est important de noter que
les deux méthodes d'analyse, utilisées pour construire l'arbre phylogénétique, ont donné
essentiellement la méme topologie, ce qui est un indice de la fiabilit€ du résultat obtenu. De
plus, les valeurs des “bootstrap” (nombre de fois sur 100 ol les deux branches d'un
embranchement se retrouvent ensemble) des embranchements distinguant des groupes ou des
especes reconnues différentes sont élevées. L'arbre présenté a la figure 4 (page 57) est donc
statistiquement tres fiable.

Possibilité de la biolixiviation thermophile des boues

La figure 1 (page 69) montre l'effet moyen de la baisse du pH causée par la
bioproduction d'acide a 50 °C sur la solubilité des métaux de cinq boues. Pour tous les
métaux, sauf le Cu, il y a une augmentation significative de la concentration en solution
lorsque le soufre est ajouté et qu'il y a bioproduction d'acide sulfurique, comparativement
aux contrdles qui ne contiennent pas de soufre. Le pourcentage de mise en solution augmente
lorsque du chlorure ferrique est ajouté pour élever la valeur du potentiel rédox, ce qui cause
également un abaissement du pH. Cependant, cette augmentation n'est significative que pour
le Cr, le Cu et le Ni. En comparant le pourcentage de solubilisation avant et apres 1'ajout de
chlorure ferrique pour chaque boue prise individuellement, on remarque que les boues de
Black Lake, St-George et Valcartier ne suivent pas la tendance (annexe, page 99). Avec les
boues de Black Lake et St-George 'augmentation de la solubilisation du Ni aprés ajout de
FeCl3 n'est pas significative. Pour Valcartier, en plus du Ni, l'augmentation de la

solubilisation du Cr n'est pas significative.

Pour ce qui est de Ia mise en solution du potassium et du phosphore (figure 1, page
69), la biolixiviation thermophile augmente significativement la solubilité du phosphore par
rapport au controle. Lorsqu'll y a ajout de chlorure ferrique, le phosphore précipite et sa
concentration en solution n'est plus significativement différente de celle du contrdle. La
tableau 3 (page 67) montre les valeurs finales de pH et du potentiel rédox avant et aprés
l'ajout de FeCl3 (pour les valeurs initiales de pH, voir le tableau 1, page 66). Les
concentrations finales en sulfate sont également donnés dans ce tableau. Les figures 2 et 3
(pages 69 et 70) montrent un exemple de la cinétique du pH, de 1'évolution du potentiel

rédox, de la production de sulfate et de la mise en solution des métaux.
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Fluctuation des populations bactériennes lors du processus

Lors de la bioproduction d'acide, ou le pH passe de 5,2 4 2,6 en 9 jours, le compte
cellulaire de T. thermosulfatus (producteur d'acide sulfurique) augmente au premier jour
d'incubation pour ensuite diminuer (figure 2, page 95). Le compte final est inférieur au
compte initial apres neuf jours d'incubation. En 1'absence de soufre, le compte cellulaire
diminue sans cesse pour ne plus étre détectable et une augmentation de pH est observée (5,2 &
8.,1).

Durant la bioproduction d'acide, le compte bactérien des populations hétérotrophes
thermophiles acidophiles (sur gélose pH 4,0) et neutrophiles (sur gélose pH 7,0) augmente
durant les trois premiers jours pour ensuite décliner et se stabiliser & un compte final supérieur
au compte initial (figure 2, page 95). Cela s'explique par le fait que ces deux populations sont
composées de bactéries sporulées dont les cellules végétatives sont tuées par les conditions
acides. Seuls les spores résistent. De plus, la population acidophile atteint un compte
cellulaire supérieur a la population neutrophile, probablement a cause des conditions acides
qui prévalent.

Durant la digestion thermophile (sans soufre), les deux populations hétérotrophes
thermophiles augmentent, mais contrairement a la biolixiviation, le compte de la population
neutrophile surpasse celui de la population acidophile, car il n'y a pas de conditions acides
qui prévalent. Dans le cas présent, il peut sembler surprenant que la population acidophile
augmente de 6 log malgré I'absence de conditions acides. En fait, cette population inclut une
espece neutrophile mais capable de croitre & pH 4 (limite inférieure), ce qui augmente le
compte total.

Durant les deux processus, soit la biolixiviation et la digestion thermophile
conventionnelle, les comptes des organismes indicateurs sont réduits en dega des limites de
détection apres douze heures d'incubation seulement (tableau 2, page 88). L'inactivation par
la température (expérience réalisée a 50 °C) en est la cause. Le pH acide atteint lors de la
bioproduction d'acide sulfurique pourrait avoir un effet germicide (démontré en conditions
mésophiles par Shooner et al., 1992), mais étant donné que ces conditions sont atteintes bien
apres les températures €levées, celles-ci inactivent en tout premier lieu les organismes
indicateurs. La population hétérotrophe mésophile est diminuée lors des deux traitements et
cette diminution est plus importante lors de la biolixiviation que pendant la digestion
thermophile, probablement a cause des conditions acides qui prévalent. A la fin des neuf
Jjours d'incubation a 50 °C, la population hétérotrophe mésophile n'est composée que de
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bactéries sporulées, ce qui démontre bien l'ef fet négatif de la température sur les cellules
végétatives.

Caractérisation partielle de la microbiota hétérotrophe thermophile

Lors du décompte de la microbiota hétérotrophe thermophile sur gélose aux pH 4,0 et
7,0, six types de colonies différentes furent isolées. Le tableau 3 (page 89) montre les
résultats obtenus lors de la caractérisation partielle de ces isolats. Parce que leur température
optimale de croissance est entre 40 °C et 60 °C, les six isolats furent classés comme étant des
organismes thermophiles modérés. Une seule souche s'est montrée acidophile, ou du moins
capable de croitre en conditions acides. D'ailleurs, cette souche fut isolée sur les géloses a pH
4,0. A l'exception d'un isolat, tous sont des batonnets sporulés. Aucun isolats n'a montré
une mobilité. Deux souches ont montré une activité protéolytique substantielle (figure 3, page
96). Aucune de ces deux activités protéolytiques n'a montré un effet négatif sur la perte de
viabilité sur les cellules de T. thermosulfatus (table 4, page 90). Egalement, aucune activité
protéolytique significative ne fut mesurée dans les boues subissant une biolixiviation
thermophile.

A l'exception d'un isolat, soit le numéro 71, tous ont démontré une capacité analogue
a minéraliser la mati¢re organique de la boue comparativement au consortium naturellement
présent dans les boues (tableau 5, page 91). Pour les isolats testés a pH 4.5, les pourcentages
d'enlévement des VSS sont de 4.5% et 7.9%, comparativement & 6.4% pour le contrdle qui
représente la microflore totale d'une boue. A pH 7.0, les pourcentages sont de 24.2% a
37.9%, comparativement a la microflore totale qui est de 32.2%. Pour les deux conditions de
pH testés, le compte cellulaire final des souches atteint approximativement la méme
concentration que le compte obtenu avec les consortiums naturels. En d'autres mots la
croissance individuelle de chacune des souches dans une boue donne le méme niveau de
minéralisation, soit d'enlévement de VSS, que l'ensemble des especes retrouvées
normalement dans les mémes conditions.

Simultanéité de la minéralisation et de la bioproduction d'acide sulfurique et
effet sur la séparation solide-liquide de la boue

Lors de la bioproduction d'acide sulfurique par 7. thermosulfatus, une minéralisation
de la mati¢re organique s'effectue simultanément. En effet, lors d'expériences en réacteurs,
une réduction des solides volatils et des solides volatils en suspension fut observée pendant la
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bioproduction d'acide sulfurique (figure 4, page 72). La réduction des solides volatils dans
les deux réacteurs contenant du soufre fut moindre que celle observée dans le réacteur
controle (simple digestion thermophile, sans soufre). En fait, si la quantité d'acide sulfurique
produite dans les réacteurs avec soufre est mathématiquement déduite, la réduction des
solides volatils observée devient comparable a celle du réacteur controle. Pour ce qui est de la
réduction des solides volatils en suspension, des résultats similaires sont obtenus entre les
deux réacteurs avec soufre et celui sans soufre (controle).

Pour ce qui est de la facilité avec laquelle I'eau peut étre séparée de la phase solide, le
tableau 4 (page 68) démontre bien que les boues sujettes a la biolixiviation thermophile se
“déshydratent” beaucoup plus facilement que les boues ayant subi seulement une digestion
thermophile (contrdle). De plus, I'ajout de chlorure ferrique pour augmenter le potentiel rédox
(utilisé pour augmenter la solubilisation des métaux) permet €galement d'améliorer la
séparation solide-liquide des boues biolixiviées et des boues traitées pour une simple
digestion thermophile. D'ailleurs, l'amélioration de la séparation est trés marquée pour les
boues seulement digérées. Lors de 1'ajout de FeCl3, peu de différences dans 1'amélioration de
la filtration sont observées entre les boues a 1,2 %, 2,2 % et 3,0 % de solides totaux, ayant
subies la biolixiviation thermophile. En conséquence de la bonne qualit¢ de la séparation
solide-liquide, les filtrats recueillis sont clairs et non turbides (les dépdts sur les filtres sont
donc plus consistants et réguliers) comme ceux observés pour les boues digérées seulement.
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Discussion
Ubiquité de 1'activité.

L'effet de lv'inhibiteur bactérien (nitrure de sodium) démontre bien la nature biologique
de la production d'acide sulfurique (figure 1, page 94). L'augmentation du pH dans les boues
sans additifs est sans doute causée par la production d'ammoniaque, ce qui est typique de la
digestion thermophile des boues. Au début, le pH des boues additionnées de soufre et de
nitrure de sodium est constant, mais celui-ci augmente apres une certaine période de temps.
Cela est probablement causé par la disparition de l'effet du nitrure de sodium qui est
décomposé en sodium et en azote gazeux. Ainsi, les spores de la microbiota thermophile
ayant résistées (les bactéries responsables de la minéralisation de la boue en conditions
thermophiles sont presque toutes sporulées), elles peuvent germer et les cellules végétatives
peuvent produire de I'ammoniaque. Egalement, l'augmentation du pH observée pour
quelques boues additionnées de soufre seulement (boue #5, boue #10, boue #11; figure 1,
page 94) pourrait s'expliquer par le fait que durant les premiers jours d'oxydation du soufre,
la quantité d'acide sulfurique produite (donc la croissance de T. thermosulfatus) n'est pas
suffisante pour supplanter la production d'ammoniaque.

A la suite des résultats obtenus démontrant la bioproduction d'acide sulfurique dans
toutes les boues ayant €€ amendées avec du soufre élémentaire, il est fort probable que 7.
thermosulfatus, ou des organismes similaires, soit ubiquiste. La bioproduction d'acide fut
également mesurée dans un échantillon de sol et de boue d'usine de pétes et papiers
additionné de soufre, ce qui appuie davantage cette affirmation (annexe, page 100).

Isolement et caractérisation de 7. thermosulfatus

Au début du processus de purification des colonies productrices d'acide (soit celles de
T. thermosulfatus), celles-ci étaient composées de deux types de bactéries, soit un bitonnet
mobile et un batonnet sporulé. Il y avait également croissance sur gélose nutritive (également
incubée a 50 °C) lorsque les colonies productrices d'acide y étaient étalées. Les colonies
obtenues sur la gélose nutritive étaient composées exclusivement de batonnets sporulés non
mobiles. Par contre, ces mémes colonies n'étaient plus capables de se développer sur la
gélose minimale utilisée pour observer la production d'acide. Apres dix repiquages successifs
des colonies sur gélose minimale, les batonnets sporulés disparurent et plus aucune
croissance sur gélose nutritive ne fut observée, méme apres quinze jours d'incubation. Ainsi,
les bactéries sporulées contaminaient les colonies productrices d'acide. Ces bactéries furent
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identifiées comme appartenant au genre Bacillus et provenaient du milieu initial, soit les
boues.

Le nouvel isolat, soit 7. thermosulfatus, est phénotypiquement différent des autres
thiobacilles isolés jusqu'a présent. Une seule mention dans la littérature fait état de 1'isolement
d'un thiobacille ayant le méme mode trophique, abaissant le pH du milieu (production d'acide
sulfurique) et ayant des températures et des pH de croissance semblables a ceux de T.
thermosulfatus (Williams et Hoare, 1972). Parce que la caractérisation fut incompléte et que
la souche ne fut jamais rendue disponible a la communauté, une comparaison plus poussée
est malheureusement impossible.

A Tlexclusion du présent isolat, seulement deux thiobacilles sont thermophiles
modérés, soit 7. tepidarius et T. aquaesulis. Leurs températures optimales de croissance sont
inférieures a celle de T. thermosulfatus et leurs pH optimaux de croissance sont supérieurs
(Wood etKelly, 1985;1988). Les contenus en guanine + cytosine sont également différents.
Contrairement & T. tepidarius, le nouvel isolat est autotrophe facultatif. De plus, il produit une
grande quantité d'acide sulfurique (ce qui abaisse considérablement le pH du milieu), ce qui
ne fut jamais observé pour les deux autres thiobacilles (Wood et Kelly, 1985;1988). Parce
que T. thermosulfatus produit une grande quantit€ de glycocalyx lors de sa croissance sur le
soufre €lémentaire, il fut suspecté que celui-ci puisse €tre une espece du genre Thermothrix.
Du point de vue taxonomique, la seule caractéristique qui distingue le genre Thermotrix des
thiobacilles est la capacité de transformer les nitrites en nitrates en mode hétérotrophe et en
l'absence d'oxygéne (Caldwell et al., 1976). T. thermosulfatus ne posséde pas cefte
capacité.

Pendant la croissance de 7. thermosulfatus avec le thiosulfate comme source
d'énergie, celui-ci est successivement transformé en tétrathionate, en trithionate et finalement
en sulfate (figure 1, page 54). La production de tétrathionate cause l'augmentation du pH du
milieu jusqu'a 7,4. La disparition progressive de cet intermédiaire et 'apparition du sulfate
entrainent une chute du pH jusqu'a une valeur de 2,4. A la fin de la période d'incubation, le
thiosulfate est totalement transformé. Probablement a cause de l'inhibition de la croissance
causée par les conditions acides (pH inférieur 4 3,6), le tétrathionate et le trithionate n'ont pu
étre totalement transformés en sulfate. Il est & noter que des 100 % d'atome de soufre du
départ (contenu dans le thiosulfate), approximativement 30% sont manquants (tétrathionate
33 % + trithionate 7 % + sulfate 30 % = 70 %). La formation d'un précipité blanc dans les
dernieres heures d'incubation laisse supposer qu'une portion des
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intermédiaires produits fut (chimiquement ou physiologiquement) transformée en soufre.
D'ailleurs, la formation de soufre €lémentaire 2 partir des thionates fut observée chez presque
tous les thiobacilles capables de produire des intermédiaires soufrés (Kelly et Harrisson,
1984)

Selon I'étude phylogénétique, T. thermosulfatus ne peut étre associé a aucune autre
espece du genre Thiobacillus connue jusqu'a présent (figure 4, page 57). Les espéces les plus
apparentées du point de vue évolutif sont T. perometabolis (954 % d'homologie) et T.
thioparus (85,7 % d'homologie). Phénotypiquement, les différences entre ces deux especes
et T. thermosulfatus sont bien évidentes. Méme si le pourcentage d'homologie entre T.
thermosulfatus et T. perometabolis est de 95,4%, soit 1,6 % sous la limite arbitraire de 97%,
il n'était pas pertinent de déterminer le pourcentage d'homologie entre les génomes totaux des
deux organismes puisque selon Geobel et Stackebrandt (1994), a une homologie de 16S de
97% correspond une homologie génomiale de 9 a 20%. 11 faut savoir que la limite arbitraire
d'homologie génomiale pour suspecter deux organismes d'appartenir a la méme espece est de
80% (Geobel et Stackebrandt, 1994). 1l faut rappeler aussi que I'ARNr est une molécule tres
conservée chez les étres vivants et qu'une différence qui peut semblé bien mince a l'idée
humaine est considérable a I'échelle évolutive. Aussi, la systématique bactérienne se base sur
certains criteres qui prennent force de loi lorsqu'ils sont suggérés dans l'organe de
communication officiel des associations de microbiologistes, soit la revue International
Journal of Systematique Bacteriology.

Ainsi, parce que l'organisme isol€é est une eubactérie en forme de batonnet qui obtient
son énergie par oxydation du soufre élémentaire et en raison de ses relations phénotypiques et
génotypiques évidentes avec les autres thiobacilles, le présent isolat est proposé comme étant
une nouvelle espece du genre Thiobacillus.

Caractérisation partielle de la microbiota thermophile hétérotrophe

A la suite des résultats obtenus, cing des six organismes hétérotrophes thermophiles
isolés appartiennent au genre Bacillus, selon la présence de spores qui est la principale
caractéristique du genre (tableau 3, page 89). En raison de sa capacité de croitre a un pH de
2,5, I'un des cinq isolats pourrait étre B. acidocaldarius. Cet organisme ne fut jamais rapporté
comme étant présent dans les boues traitées de facon thermophile, probablement parce que les
milieux acidophileé ne sont jamais utilisés pour les procédures de décompte et
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d'isolement. Les quatre autres isolats pourraient étre associ€s a B. stearothermophilus.
Cependant, il est important de mentionner que cette espece regroupe probablement plusieurs
especes de bacilles thermophiles a en juger par la grande variabilit€¢ des contenus en guanine-
cytosine (de 43 a 52 %) et des températures optimales de croissance (40 °C 4 65 °C).

Le seul isolat n'ayant pas montré une production de spores pourrait €tre associé au
genre Thermus, soitI'un des deux seuls genres (1'autre est Sphaerobacter) ne produisant pas
de spores et ayaht ét€ isolé de la boue en traitement thermique (Hensel et al., 1989; Dembharter
etal., 1989; Loginova etal., 1984). En plus de la ressemblance sur le plan morphologique et
physiologique, l'isolat en question produit un pigment brun, qui est également observé chez
trois souches de Thermus ruber.

Meéme si les hétérotrophes isolés ne furent que partiellement caractérisés, il est quand
méme possible d'affirmer que la microbiota hétérotrophe impliquée lors de la biolixiviation
thermophile est essentiellement la méme que celle observée lors d'une digestion thermophile
conventionnelle. Bacillus est le genre prédominant dans les deux cas.

L'observation que tous les isolats, & l'exception d'un, aient montré la méme capacité
de minéralisation de la boue reflete certainement le fait que ces organismes furent isolés sur le
méme milieu gélosé; ils ont donc une capacité physiologique similaire. Ce milieu étant tres
riche, il y a probablement sélection des organismes capables de croitre dans de fortes
concentrations de nutriments solubles. La diversité de la microbiota hétérotrophe thermophile
impliquée lors de la biolixiviation thermophile n'est probablement pas représentée par les six
isolats. En effet, Hensel et al. (1989) furent capables d'isoler seulement 50% a 60% de la
microbiota physiologiquement active. La portion restante étant probablement composée
d'organismes incapables de croitre sur gélose pour différentes raisons: facteur de croissance
absent, nécessité de conditions anaérobies, ou tout simplement pas présent en assez grand
nombre pour étre isolées sur gélose, sachant que les especes les plus abondantes couvrent
rapidement les géloses de faible dilution.
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Possibilité de biolixiviation et digestion simultanée thermophile des boues.

A la suite de comparaisons des solubilités obtenues avec les autres méthodes de
lixiviation déja connues (figure 5, page 73), il est statisiquement démontré que la
biolixiviation thermophile suivie de l'ajout de chlorure ferrique offre le méme rendement de
solubilisation que les autres méthodes, a l'exception du Cd et du Mn pour lesquels le
pourcentage de solubilisation est inférieur. Il aurait été souhaitable que la biolixiviaiton
thermophile augmente la solubilisation du Cd, Cr et du Pb par rapport aux autres méthodes.
A l'exception du Cd o la biolixiviaiton thermophile est statistiquement moins efficace,
aucune amélioration significative ne fut observée. Pourtant le potentiel rédox et le pH obtenu
lors de la biolixiviation thermophile sont théoriquement plus favorables a la mise en solution
que ceux obtenus lors du méme type de biolixiviation, soit 'oxydation du S°, mais en
conditions mésophile.

Meéme si les conditions de pH et de potentiel rédox sont favorables lors de la
biolixiviation thermophile, il est curieux de constater que la moyenne du rendement de
solubilisation du Cd et du Mn soit inférieure. Pour ce qui est du Mn, cette différence est
significative mais demeure quant méme proche des autres procédés. Quant au Cd, la
différence de solubilisation est marquée. Ceci refléte probablement les différents modes de
préparation des échantillons pour le dosage des métaux en solution. Par exemple lors de la
présente €tude, les échantillons ont dd &tre filtrés sur 2ym avant le dosage a I'lCP. Cette étape
fut nécessaire a cause de probléme de colmatage de la tuyauterie de l'appareil d'analyse.
Apres la filtration, il y avait un dépdt sur le filtre. A ce dépot pouvait étre associé des métaux,
comme le Cd et le Mn, qui n'aurait donc pas ét€ dosés. Pour ce qui est de la méthode de
dosage de la biolixiviation en conditions mésophiles, aucune filtration ne fut effectuée. On
peut supposer que ces échantillons contenaient davantage de matie¢re en suspension, donc de
métaux mesurables par ICP. Au sujet de la mise en solution des métaux, il est important de
faire une précision. Les métaux qui sont dits en "solution" sont les métaux qui demeurent
dans le surnageant de 1'échantillon une fois que celui-ci a subit une centrifugation et une
filtration. Ceci ne signifie pas que les métaux sont tous sous la forme physique dite "
dissoute”. En fait toutes mati¢res en suspension inférieure & 2um entre dans 1'ICP pour le
dosage des métaux.

La différence dans l'efficacité de solubilisation observée entre la biolixiviation
thermophile et les autres processus souleve €galement la question des limites sous-jacentes a
une telle comparaison. Etant donné que les résultats utilisés pour la comparaison proviennent

d'expérimentation réalisées avec une grande variété de boue en terme d'origine et de
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composition, que les méthodes de préparation et de dosage des échantillons sont différentes,
et que les pH et les potentiels rédox finaux ne sont pas tous exactement les mémes, il n'existe
pas de méthode statistique pour comparer un ensemble de résultats aussi hétérogénes. Les
considérations économiques (évaluation de l'efficacité d'un procédé pour l'obtention d'un
brevet par exemple) exigent une comparaison entre les processus ayant le méme but. Si le
présent procédé avait montré suffisamment d'intérét économique, il aurait fallu le démontré
d'une fagon plus poussée en reprenant les expériences des autres équipes de recherche,
histoire de replacer les résultats sur une méme base de comparaison (en autant que cela soit
possible). En somme, cettc comparaison fut jugée nécessaire pour des considérations
économiques et non scientifique.

L'ajout de chlorure ferrique (tableau 3, page 67) fut rendu essentiel parce que le
potentiel rédox final obtenu a la suite de l'action de 7. thermosulfatus était insuffisant. 7.
thermosulfatus ne semble pas avoir la capacité¢ d'oxyder l'ion ferreux pour le transformer en
ion ferrique puisque le potentiel d'oxydoréduction a la fin du processus, bien que plus élevé
que celut du témoin, est plus faible que celui observé lors de la biolixiviation mésophile au
soufre. En effet, les Thiobacillus impliqués dans la biolixiviation mésophile sont capables
d'oxyder I'ion ferreux en plus du soufre élémentaire, ce qui augmente davantage le potentiel
rédox (Blais et al., 1992b). L'augmentation du potentiel rédox observé lors de la
biolixiviation thermophile n'est probablement causée que par la seule apparition des
conditions acides. Le FeCl3 fut ajouté de fagon & obtenir une valeur de potentiel rédox
d'environ 450 mV. Tout comme le pH, c'est la valeur finale du potentiel rédox qui importe et
non la quantité¢ de FeCl3 qui est ajoutée dans chaque boues (Sreekrishnan et al., 1993).
Malheureusement, il est difficile d'ajuster le potentiel rédox d'une boue 2 une valeur bien
précise. Les boues étant un milieux trés complexe, I'équilibre entre la diffusion de 1'oxygene,
l'activit€ microbienne, les réactions chimiques engendrées, etc. ne peut é&tre atteint
rapidement.

Lors de cette étude en flacon, plus d'une vingtaine de jours furent nécessaires pour
atteindre le pH minimal, ce qui est lent par rapport au processus basé également sur
l'oxydation du soufre mais en conditions mésophiles. Typiquement, la biolixiviation
mésophile se produit en cinq ou six jours. Plusieurs raisons peuvent expliquer la lenteur de la
biolixiviation thermophile. Premi¢rement, dans plusieurs cas, le potentiel rédox descendit en
deca de O mV durant les premiers jours d'incubation, ce qui suggéra un manque en oxygene
dissous. L'explosion de la population hétérotrophe lors des premiers jours expliquerait la
forte demande en oxygene. L'oxydation microbienne du soufre élémentaire étant un
processus aérobie, une carence en oxygene pourrait certainement ralentir le taux de croissance
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des cellules et, par le fait méme, la production d'acide. Aussi, la quantité¢ de cellules de T.
thermosulfatus dans l'inoculum est probablement insuffisante pour obtenir une diminution
rapide du pH, du moins jusqu'a 4. En effet, parce que la vitesse maximale d'acidification lors
de la préparation de l'inoculum est atteinte apres deux transferts seulement, il est a suspecter
que les conditions dans lesquelles se déroule l'enrichissement ne tiennent pas compte de
certaines limites de 7. thermosulfatus. Ultérieurement, lors de la caractérisation de 1'isolat, il
fut démontré que les cellules de T. thermosulfatus sont inactivées a des pH inférieurs a 3,6.
Ainsi les pH inférieurs a 3,6 lors de la préparation des inoculum auraient dii étre évités afin
d'obtenir un maximum de cellules actives. Egalement, I'absence d'une microbiota acidophile
capable de prendre la releve de l'oxydation du soufre lorsque 7. thermosulfatus est inactivé
ralentit considérablement le processus et est probablement la raison pour laquelle la
biolixiviation thermophile n'atteint pas des pH avoisinant 2. La succession de deux
microbiota oxydant du soufre, 'une neutrophile et l'autre acidophile, est la raison pour
laquelle le processus en conditions mésophiles atteint rapidement des pH aussi bas que 1,9.
Plusieurs tentatives pour enrichir la boue en organismes acidophiles capables d'oxyder le
soufre a 50 °C furent réalisées, mais sans succes.

Pour ce qui est de la possibilit¢ d'effectuer une minéralisation simultanément a la
biolixiviaiton (figure 4, page 72), l'expérience réalisée en réacteur de 3 litres fut stoppée apres
15 jours de traitement parce que les résultats étaient concluants. Une expérience préliminaire
(lors de la mise au point des bioréacteurs & soufre immobilis€) suggérait que le temps requis
pour atteindre un pH aux alentours de 3 était de plus de 30 jours. Il ne fut pas jugé pertinent
d'attendre aussi longtemps puisqu'une conclusion pouvait étre tirée bien avant. Pour ce qui
est des résultats potentiels sur la mise en solution, si l'expérience avait ét¢ continuée jusqu'a
I'obtention d'un pH de 3 on peut supposer que la matiere organique biodégradable aurait ét¢
completement minéralisée, et ce peut étre avant 1'obtention du pH 3. Pour ce qui est de la
solubilisation des métaux, il n'y a pas de raison de croire qu'elle aurait €t supérieure ou
inférieur 2 celle obtenue en erlenmeyer avec la méme boue (CUQ).

Séparation solide-liquide.

Les résultats obtenus aux sujet de la séparation solide-liquide des boues montrent que
la biolixiviation thermophile améliore de beaucoup cette séparation comparativement a la
digestion thermophile conventionnelle. La diminution du pH suite a la bioproduction d'acide
sulfurique est sans doute la raison. Tout comme dans la présente étude, Jewell et al. (1982)
ont également observé une nette amélioration de la séparation solide-liquide suite a
l'acidification a des fins de lixiviation de boues ayant subit une digestion thermophile. Ainsi,
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la biolixiviation thermophile a un autre effet positif, soit I'amélioration de la déshydratation
des boues. Sachant qu'une bonne partic des budgets pour le fonctionnement des stations
d'épuration sont alloués pour la disposition des boues, il est essentielle de pouvoir produire
une boues qui se déshydrate bien afin d'augmenter la quantit€ de solide par unité de volume
transport€ en diminuant la quantité d'eau dans ce méme volume. Méme si la boue ne contient
pas de concentration en métaux au dessus des normes, la bioproduction d'acide sulfurique
pourrait étre utilisée pour améliorer la déshydratation des boues traitées en conditions
thermophiles.
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Conclusion

La découverte de Thiobacillus thermosulfatus, plus certaines précisions taxonomiques
au sujet d'especes déja connues, permet de croire que le genre Thiobacillus montre une
diversité phylogénétique plus restreinte qu'on ne le croyait. Suite & ces précisions, il serait
pertinent de pousser davantage l'investigation phylogénétique du genre Thiobacillus de fagon
a proposer de nouveaux criteres distinctifs qui tiendraient compte a la fois des criteres
phénotypiques et des criteres génotypiques. Actuellement les études phylogénétiques ne sont
utilisées qu'a titre confirmatif, ces informations ne faisant pas parti de la description officielle
des genres et des especes bactériens.

Cette étude a mis en évidence une activité biologique qui n'avait jamais été observée
jusqu'a présent, soit l'oxydation microbienne du soufre élémentaire a 50 °C, dans les boues
d'usines d'épuration municipales. Comme il fut démontré, cette activité¢ cause la production
d'acide sulfurique qui est ensuite utilisé pour la mise en solution des métaux contaminant les
boues d'usines d'épuration. Pour des raisons techniques, les essais de biolixiviation
thermophile furent effectués en mode "thermique”, c'est a dire qu'il y avait une source
externe de chaleur. Le processus de minéralisation en conditions thermophiles n'étant rentable
qu'en mode "autothermique”, il serait intéressant de voir s'il est possible de jumeler la
biolixiviation thermophile & des installations spécialement concues pour effectuer la digestion
thermophile autothermique. Dans les cas ol les boues traitées en thermophilie ne
nécessiteraient pas une décontamination en métaux, la bioproduction d'acide sulfurique
pourrait étre utilisée pour le contrdle de 1'augmentation du pH qui tend 2 augmenter lors de la
digestion thermophile, la récupération de l'azote gazeux qui s'échappe des réacteurs en
conditions alcalines ou I'amélioration de la séparation solide-liquide.

Egalement lors de la bioproduction d'acide sulfurique en conditions thermophiles, il a
é¢ démontré qu'il y a un développement d'organismes hétérotrophes causant une
minéralisation de la mati¢re organique suivi d'une amélioration de la capacité de séparation
solide-liquide. A cause des limites intrinséques de la technique d'isolement sur gélose, seule
une portion des organismes hétérotrophes impliqués lors du processus de minéralisation
furent isolés. L'utilisation de sondes génétiques jumelées aux techniques récentes
d'amplification de 'ADN permettrait sans doute une meilleure connaissance de la microbiota:
totale.
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En somme, le but de cette recherche était de démontrer la possibilité d'utiliser la
microbiota indigéne thermophile des boues d'usines d'épuration municipale pour solubiliser
les métaux présents grice a I'oxydation du soufre élémentaire. Suite aux résultats démontrant
cette possibilité, il fut jugé pertinent d'investiger davantage le processus afin de connaitre
I'"écologie microbienne qui était associée a ce phénomene. Egalement, quelques expériences
plus pratiques furent réalisées pour étayer davantage la possibilit€é d'amener cette
biotechnologie de l'état de recherche a 1'état de développement. Malheureusement ces
expériences n'ont pas ét¢ suffisamment convainquantes, particulitrement au sujet de
l'amélioration de la mise en solution des métaux, pour espérer faire fructifier son
développement. De plus cette biotechnologie fut expérimentée dans les conditions typiques
d'un mode de traitement des boues municipales qui est presque inconnu au Canada et aux
Etats-Unis. Par contre ce mode de traitement, soit la digestion thermophile autothermique, est
bien connu en Europe ce qui laisse croire que les informations contenues dans les trois

articles scientifiques pourraient avoir des retombées possibles pour l'industrie européenne.

Ainsi, cette premiére recherche sur la biolixiviation thermophile des boues d'épuration
offre une vision globale du nouveau processus car autant l'aspect microbien que
technologique furent explorés. Suite aux travaux qui ont permit de rencontrer les trois
objectifs de rechercher, I'hypothése sur laquelle repose l'ensemble de cet ouvrage a é&
démontrée.
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Résumé

II est démontré qu'il est possible d'enrichir la microbiota thermophile indigéne des boues
d'épuration et oxydant le soufre €lémentaire pour la production d'acide sulfurique.
L'abaissement du pH provoque la mise en solution des métaux contenus dans ces mémes
boues. Apres 30 jours d'incubation a 53°C, les valeurs moyennes de pH, de potentiel rédox
et SO42 furent de 2,8, 237 mV et 5668 mg/L respectivement. Du chlorure ferrique fut ajouté
a la fin de la période d'incubation pour augmenter le potentiel rédox et réduire davantage le
pH, pour une valeur finale moyenne de pH et de potentiel rédox de 1,86 et 409 mV
respectivement. Aprés l'ajout de chlorure ferrique, les valeurs moyennes suivantes de
pourcentage de solubilisation furent obtenues: 35,6+20,6% (Cd), 659+15,1% (Cu),
28,5+13,5% (Cr), 74,0+10,0% (Mn), 60,3+13,1% (Ni), 33,7+27,6% (Pb), 83,9+6,2%
(Zn), 39,0+16,6% (K) et 18,2+15,8% (P). Durant la bioproduction d'acide sulfurique, les
pourcentages de minéralisation des solides volatiles et les solides volatiles en suspensions
sont identiques & ceux obtenus lors d'une digestion thermophile conventionnelle. La
séparation solide-liquide est grandement améliorée suite & la bioproduction d'acide sulfurique,
comparativement a la digestion thermophile conventionnelle.

Abstract

It was demonstrated in shake flask experiments that the sulfur-oxidizing microbiota of
municipal sludges can be used at 53°C for heavy metal leaching. Five sludges were tested and
the average final pH, oxidation/reduction potential and SO42 concentration after 30 days
were 2.8, 237 mV and 5668 mg/l respectively. Ferric chloride was added to enhance the
redox potential and to lower pH, which resulted in average value of 409 mV and 1.86
respectively. The average solubilisation of Cd, Cu, Cr, Mn, Ni, Pb, Zn, K and P after ferric
chloride addition was: 35.6+20.6%, 659+15.1%, 28.5+13.5%, 74.0+10.0%,
60.3+13.1%, 33.7427.6%, 83.9+6.2%, 39.0+16.6% and 18.2+15.8% respectively. The
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present process enhanced the sludge dewaterability compared to the conventional
thermophilic digestion. During the leaching batch process, the volatile and volatile suspended
solids were degraded to the same level as observed using the conventional thermophilic
digestion was used as control.

Introduction

The sludge produced at municipal wastewater treatment plants can contain numerous
contaminants like heavy metals, organic compounds or pathogenic organisms. In the last
decade, increasing production of municipal sludge from wastewater treatment plants has
raised questions about their safe disposal. Because of the high contents of nitrogen,
phosphorus, potassium and economical constraints, sludge use as fertilizer has been the most
suitable solution (Davis, 1987; Environnent Canada, 1985).

However, before use, contaminant elements in sludge should be reduced to a minimum to
minimize eventual trophic-chain contamination. Also, sludge should be odourless and well
mineralized to reduce further development of odour. It is now recognized that aerobic
thermophilic digestion is the most efficient process for the elimination of sludge pathogens
(Appleton and Venosa, 1986; Burth et al., 1990; Hamer and Zwiefelhofer, 1986; Kabrick
and Jewell, 1982; Mason et al., 1992). Like pasteurization in the food industry, this process
can be considered as a complete barrier against human and cattle infection (Pike and Davis,
1984). Aecrobic thermophilic digestion produces well-stabilized sludge without unpleasant
odour.

Heavy metals in municipal sludges can be efficiently removed by microbial leaching based on
the oxidation of ferrous sulfate or elemental sulfur (Couillard and Mercier, 1991; Blais et al. ,
1992 a,b,c; Tyagi and Couillard, 1989; Tyagi etal ., 1990). It was shown that the oxidation
of elemental sulfur (S°) by two sludge-indigenous thiobacilli gives better solubilization than
the process using ferrous sulfate (Blais et al. , 1992a, b). Also, because microbial leaching
using S° can be initiated at neutral pH, microbial mineralization of the organic matter can take
place simultaneously. The resulting removal of organic matter is almost equivalent to
conventional aerobic stabilisation process. Thus, heavy metal removal and stabilization of
municipal sludges can be conducted simultaneously in the same bioreactor. Chemical leaching
using acid was also attempted on sludge digested with thermophilc process (Jewell, 1991).
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Therefore, it was pertinent to investigate the possibility of developing a metal-leaching
process based on microbial sulfur oxidation which could be coupled to sludge digestion
under thermophilic conditions.

Materials and methods

Sludge sampling. Sludge samples (Table 1) from five different municipal wastewater
treatment plants (located in the province of Québec, Canada) were collected in sterile jars and
kept at 4°C until use. Total solids, total suspended solids, volatile solids and volatile
suspended solids, were determined according to APHA (1992).

Preparation of the inoculum. A 50-ml of each sludge was amended with 0.5% (w/v)
tyndallized S° powder and placed in S00-ml sterile flask. The flasks were incubated in a
covered shaking water-bath at 53°C and 120 rpm. The pH was monitored each day. After few
days when the pH stopped decreasing, sulfate concentration (precipitation with barium
chloride) in the supernatant was estimated by turbidity measurment (APHA, 1992). A 10-ml
sample of each of the acidified sludge thus obtained was transfered in 50 ml of fresh sludge
amended with S° and incubated under similar conditions. When the pH decreased to a value
around 3, a second transfer was done under similar conditions. Further transfer did not
increase the sulfuric acid production rate.

Thermophilic microbial leaching experiements. Three replicates of 200 ml of each
sludge were placed in 500-ml flasks, inoculated with 10% (v/v) of the cormresponding
inoculum, amended with 0.5% (w/v) S° and incubated as described previously. A fourth
flask was incubated without S° as control. This control also represents a conventional
thermophilic digestion. The pH and redox potential were monitored each day. Samples of
sludge were withdrawn at regular intervals to determine the proportion of the total content of
selected metals solubilised in the aqueous phase. Concentration of metals in supernatant was
determined as follows: 20 ml of sludge sample was centrifuged (12 000 g, 20 min) and the
supernatant passed through 2 um-pore filters. Cd, Cr, Cu, Fe, K, Mn, Ni, P, Pb, Zn and
S042 (expressed in terms of total S) concentrations were determined using inductively
coupled plasma atomic emission spectroscopy (ICP: Thermo Jarrell Ash Corporation). The
total metal content was determined after complete digestion of the sludge with nitric acid,
hydrofluoric acid and hydrogen peroxide according to APHA (1992).
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Statistical analysis was carried out with the non-parametric Mann-Whitney U test, using
confidence interval of 95% (P < 0.05).

Mineralization of the organic matter during the leaching process. The possibility
of simultaneous digestion of sludge organic matter and microbial production of sulfuric acid
(or metal leaching) was investigated using two 6 1 cylindrical jars. A heating coil connected to
a temperature-control probe was wound on outer walls of the jars. The heating coil and the
temperature probe were connected to a digital temperature controller. Air was sparged at a rate
of 0.5 vvm (volume of air/volume of sludge-min-1) from the bottom of jars, to ensure good
acration and constant mixing of the sludge. The vapours in the exit air were passed through a
condenser to prevent water loss. Instead of using sulfur powder, S° was immobilized on the
inner wall of jars by the following procedure: a quantity of S° was melted at 108°C and
poured into the jar. The jar was rolled so as to solidify the sulfur on the inner walls. The
working volume was 3 1. The control jar was without S°. The sludge from Communauté
Urbaine de Québec treatment plant was arbitrarily chosen for this experiment and maintained
at 52°C. A 300-ml sample of sludge previously enriched with thermophilic sulfur-oxidizing
microbiota by two subsequent transfers was used to inoculate both jars. Samples were
withdrawn regularly to determine pH, redox potential and sulfate concentration by ICP.
Volatile and volatile suspended solids were determined in triplicates (APHA ,1992).

Dewaterability after the microbial thermophilic leaching. Dewaterability of the
sludge treated was evaluated by calculating the sludge filtrability index (ro.s) according to
Degrémont (1978). First, the final total solids content of the sludge was determined as
previously described. Then, a volume of 100 ml of sludge was rapidly poured onto a
Whatman filter No.90 placed in a Buchner funnel under 0.5 atm pressure. The volume of
filtrate (V) was noted at regular intervals (7). At the end of the filtration the amount of cake
accumulated on the filter and the turbidity of the filtrate were visually evaluated. A graph of
(Tx/Vx) versus Vx was plotted and the slope of the linear part of the curve was determined.
The dewaterability index was calculated with the following formula: 195 = 2 a P $%/n C,
where a is the slope previously determined (s/m®), P is the pressure (0.5 atm = 5.07 x 104
Pa), S2 is the filter surface (81 x 104 m2), n is the filter specific viscosity (1.1 x 103 Pa.s)
and C the total solids (kg/m3). The effect of ferric chloride addition on sludge dewaterability
was also determined.
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Results

Total initial metal content of each sludge is shown in Table 2. Figure 1 presents the final
metal solubilisation obtained for the five sludges tested. The solubilisation was increased by
the addition of FeCl3 (which increased the redox potential and lowered the final pH) (Table
3). The control, which represents the conventional thermophilic digestion, showed low metal
solubilisation principally because of the high pH values at the end of each experiment.
Statistical analysis showed significantly increased (P < 0.05) solubilisation of Cr, Cu and Ni
when FeCl3 was used. The solubilisation efficiency was in the following order: Zn > Mn >
Cu> Ni>Cd>Pb>Cr.

Phosphorus was significantly solubilized (P < 0.05) during thermophilic microbial leaching
compared to the conventional thermophilic digestion (Figure 1). The addition of FeCl3
resulted in phosphorus precipitation and the amount remaining in solution was almost equal
to the conventional themophilic digestion. There was no singnificant difference in the
potassium solubilisation between both processes, even if ferric chloride was added.

In all sludges subjected to the thermophilic leaching, the final sulfate concentrations were
between 4452 and 6830 mg/l which resulted in a final pH values between 2.3 and 3.3 before
the addition of FeCl3 (Table 3). Figures 2 and 3 give a typical example of pH progression,
redox potential, sulfate concentration and metal solubilisation during the thermophilic
leaching. The decrease of redox potential observed in both processes during the first 4 days
was probably due to oxygen depletion caused by an extensive growth of thermophilic
heterotrophic microbiota. At the 35% day, FeCl3 was added resulting in an increased metal

solubilisation through increasing in the redox potential (Fig. 3).

Reduction of sludge solids as a result of mineralisation of the organic matter during the
production of sulfuric acid is presented in Figure 4. The degradation of volatile solids during
thermophilic microbial leaching reached between 24% and 26 % after 15 days. During the
same time, conventional thermophilic digestion removed about 42 % of volatile solids. This
significant difference could be explained by the production of sulfate during the leaching
process. This artificially increased the inorganic proportion of the sludge. In fact, if the
amount of sulfate produced was subtracted, the reduction in volatile solids during the
thermophilic leaching was almost the same as that brought about by conventional
thermophilic digestion. The final removal of volatile suspended solids during the thermophilic
microbial leaching was higher in both reactors (53 % and 58 %) than conventional
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thermophilic digestion (45 %) after 15 days. It is therefore suggested that the sulfuric acid
production created more favourable conditions for the microbial activities, resulting in
increased sludge mineralisation. In the two reactors containing immobilized S°, 2290 mg/l
and 2642 mg/l of sulfate was produced, resulting in a final pH of 5.6 and 4.7, respectively.
A small amounts of sulfate (267 mg/l) was produced in the control reactor without S°,
resulting in a final pH of 7.7.

Dewaterability of the sludge exposed to the microbial thermophilic leaching was improved, as
compared to the sludge subjected to the conventional thermophilic digestion (Table 4). The
dewaterability, determined as filtrability index rg 5, of all the sludges leached (A-O) is less
than 3.98 x1013 m/kg compared to the control (P, Q, R, S) which is over 5.84 x1013 m/kg.
If we compare the control sludge (P, Q, R, S) to the leached sludge with the same total solids
content (A,B,C,D, E) it clearly demonstrates a substantial increase in the dewaterability. In
fact, when ferric chloride was not added, the index rg 5 was over 192 x1013 m/kg for the
control sludges (R, S) as compared to less than 1.23 x1013 m/kg for the leached sludges (D,
E). Even when ferric chloride was added into control sludges (P, Q), the index rg_ 5 remained
over 5.84 x1013 m/kg as compared to less than 1.29 x1013 m/kg for leached sludges (A,B,
C). Also, the addition of ferric chloride improved the clarity of the filtrate and quality of the
cake in all cases. This improvment was particularly remarkable for sludges exposed to
conventional thermophilic digestion (P, Q). The increased amount of final total solids (ranged
from 12.3 to 30.8 g/L) did not have much effect on the index rg 5 of leached sludge when

ferric chloride was added.
Discussion

Figure 5 shows a comparison of metal solubilisation obtained in the present thermophilic
process with those using microbial oxidation of ferrous sulfate and elemental sulfur in
mesophilic temperature range as well as chemical leaching using sulfuric and hydrochloric
acids. Except for Cd and Mn, metal solubilisation is significantly lower (P < 0.05). The
present thermophilic leaching process gives at least the same metal efficiency removal as other
processes. It was demonstrated that pH was the most important factor for metal leaching in
municipal sludges (Sreekrishnan et al., 1993; Tyagi et al., 1993) and all processes considered
here are able to attain the pH conditions required for metal solubilisation.

The thermophilic indigenous sulfur-oxidizing microbiota did not produce enough sulfuric

acid to lower the pH to 2. Moreover, this thermophilic microbiota did not increase the redox
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potential sufficiently to solubilize metals, as was observed in mesophilic microbiota used
during mesophilic leaching based on elemental sulfur or ferrous sulfate (Blais et al., 1992b).
Ferric chloride was necessary to enhance the metal solubilisation by increasing the redox
potential. The addition of FeCl3 also improved the filterability index of sludge to a large

extent.

At the present time, the thermophilic microbial leaching of municipal sludges needs
improvement, since it takes at least 20 days to achieve the required metal solubilization in all
sludges tested. One way to reduce the time is to improve the aeration system. In this research,
the experiments were conducted in shake flasks with the redox potential falling below 0 mV
for few days, suggesting an oxygen deficiency. On a pilot scale, conventional thermophilic
digestion uses high efficiency Venturi aeration system (Bruce et al., 1989) that could be
suitable for thermophilic microbial leaching.

Increase in the amount of thermophilic sulfur-oxidizing microbiota in the inoculum could also
decrease the time needed to achieve a pH around 4. Moreover, acidophilic sulfur-oxidizing
microbiota which can produce sulfuric acid (to reduce the pH to 2.0) must be developed. In
fact, the rate of sulfate production by the thermophilic microbiota is very slow when the pH
drops under 4 to 3.5. Efforts to find thermophilic acidophilic sulfur-oxidizing microbiota in
municipal sludges have been without success. It was previously shown in municipal
wastewater that sludge solids impart a buffering action (Sreekrishnan etal., 1993). Thus, the
speed of acidification depends also on sludge concentration plus the factors mentioned above.
During these experiments, the fastest and slowest acidification was observed with. sludge
from St-George (4.4 g/l TS) and Beauceville plants (33.24 g/l TS), respectively.

It is recognized that the dewaterability of the sludge treated under thermophilic aerobic
conditions is not improved. Most of the time, the solid/liquid separation greatly deteriorates
compared to the initial dewaterability before the treatement (Jewell et al., 1982). This
phenomenon was also observed during these experiments. However, the dewaterability index
of conventional thermophilic digestion (control flasks) was almost 150 times greater than the
index calculated for the same sludge exposed to the leaching process. Thus, sludge

acidification greatly enhanced the dewaterability. Similar conclusions were noted by Jewell
(1991), when the sludge treated under aerobic thermophilic condition was followed by
acidification to solubilize contaminant metals.
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The thermophilic leaching process presented here could support growth of heterotrophic
organisms as indicated by the reduction of volatile suspended solids and volatile solids under
acidic conditions. The reduction of solids was in the same range as encountered during
conventional thermophilic digestion (Fig. 4). In both processes, unpleasant odour was
removed in less than 4 days of treatment. The fate of pathogen indicators was not monitored
during the leaching but it was assumed that these organisms would be eliminated, since
conventional thermophilic digestion at 50-60°C is well known to reduce indicator organisms
below the detection limit (Hamer and Zwiefelhofer, 1986; Kabrick and Jewell,1982; Lee et
al., 1989).

Thermophilic microbial leaching of municipal sludges using indigenous sulfur-oxidizing
microbiota is a promising biotechnology, since, in addition to removing contaminant metals it
offers all the other advantages of conventional thermophilic digestion, i.e. high stabilisation
efficiency, pathogen removal plus improvment of sludge dewaterability.
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Table 1. Characteristics of sludges used for the microbial thermophilic leaching.

TS TSS VS VSS pH
sludges from eL)
Beauceville (sec)? 3324 2542 1812 1429 6.6
Black Lake (sec) 24.72 18.38 15.88 11.86 5.6
CUQ b (prim+sec) 1906 1856 1184 1170 6.4
St-George (sec) 440 3.15 2.86 222 6.5
Valcartier (sec) 2126 1573 1864  13.98 52

a prim+ sec- primary sludge; sec- secondary sludge.
b Communauté Urbaine de Québec

Table 2. Metal content of sludges used.

Cd Cr Cu Mn Ni Pb Zn K P
(mglkg of dry sludge)

Beauceville 4 91 225 1799 36 52 385 9440 23675
Black Lake 6 141 1638 290 151 147 642 7330 13632
cuQa 5 66 189 207 23 78 303 7427 8587
St-George 4 70 564 270 36 55 302 9929 27929
Valcartier 5 36 626 109 16 102 418 3048 11320
recommended 