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Par le biais des équations et des méthodes utilisées avec le modèle ASMl (Activated sludge 

mode1 no. 1) de I'IAWQ (Intemational Association far  Water Quality), l'étude cherchait à 

vénner s'il est possible de distinguer le taux de dépérissement de la biomasse active 

hétérotrophe au cours de la phase de croissance (bHcmh), de celui obtenu au cours de la phase 

de dépérissement (bKend). 

L'étude visait à vérifier expérimentalement l'influence de la régulation enzymatique sur 

l'évaluation du taux de dépérissement de la biomasse active hétérotrophe, afin de défïnk la 

validité de la méthode. Les méthodes respiromértriques généralement utilisées pour 

l'évaluation des coefficients cinétiques du modèle ASMI, ainsi qu'une méthode enzymatique, 

ont été utilisées pour l'évaluation du taux de dépérissaraent. 

Selon les -mesures enzymatiques et respirométriques effectuées, nous avons constaté que le 

taux de respiration spécifique de la biomasse active hétérotrophe varie avec la durée de la 

carence en substrat. Ainsi, la méthode de mesure en cuvée endogène généralement utilisée 

pour évaluer bHendi serait éventuellement peu représmtative du taux de dépérissement en 

station ou en pilote. Aussi, la précision de la méthode proposée pour 1'~valuation du bH,, est 

potentiellement insuffisante pour nous permettre de disthguer b H , ~  d e  b ~ d .  
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CHAPITRE 1 

INTRODUCTION 

L'épuration des eaux usées urbaines ou industrielies se fait depuis des décennies, entre autres, 

par voie biologique. Depuis 1942 (Monod, 1949), plusieurs modèles mathématiques ont été 

proposés pour simuler la cinétique de réaction de la biomasse. Dans le domaine du traitement 

des eaux usées, des modèles de type macroscopique, c'est à dire basés sur la cinétique globale 

de la biomasse, ont été utilisés (Tchobanoglous et Burton, 199 1 ; Desjardins, 1986 ; Grady et 

Roper, 1974; Henze et coll., 1986). En 1986, l'hternational Association on Water Quality 

(IAWQ), présentait via un groupe de recherche, un modèle mathématique (ASMI) visant à 

simuler de façon dynamique le comportement de la biomasse présente dans les systèmes 

d'épuration des eaux usées (Henze et coll., 1986). Dans tous ces modèles, la cinétique de 

croissance ou de dépérissement de la biomasse est décrite par une équation du premier ordre, 

soit par une constante identifiée p et kd pour l'ensemble de la biomasse (Tchobanoglous et 

Burton, 1991; Desjardins, 1986), soit par ,UH ou p~ et bH ou bA pour la biomasse active 

hétérotrophe ou autotrophe respectivement (Grady et Roper, 1974; Henze et coll., 1986). 

Les premiers modèles proposés sont du type statique, et ne peuvent prévoir la réponse d'un 

système de traitement secondaire, que pour un seul ensemble de conditions données à la fois. 

Les derniers modèles proposés, grâce à l'avènement de la micro-informatique, visent à simuler 

de façon dynamique la cinétique de réaction de systèmes de traitement secondaires et 

tertiaires. 



Dans la description du modèle mathématique, le groupe de recherche de Z'IAWQ émettait 

quelques réserves sur la valeur de certains paramètres inclus dans le modèle (Henze et coll., 

1986). Le comité s'interrogeait entre autres, sur la valeur constante supposée dans le modèle 

pour le taux de dépérissement de la biomasse (bx). D'ailleurs, selon Gujer et coll. (1999), le 

modèle ASMl prédit adéquatement l'efficacité d 'un système de traitement mais ne peut 

prévoir la production de biomasse par le même système. Pour cette raison le présent document 

s'attarde sur certains mécanismes de respiration endogène impliqués dans la production de 

solides biologique lors du traitement des eaux usées, plus particuli&ement sur le taux de 

dépérissement. 

Depuis 1986, quelques auteurs ont démontré que le taux de dépérissement peut varier selon 

que la biomasse est exposée à un milieu aérobie, anoxique ou anaérobie (Siegrist et coll., 

1999). D'ailleurs, le modèle ASMl a été modifié pour inclure la variation du taux de 

dépérissement selon Ies différentes conditions oxiques (Gujer et coil., 1999) 

Certains auteurs s'interrogent d'ailleurs sur la signification des constantes de dépérissement 

mesurées (Van Loosdrecht et Henze, 1999 ; Grady et coll., 1996). Seion ces auteurs, diffkents 

ajustements métaboliques se produisent au cours de la respiration endogène, et selon eux, la 

constante de dépérissement mesurée inclut plusieurs phénomènes. Ces derniers ne constituent 

pas nécessairement une diminution de la quantité de biomasse «vivante D, mais incluent 

potentiellement une réduction du pouvoir respiratoire de la biomasse, et différents processus 

de sporulation ou de dormance des bactéries. 

Par ailleurs, Van Verseveld et coil. (1984) ont démontré que le coefficient de rendement 

observé de la biomasse variait de façon discontinue. Ces auteurs expliquent ce phénomène par 

des ajustements métaboliques de la cellule. Plus particulièrement pour des âges de b m e  

supérieurs à 4 ou 5 jours, les ajustements en question, étant donné l'accumulation de 

régulateurs, induiraient une réponse restrictive (stringent response) des processus 

métaboliques. Cette réponse induirait plusieurs changements métaboliques chez les bactéries 

(Van Verseveld et coll., 1984). 



De plus, récemment, des recherches ont démontré pour la plupart des bactéries, que le décès 

de la cellule peut être induit par des régulateurs métaboliques (Yannolinsky, 1995), et varier 

en présence de substrat (Aizenman et coll., 1996). Selon ces hypothèses, le taux de 

dépérissement durant la phase endogène (bHmdome) peut être différent du taux de 

dépérissement durant la phase de croissance (bHcmksmce) 

De surcroît, l'expérience démontre que les conditions expérimentales peuvent influer sur la 

valeur mesurée de constantes cinétiques caractérisant une biomasse (Sommer et coll., 1998 ; 

Grady et coll., 1 996). De fait, l'évaluation des constantes cinétiques peut être influencée par 

différents ajustements métaboliques et aussi par les conditions expérimentales. 

Cette brève revue de littérature démontre qu'il y a lieu de s'interroger sur la validité de la 

constante représentant le dépérissement de la biomasse. Ii serait donc à propos, de tenter de 

vérifier si les ajustements métaboliques influent sur la valeur de la constante bH et si elle varie 

en présence de substrat. La question est de savoir si le taux de dépérissement demeure le 

même en phase de croissance et en phase de dépénssment (bHcroksme * b ~ e n d o ~ è ~ ~  ?). 

L'objectif de ce travail est donc de proposer, de façon préliminaire, une méthode pour évaluer 

la variation potentielle du taux de dépérissement de la biomasse active hétérotrophe. La 

probIématique considérée ici, consiste à évaluer la variation du taux de dépérissement sur une 

biomasse en croissance et en dépérissement. Cependant, pour effectuer adéquatement 

l'évaluation des méthodes de mesure des constantes cinétiques, il faut une bonne connaissance 

des ajustements métaboliques pouvant se produire au cours du processus expérimental, ainsi 

qu'une bonne connaissance des conditions pouvant influencer la valeur des constantes. 

Différentes expérimentations peuvent être requises afin de vérifier l'influence de ces 

ajustements sur 17évaIuation des constantes ciblées. Le mémoire est donc construit comme 

suit. 

Dans un premier temps, le document présente une revue de littérature sur les ajustements 

métaboliques pouvant se produire chez une biomasse hétérotrophe aérobie facultative au cours 

d'une période de carence. 



Dans un second temps, une méthode expérimentale est proposée pour évaluer le taux de 

dépérissement de la biomasse au cours de la phase de croissance. Le mémoire présente donc 

différentes expérimentations qui visent à vérifier si les ajustements métaboliques étudiés 

exercent une influence significative sur l'évaluation du taux de dépérissement. Cette étape est 

nécessaire, afin de déterminer si le degré de précision de la méthode proposée est suffisant 

pour évaluer un différentiel du taux de dépérissement (AbH = bncrokance - bHedOggn3 

statistiquement significatif. 

Findement, le mémoire présente l'analyse des résultats expérimentaux obtenus. Cette analyse 

cherche donc principalement, à déterminer si la méthode proposée est valable compte tenu 

des ajustements métaboliques pouvant survenir en phase de carence, et si elle est suffisamment 

précise pour évaluer un différentiel du t a u  de dépérissement ( A ~ H  = bHcroisraRCe - bxendog;R3. 



CtfA PITRE 2 

Pour obtenir une bonne compréhension des processus de respiration, nous avons fait une revue 

de littérature sur les différents ajustements métaboliques. Cette revue vise principalement à 

bien cerner les variations de paramètres cinétiques pouvant être induites par ces différents 

ajustements. Les changements qui s'opèrent lors de la croissance et de la respiration endogène 

vont être étudiés afin de bien cerner la problématique et de bien interpréter les réponses 

cinétiques associées à la modélisation mathématique et aux essais expéximentaux. 

Monod (1949) considérait que le seul moment où l'on peut supposer la proportion des 

constituants cellulaire dans un état stable, est durant la phase de croissance exponentielle ou 

l'expression du bagage catalytique est à son maximum. Selon cet auteur, l'étude du 

dépérissement de la biomasse constitue un problème entièrement différent- Plusieurs 

modifications dans l'expression du bagage génétique s'opèrent à ce moment, et ainsi les 

caractéristiques cinétiques de la biomasse changent. 

2.7 Phase de croissance 

Au cours de la phase de croissance, la cellule doit produire des enzymes de façon continue 

pour assurer sa croissance et le maintien de son pouvoir catalytique. Une source de carbone et 



d'acides aminés est requise pour la synthèse de nouvelles protéines ( Prescott et COU., 1996). 

La synthèse de protéines requiert une source d'énergie. Celle-ci est fournie par la guanosine 

tri-phosphate (GTP). Au cours de la synthèse de protéines, la GTP est transformée en 

guanosine di-phosphate (GDP) et en phosphore inorganique- L 'énergie accumulée dans le lien 

phosphate est utilisée pour la formation du lien peptidique. Plus spécifiquement, lors de la 

phase d'élongation, la GTP forme un complexe avec le facteur d'élongation (EF-Tu) et un 

ARN-transporteur (ARNt) chargé d'un acide aminé (AA) tel qu'on peut le voir sur la Figure 

2-1. Le complexe va aIors se fixer sur le site actif du nibosome qui effectue la traduction de 

1'ARN-messager (ARNm)- Le facteur d'élongation est libéré et il y a formation du lien 

peptidique avec la chaîne d'acides aminés. Un phosphore inorganique ainsi qu'une GDP sont 

libérés par le facteur d'élongation. LYARNt est libéré par le ribosome après la phase de 

translocation ( Prescott et coll., 1 996). 

2.2 Phase de carence 

Lors d'une phase de carence en acides aminés ou en carbone, peu d'acides aminés sont 

disponibles pour la synthèse de protéines. La protéine ppGpp synthéase (RelA) se combine 

alors avec un ARNt non chargé en acide aminé et se fixe sur le site actif et vacant d'un 

ribosome. Des lors, RelA s'active et transfert un phosphore d'une ATP vers une GDP ou une 

GTP pour former une ppGpp (Cozzone, 198 1 ; kbige et Chesbro, 1982 ; Gerdes, 2000). 

L'accumulation de ppGpp dans la cellule induit la réponse stringente (Gallant, 1979 ; 

Cozzone, 198 1 ; Stouthamer, 1984 ; Ostling et coll., 1993 ; Nystrom, 1994a ; Gerdes, 2000). 

Cette réponse à une carence en acide aminé se traduit, entre autre, par un arrêt de la production 

d7ARN ribosomique (ARNrr) et transporteur (Gerdes, 2000). Dans le cas d'une carence en 

carbone (en énergie), la protéine SpoT semble jouer un rôle prépondérant, mais ce dernier est 

moins clairement défini dans la littérature consultée (Arbige et Chesbro, 1982 ; Stouthamer, 

1984 ; Nystrom, 1998 ; Gerdes, 2000). Une carence en carbone résulte de la même façon en 

une augmentation de la production de ppGpp, et en une altération de la transcription d'un large 

éventail de gènes (Nystgm, 1998 ; Gerdes, 2000). 
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Figure 2-1 Phase d'élongation du processus de synthèse d'une protéine (Adapté de 

Prescott et COU. 1996) 



En somme, une carence en substrat entraîne l'accumulation de la ppGpp dans la cellule. Cette 

molécule semble constituer un régulateur global de l'activité métabolique et déclencher la 

réponse ~ ~ n g e n t e  chez la plupart des organismes procaryotes (Arbige et Chesbro, 1982 ; 

Gerdes, 2000 ; Kochman, 1997). 

2.3 Réponse stringente 

Comme cela a déjà été mentiorné, la réponse stringente se traduit par une vaste gamme 

d'ajustements métaboliques chez la plupart des procaryotes. Pour la bactérie Vibrio S 14, 

Gstling et coll. (1 993) résument la réponse sîringente en 3 phases. 

Dans la première phase (0-20 min.), il se produit une accumulation temporaire de ppGpp. 

Cette phase est caractérisée par une baisse de la synthèse de macromolécules comme l'ARN, 

les protéines et le peptidoglycan. Le tout est accompagné d'une augmentation de la protéolyse . 

(&thg  et coll., 1993). Au cours d'une carence, le taux de synthèse des protéines tombe à 

seulement 2-8% du taux de cellules en croissance. Le taux de dégradation des protéines passe 

de 0-1 à 5%/h (Cozzone, 1981). La bactérie Vibrio SI4 exprime 38 nouvelles protéines qui 

entrauient une augmentation de sa résistance aux stress au cours de cette phase (&thg et 

coll., 1993). 

Dans la seconde phase (après 20 min.) le contenu en ppGpp diminue étant donné la baisse de 

production en protéines et la synthèse de nouveaux acides aminés par la protéolyse et 

l'utilisation des réserves en PHB. Après 5 heures de carence, le contenue en acides gras 

niminue d'un facteur 20. Certains auteurs suggèrent que cela entraîne une augmentation de la 

fluidité de la membrane probablement pour améliorer le transport de nutriments (&hg et 

coll., 1993). Inversement, la carence induit une augmentation de l'épaisseur de la paroi du 

peptidoglycan qui passe de 3 couches à 5 couches chez E. coli (Mason et Egli, 1993). Quinze 

nouvelles protéines de survie font leur apparition durant cette période (Ostling et colt., 1993). 



Dans la troisième phase (6-100 h), le taux de synthèse ahsi que le contenu en protéines 

diminue. La cellule augmente sa résistance à plusieurs stress. La demi-vie de 1'AEWm passe 

de 1.6 à 10.2 min. et peut atteindre 71 min. dans certains cas. Après 6 heures de carence, 

seulement 8 nouvelles protéines de survie sont produites par Vibrio S14 (&ling et coll., 

1993). 

Plus précisément, E. coli réagit à différents stress et a la disette en actionnant un système 

complexe de régulation global. Celui-ci consiste en un grand nombre de gènes indépendant 

dont les opérons sont contrôlés de façon coordonnée par un signal ou un gène régulateur 

commun. Durant la transition entre la phase de croissance et la phase endogène, E. coZi 

augmente la synthèse d'un groupe de protéines que Nystr6m (1994b) a nommé Gsps /Glucose 

starvation proteins). Celles-ci sont produites de façon séquentielle, et certaines sont - 

essentielles à la survie de la bactérie lors d'une carence en carbone (Nystrom, 1994b). Il 

semble que plusieurs de ces protéines soient produites au début de la période de carence. 

Celles-ci semblent être absolument nécessaires à la suMe à long terme pour E. coli. Des 

études démontrent que 140 différentes protéines (de croissance) sont produites 

proportionnelIernent au taux de croissance, et que la production de 33 autres protéines (de 

carence) est inversement proportionnelle au taux de croissance (Nystrtirn, 1993). 

La Figure 2-2 montre schématiquement la réponse d'une bactérie procaryote à différents 

stress. On y constate que la ppGpp joue un rôle central dans le contrôle de la réponse 

stringente. 

De surcroît, certaines des protéines de carence sont des enzymes associés à des voies 

métaboliques centrales, qui sont normalement induites par l'anaérobiose. La synthèse de 

certains enzymes du cycle de Krebs normalement réprimés par l'anaérobiose, le sont aussi par 

une carence en carbone. Selon la littérature, le répresseur ArcA Qerobic respiration ontrol) 

peut être activé aussi durant une carence en carbone ou en énergie (Nystrôm, 1994b). Lorsque 

ArcA devient active, elle réprime l'expression des gènes encodant Ies DHA de la classe 

flavoprotéine, et celle de plusieurs enzymes du cycle TCA et les cytochromes O oxydase. 
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Figure 2-2 Représentation schématique des s t i m u l i  de la réponse stringente (adapté de 

Nystrom, 1998). 
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Figure 2-3 Représentation schématique des défenses bactériennes contre l'action des 

superoxydants (Adapté de Nystrom, 1998). 



La Figure 2-3 montre schématiquement l'action de régulateurs sur le métabolisme de la cellule 

lors d'une carence. Selon Nystrom (1998), le transport d'électrons en présence d'oxygène peut 

être dommageable pour les macromolécules. Les superoxydants (O2-? &O2) produits par la 

respiration aérobie, peuvent endornager les macromolécules constituants la cellule. Cet auteur 

ajoute que l'expression de superoxydes disrnutases et de catalases est stimulée durant une 

carence, et que la catalase KatE est exprimée spécifiquement durant une carence. Ainsi en 

absence de substrat, l'expression de arcA et de certains autres gènes peut être une façon pour 

la cellule de protéger son bagage protéique et d'autres macromolécules contre l'action de 

superoxydants produits lors de la respiration aérobie (Nystfim, 1998). 

La similitude entre la réponse de cellules en carence de carbone, et de cellules exposées à un 

épuisement de l'oxygène, suggère des changements similaires dans les voies d'utilisation du 

carbone (Nystr6m, 1994b). 

D'ailleurs, certains auteurs présument qu'un contrôle global s'exerce sur le métabolisme de la 

cellule et régularise le flot anabolique et catabolique pour prévenir la dégradation de matériel 

endogène et le gaspillage d'énergie (0stling et coll., 1993). Le réseau de contrôle sh-ingent 

assume un rôle dans le maintien de la précision de la transcription génétique, ce qui confirme 

l'idée que les changements métaboliques qui surviennent durant une carence visent 

principalement à maintenir un bagage protéique fonctionnel (Nystrtjrn, 1998). En absence de 

réponse stringente, la fkéquence des erreurs de traduction augmente de façon importante lors 

d'une carence (Cozzone, 1981). Or, malgré la faible disponibilité des acides aminés, les 

bactéries en état de carence maintiennent une excellente précision dans la traduction de 

I'AEWrn grâce à l'action de la protéine ReM (Cozzone, 1981). Selon le modèle proposé par 

O'Fanel, si l'activité de l'équipement de traduction est ralentie par l'action du ppGpp, 

l'équilibre entre la production et la consommation d'ARNt-chargé peut être rétablie, et les 

erreurs de traduction peuvent être ramenées à un niveau normal (Rojas et Ehrenberg, 1991). 

En effet, la concentration en ribosomes chez E. coli présente une forte corrélation avec le taux 

de croissance. Une importante dégradation et la disparition des ribosomes a été observée à 

maintes reprises durant des périodes de carence (Ostling et coll, 1993). Ii semble d'ailleurs que 

1'ARNt soit plus stable que 17ARNr lorsque le taux de croissance est faible (Mason et Egli, 



1993). Ceci peut éventuellement contniuer à l'équili'bre proposé par O'Famel puisque la 

réponse stringente inhi'be la synthèse de 17ARN- 

De plus, comme l'ont démontré van Verseveld et COU. (1984)' la régulation de la réponse 

~ ~ n g e n t e  peut s'exercer sur une biomasse alimentée en substrat. Ces auteurs ont démontré 

que pour une biomasse soumise à un gradient décroissant du taux de croissance (lorsque p 

.diminue de façon constante), des impulsions de ppGpp se produisaient et généraient des 

ajustements métaboliques de la biomasse. Stoutharner (1984) pour sa part a constaté que les 

ajustements métaboliques demeuraient observables pour plusieurs espèces de bactéries 

procaryotes. Stouthamer (1 984) suggère que la production pulsée de ppGpp est causée par une 

réaction intermittente sur les ribosomes, conséquemment à la limitation grandissante des acide 

aminés. Il en résulte des variations brusques de la respiration et du coefficient de rendement 

observé- 

Pour leur part, Jensen et Pedersen (1990) formulent des hypothèses concernant les 

mécanismes de contrôle de la vitesse de croissance, basées sur la synthèse de la ppGpp. Selon 

ces auteurs, la capacité du système de synthèse de protéines et de l ' m ,  excède la capacité 

du métabolisme de la cellule à fournir suffisamment de matériel pour la polymérisation. En 

conséquence, le site actif des ribosomes de même que le promoteur (de la transcription de 

l'ADN) deviennent sous saturés en é lhents  précurseurs. Selon Jensen et Pedersen (1 !NO), le 

couplage entre le rythme d'élongation des protéines et de 1'AR.N est coordonné entre autres 

par l'ajustement du bagage de ppGpp. Les ribosomes déficients en substrat vont synthétiser 

davantage de ppGpp. Ce régulateur va en retour, diminuer la vitesse de synthèse de 17ARN et 

de l ' m m .  Conséquemment, la production de nouveaux ribosomes va arrêter et entraîner une 

décroissance de la quantité de ribosomes actifs. Ainsi la quantité de ribosomes vz s'ajuster à la 

disponibilité des précurseurs et la vitesse spécifique d'élongation de chacun d'eux va 

augmenter. Le taux de synthèse de la ppGpp va ainsi diminuer. Donc, l'état stable serait un 

compromis entre le nombre de ribosomes et leur vitesse spécifique de synthèse (Jensen et 

Pedersen, 1990). 



En résumé, la réponse stnngente modifie l'expression du bagage génétique et favorise 

l'expression coordonnée de protéines de survie. Les voies métaboliques du carbone s'en 

trouvent modifiées- Ces modifications entraînent une réduction de l'activité de la chaîne 

respiratoire. De plus, la diminution de la quantité de ribosomes, entraîne une chute importante 

de la synthèse de macromolécules et conséquemment de la vitesse de croissance. 

Cette baisse de la synthèse pourrait éventuellement avoir une incidence sur l'énergie requise 

pour le maintien des fonctions vitales. 

2.4 ~nergie de main tien 

La définition de ce que peut être l'énergie de maintien varie d'un auteur a l'autre. Masson et 

coll. (1986) incluent dans les fonctions de maintenance, le potentiel osmotique de la cellule, le 

renouvellement de composants essentiels et le potentiel électrique de la membrane. NystSrn et 

Gustavsson (1998) mentionnent que la respiration endogène implique la synthèse de nouvelles 

macromolécules comme les protéines, I'ARN, les lipides et le peptidoglycan. Man et coll. 

(1963) mentionnent que la mobilité, Ie maintien d'une pression osmotique dans la cellule, que 

l'hydrolyse des protéines et de l'acide nucléique impliquent une dépense d'énergie. McGrew 

et Mallette (1962) ont passé en revue l'opinion de microbiologistes concernant les besoins en 

énergie de la cellule. Ces auteurs ont défini l'énergie de maintenance comme l'énergie requise 

pour compenser l'usure et les dommage causés par l'action d'agents physiques et chimiques 

dans la cellule, c'est a dire pour maintenir le statu quo. 

Pour maintenir son niveau d'activité, le bagage enzymatique doit se renouveller constamment. 

Selon les mesures effectuées, ce renouvellement est évalué entre 1 et 3%/h (Cozzone, 1981 ; 

Mason et Egli, 1993). Cette activité requiert de l'énergie qui constitue une partie de l'énergie 

de maintien selon certains auteurs (Masson et coll., 1986 ; Nystrom et Gustavsson, 1998). La 

demi-vie de certaines protéines peut être aussi courte que 30 minutes (Aizenman et coll., 

1996), tandis que la demi-vie de 1'ARNm peut varier entre une et 10 minutes (Ostling et coll., 

1993)- 



II est intéressant de noter ici que les protéines de sumie ainsi que lYARNm, produites au cours 

de la réponse stringente, auraient une demi-vie plus longue que celles qui sont produites au 

cours de la phase de croissance ( 6 ~ t l i . n ~  et coll., 1993). De plus, il a déjà été mentionné que 

durant la réponse stnitgente, le taux de synthèse des protéines tombe à seulement 24% du 

taux de production d'une bactérie en croissance. Par ailleurs, il a été démontré que le taux de 

renouvellement du peptidoglycan passe de 3040% par heure durant la phase de croissance à 

un niveau négligeable durant une phase de carence en carbone (Mason et Egli, 1993). On 

constate donc que le taux de renouvellement des macromolécules chute de façon importante 

au cours de la réponse shingente et que cela pourrait avoir une incidence sur l'énergie de 

maintien, 

Pour leur part, Tempest et Neijssel (1984) ont fait une revue de diverses données 

expérimentales et de la littérature pour évaluer comment on devrait définir ce paramètre. Ces 

auteurs considèrent que Ie renouvellement des diverses composantes macromoléculaires de la 

cellule ne constitue qu'une faible part de l'énergie requise pour le maintien de l'activité 

métabolique. Selon eux, le maintien de la force motrice de différents ions à travers la 

membrane peut constituer une part importante de l'énergie de maintien. De plus ces auteurs 

démontrent que cette dépense énergétique varie de façon importante en fonction du gradient 

ionique tram-membrane. Pour la bactérie E. d i ,  5 1 à 58% de l'énergie de maintien dépensée, 

l'est pour maintenir le potentiel énergétique de la membrane (Arbige et Chesbro, 1982). 

Encore une fois, la réponse shingente peut éventuellement exercer une influence sur l'énergie 

requise pour le maintien du potentiel osmotique et ionique de la cellule, puisque comme cela a 

déjà été mentionné, plusieurs modifications s'opèrent au niveau de la membrane. Nous avons 

mentionné, une augmentation de la capacité de transport des nutriments, une diminution de 

l'activité de la chaîne respiratoire, et u n  renforcement de la paroi peptidoglycan. 

Toutefois, toutes ces constatations ne nous permettent pas d'établir un lien direct entre la 

réponse m i ~ g e n t e  et des modifications de l'énergie requise pour le maintien de l'activité 

fonctionnelle de la cellule ou du statu g ~ o .  Toutefois, certains auteurs mentionnent que des 

cellules en phase de dormance (résultat de la réponse siringente), présentent une activité 

métabolique largement inférieure à celle de cellules «mortes >> (dead ceZZs), incapables de se 



diviser mais conservant une certaine activité métabolique (Kaprelyants et coll., 1993). De 

façon générale, il est suggéré dans la littérature qu'au cours de la troisième phase de la réponse 

stringente, le métabolisme de la cellule limite la dépense énergétique (Mason et coll., 1 986). 

2.5 Mort cellulaire 

Lorsque les conditions sont favorables à la croissance, E ,  coli semble immortelle. Toutefois 

lorsque les circonstances stoppent la croissance, les organismes procaryotes meurent 

effectivement (Nystrtjm, 1998). La recherche a démontrée dans les dernières années, que les 

organismes procaryotes ont développé des mécanismes d'adaptation dans des conditions de 

stress environnemental. Ces phénomènes incluent la sporulation, la formation de cysts, la 

formation de cellules viables mais non cultivables, et la proapoptosis ou mort programmée 

(Hochman, 1997). Il semble de plus, que les bacténes mutantes incapables de produire la 

réponse shingente meurent prématurément durant une carence (Nystrorn, 1998). Les 

mécanismes induisant la mort cellulaire ont donc été étudiés par plusieurs auteurs. 

La littérature révèle que les bacténes procaryotes produisent différentes toxines, pouvant en 

certaines circonstances, entraîner la mort de la cellule. En l'occurrence, Gerdes (2000) a 

identifié, chez plusieurs espèces de procaryotes, de nombreux gènes codant un couple 

toxine/antitoxine (TA). Selon le concept proposé, la toxine possède une demi-vie supérieure à 

celle de l'antitoxine. En l'absence d'expression du gène, une diminution de la concentration de 

l'antitoxine, laisserait libre cours a l'action de la toxine et causerait la mort de  la cellule 

(Yarmolinsky, 1995). Gerdes (2000) nomme entre autre, les couples CcdA/CcdB, 

Peml/PemK, RelBRelE et MazEMazF. Selon cet auteur, ces couples de TA agissent 

principalement comme régulateurs de l'expression génétique. La toxine CcdB inhibe l'ADN 

c a s e  (dé-enrouleur de l'ADN), la PemK inhibe la réplication de I'ADN et la RelE inhibe la 

traduction de lYARNm. A l'exception du gène mazEF, les gènes encodant un couple TA sont 

autorégulés par le complexe TA. Selon toute vraisemblance, l'expression de mazE et mazF est 

régulée directement par la concentration de ppGpp (Aizenman et coll., 1996). D'ailleurs, 

toutes ces toxines deviennent actives lors de carences en carbone ou acides aminés. Il semble 



de plus, que l'effet de ces toxines soit réversible grâce à l'antitoxine (Gerdes, 2000). Gerdes 

(2000) mentionne que la cible de MazF est mal connue, et que son action pourrait être du 

même type que les autres toxines. En revanche, les expériences menées par Aizenman et cou. 

(1996) démontrent l'effet bactéricide de la toxine MazF. 

Selon Aizenman et coll. (1996)' au cours d'une période de carence, le niveau de ppGpp 

augmente à cause de l'action de Rem. La ppGpp inhibe l'expression de mazE et mazF. Parce 

que MazE est une protéine instable, sa concentration diminue plus rapidement que celle de 

MazF, et alors MazF peut exercer son action toxique et causer la mort de la cellule. Dans les 

conditions expérimentales, après une augmentation brusque de ppGpp, seulement 1 5% des 

cellules ont survécu, MazE est dégradée par une enzyme de type protéase, et sa demi-vie est 

seulement de 30 minutes. Par contre, MazF est stable durant une période de 4 heures. Ces 

auteurs proposent que durant des conditions extrêmes, les gènes mazEF servent à déclencher 

un suicide altruiste, favorisant la survie des autres membres de la communauté. Cette 

hypothèse semble soutenue par Zambrano et coll. (1993). Selon ces auteurs, les populations 

de bactéries peuvent bénéficier de la mort programmée des cellules au cours de conditions de 

carence, si les cellules moribondes sont génétiquement programmées pour relâcher leurs 

constituants via la lyse et alors fournir du substrat pour la population en santé. Toutefois 

certains auteurs formulent d'autres hypothèses, 

Les deux principaux auteurs sur le sujet considèrent actuellement que les complexes TA visent 

principalement à protéger la cellule contre les agressions environnementales, sans 

nécessairement viser directement la mort de la cellule (Nystrorn, 1998 ; Gerdes, 2000). La 

mort de la cellule serait le résultat d'une trop grande expression du gène (Gerdes, 2000). 

Il est d'ailleurs possible de formuler d'autres hypothèses quant à l'utilité des complexes TA. 

Par exemple, des bacteries (E. coli) maintenues en carence depuis plusieurs jours ont été 

mélangées à de jeunes cellules et maintenues en carence. Dans ces conditions, les vieilles 

cellules semblent posséder un avantage sur les jeunes cellules, et les remplacent tandis que les 

jeunes cellules meurent. Cet avantage semble se maintenir même après plusieurs cycles de 

croissance exponentielle. Selon Zambrano et coll. (1993), cet avantage découle de mutations 



plutôt que d'adaptations physiologiques. Yarmolinsb (1995) mentiorne que la carence de E. 

CON induit chez une population moribonde un état d'hypemutation. Plusieurs enzymes de la 

famille endonucléase et leurs analogues méthylases font partie du groupe toxine/antitoxine. 

L'enzyme ADNméthylase o E e  une protection à l'ADN contre les attaques des enzymes 

endonucléases. Une diminution de la quantité des méthylases laisse libre action aux 

endonucléases, qui coupent le brin d'ADN et causent la mort de la cellule. Cet auteur ajoute 

que les dommages causés par les toxines sont éminemment réparables. Il semble donc que 

plusieurs des toxines mentionnées bloquent le processus de réplication de l'ADN ou lui 

causent des dommages. Cette situation déclenche la réponse SOS (Gerdes, 2000 ; Waker, 

1984), soit la transcription de protéines visant à effectuer des réparations sur les brins 

endommagés (Walker, 1984). Selon Walker (1984), de simples coupures sur le brin d'ADN ne 

semblent pas suffisantes pour entraîner des mutations. L'intervention de la réponse SOS 

semble favoriser les processus de mutations. 11 mentionne d'ailleurs que la réponse SOS 

semble favoriser les processus de mutation sur des bactéries domt l'ADN n'a pas été 

endommagé. Nystr6m (1 993) mentionne pour sa part que le chevauchement enue l'expression 

des protéines de survie en phase de carence et des protéines exprimées Bors de choc thermique, 

lors de dommage à l'ADN où lors de stress oxydant, semble indiquer qu'une carence en 

substrat entraîne non seulement la réponse shingente, mais aussi la réponse SOS. 

Ces observations m'amènent à formuler l'hypothèse qu'en phase de carence, une 

fragmentation (réponse siringente) et recombinaison (réponse SOS) répété du génome, 

favoriserait la formation de mutations. Celles-ci étant le Çuit du hasard, seraient souvent noxi- 

fonctionnelles et entraîneraient la mort de la cellule. Parfois c e s  mutations seraient 

fonctionnelles et il en découlerait éventuellement des adapta~ons aux conditions 

environnementales particulières. La suMe du patrimoine génétique en serait l'objectif 

ultime. D'ailleurs, plusieurs études semblent démontrer qu'en phase stationnaire' des 

mutations surviennent plus souvent, et peuvent donc être une réponse directe à des agressions 

enviro~ementales (Zambrano et coll., 1 993). Par ailleurs, durant la phase endogène, certaines 

espèces de bactéries photosynthétiques relâchent des particules de nucléoprotéines contenant 

des échantillons de leur brin d'ADN. Ces agents de transfert génétique CGTA) sont relâchés en 

une ou deux vagues lorsque la cellule entre en phase stationnaire. Les GTA relâchés par une 



espèce peuvent être repris par une espèce diffférente et contribuer à la formation de mutants. 

Toutefois ce processus est particulier à quelques espèces de bactéries (Hochman, 1997). 

Selon l'hypothèse formulée ci-dessus, la mort de la cellule serait le résultat d'un mécanisme 

avorté de mutation ou plus spécifiquement d'adaptation de la bactérie- Toutefois cette 

hypothèse n'est pas formulée directement dans la littérature. Cette hypothèse, comme celle du 

suicide altruiste, est difficilement vérifiable scientifiquement. Elle peut à certains points de 

vue relever davantage de la philosophie puisqu'elle tente de définir les objectifs des 

mécanismes plutôt que d'en faire une analyse basée sur des observations. 

Par ailleurs, certaines hypothèses avancent que l'action toxique des couples de TA devrait être 

arrêtée lorsque la densité de cellules est fai'ole, pour éviter la disparition complète d'une 

population. Selon les hypothèses formulées, l'expression du gène mazEF peut être contrôlé par 

d'autres régulateurs qui inhibent son action toxique à de faibles densités de cellules. Il semble 

que les cellules y parviennent en transférant une quantité d'uiformation via l'excrétion de 

diverses mixtures d'acides aminés, de peptides et de dérivés de l'homosérine lactone 

(Nystrijrn, 1998). La production d'homosérine lactone (HSL) . serait favorisée par 

l'accumulation de ppGpp. L'HSL semble s'accumuler dans Ia cellule au cours de la phase de 

carence. Cette molécule et ses d&vés agiraient comme inducteurs de systèmes sensibles à la 

densité des cellules. L'HSL stimule l'expression du gène VOS, LUI inducteur de la production 

de protéines de survie. Une fois acrylatée, elle pourrait être diffbsée au travers de la 

membrane, et alors servir de signal extra cellulaire. Les cellules auraient ainsi une indication 

sur la densité de la population (Huisman et Kolter, 1994). 

2.6 Conclusion 

En résumé, la biomasse présente des caractéristiques variables selon les conditions 

environnementales. Ainsi en phase de croissance la cellules exprime plus d'une centaine 

d'enzymes, et doit assurer continuellement le renouvellement de son bagage en 

macromolécules. En fait, plus de 140 protéines sont exprimées proportionnellement à la 



croissance et 33 le sont de façon inversement proportionnelle. Les protéines de survie 

augmentent la résistante de la cellule aux stress, et favorisent sa suvie. 

La réponse stringente exerce un contrôle global sur le métabolisme de la cellule et régularise 

le flot anabolique et catabolique pour prévenir la dégradation de matériel endogène et le 

gaspillage d'énergie. Ce contrôle peut s'exercer aussi durant la croissance tel que démontré 

par van Verseveld et coll. (1984). Jensen et Pedersen (1990) avancent d'ailleurs que la réponse 

stnngente régularise la vitesse du système de synthèse des protéines et de l'ARN, donc la 

vitesse de croissance de la cellule. Différents régulateurs contrôlent l'expression du bagage 

génétique et influent sur la cinétique de la catalyse. Entre autres, la quantité de ribosome 

s'ajuste à la disponibilité des acides aminés ce qui M u e  sur la cinétique. De façon générale, 

toute l'expression du matériel génétique peut être modifiée après seulement 20 minutes de 

carence, et après 6 heures de ce régime, le métabolisme limite la dépense énergétique. 

Les enzymes de la chaîne respiratoire sont réprimés par la réponse stringente pour protéger les 

macromolécules de l'effet des hyperoxydants. Ainsi, selon les modèles biochimiques proposés 

dans la littérature, il semble que le taux de respiration spécifique des cellules actives varie au 

cours d'une période de carence. Tel qu'exposé dans les chapitres qui suivent, les hypothèses 

sous-jacentes à la méthode de mesure du taux de dépérissement supposent que le taux de 

respiration spécifique de la biomasse demeure constant. La variation du taux de respiration 

spécifique de la biomasse active peut donc avoir une incidence sur l'évaluation de la constante 

de dépérissement. 

D'autre part, en phase de carence, la réponse sh.ingente déclenche des processus de mutations 

qui peuvent déboucher sur la mort de Ia cellule étant donné une accumulation de toxines. 

Ainsi, le dépérissement de la biomasse active serait une fonction dépendante de la présence de 

substrat. Le dipérissement durant la phase de croissance (en présence de substrat) serait donc 

différent du taux de dépérissement en phase endogène (en absence de substrat) tel que formulé 

dans les hypothèses du chapitre 1. 



CHAPITRE 3 

MODELES MA THEMA TIQUES REPR-TANT LA RESPIRA TlON 

ENDOGENE 

Dans le chapitre 2, divers processus métaboliques ont été passés en revue pour bien 

comprendre les mécanismes d'adaptation de la cellule. Or, a h  de bien comprendre la 

signification des constantes cinétiques dans le contexte expérimental, les méthodes de mesures 

ainsi que les modèles mathématiques y étant associés, sont passés en revue dans ce chapitre et 

dans le chapitre 4. 

Dans le domaine du traitement des eaux usées, on peut compter environ quatre modèles 

utilisés couramment. Ceux-ci décrivent la cinétique de croissance et de respiration endogène 

de la biomasse d'un point de vue macroscopique. Chacun de ces modèles est une 

représentation plus ou moins évoluée du concept classique de la respiration endogène. Chacun 

d'eux décrit l'évolution globale de la biomasse, puisque les mesures utilisées pour faire cette 

description se réferent à la masse d'organismes présents dans un système donné. 



3.1 Concept classique de respiration endogène 

En 1949, Monod (1949) effectuait des études sur la croissance des bactéries en phase 

exponentielle. Pour fin de simplification, les bactéries présentes dans le système étaient 

réputées être viables et de dimension uniforme ou standard (Monod, 1949). Ainsi la croissance 

pouvait être associée à l'augmentation du nombre de cellules et non pas à la croissance de leur 

masse spécifique. Ainsi, par hypothèse, Monod (1949) supposait que toute la biomasse 

produite au cours de la phase de  croissance était active. 

Le concept de respiration endogène n'a pas été introduit initialement par Monod (1949), car il 

considérait ce problème tout à fait différent de la croissance et insistait sur le fait qu'il devait 

être analysé de façon indépendante. 

Le concept de respiration endogène fut introduit par Herbert (1958). Ce concept tire son 

origine d'expérimentations effectuées en chémostat. La méthode expérimentale utilisée se 

réfëre aux caractéristiques générales de fa biomasse, c'est à dire de l'observation de la 

concentration de la biomasse et du substrat. Herbert (1958) a établi une relation linéaire entre 

le taux spécifique d'utilisation du substrat (qd= r(S)/X) et le taux spécifique de croissance (p) 

de la biomasse, et a observé que q,b est différent de zéro lorsque ,u est nul. Pour expliquer ce 

phénomène, il fut proposé que les micro-organismes respirent leur propres constituants 

cellulaires, phénomène qui se traduit mathématiquement par une vitesse de croissance 

négative (Kd OU pe) tel qu'illustré à la Figure 3- 1 (Herbert, 1958).  équation 3- 1 et l'Équation 

3-2 traduisent mathématiquement la Figure 3-  1 : 



Pour arriver à cette représentation mathématique, Herbert posait l'hypothèse que le coefficient 

de rendement demeurait constant pour toutes les mesures effectuées. Toutefois, une fois 

l'analyse complétée, il observe sur un bilan du carbone, qu'une plus grande partie du substrat 

carboné est respiré en COz lorsque p diminue. Cette observation peut impliquer que Y diminue 

avec p. 

Figure 3-1 Concept classique de respiration endogène (Adapté de Herbert, 1958) 

D'autre part, ce concept implique qu'il doit y avoir reproduction des cellules pour qu'il y ait 

consommation de  substrat, et disparition des bactéries pour qu'il y ait respiration endogène. La 

disparition de bactéries n'implique pas la formation de matériaux inertes. La quantité de 

biomasse produite est donc hypothétiquement entièrement active pour toutes les vitesses de 

croissance considérées. Du point de vue mathématique, en phase endogène la biomasse respire 

ses propres constituants cellulaires en CO2, et toute la biomasse restante demeure entièrement 

active. 

3 2  Fractionnement de la biomasse 

Ce concept basé sur le formalisme de Herbert (1958) est relativement semblable au précédent, 

mais ce modèle implique qu'une hct ion de la masse est constituée de particules inertes non- 



biodégradables de façon a mieux modéliser l'accu~ulation de solide dans le réacteur 

(Eckenfelder et Watkin, 1984). La biomasse fraîchement synthétisée est donc fiactionnée en 

une partie biodégradable (X>) et une partie inerte (Xi). L'ensemble de la biomasse est dors 

dégradable (Xd) dans des proportions variables tel que l'indique l'Équation 3-3 (Eckenfelder 

et Watkin, 1984): 

La fiaction inerte (XPn) s'accumule donc dans le réacteur avec ie dépérissement (b)  lorsque 

l'âge des boues (4) augmente. 

Ce concept fut largement utilisé au Québec avec BIOBAC (Desjardins, t986), et est repris 

dans le modèle ASM3 de lYiAWQ (Gujer et coll., 1999). Tel que proposé par Eckenfelder et 

Watkin (1984), dans ces modèles, la fiaction inerte des boues augmente avec l'âge de celles- 

ci. Dans ces trois modèles, 20% de la biomasse est transformée en matière inerte lors du 

dépérissement (fi = X',, = 0,2) et 80% est respiré en COz (Desjardins, 1 986 ; Eckenfelder et 

Watkin, 1984 ; Gujer et co11.,1999). Selon les méthodes utilisées avant 1986, le taux de 

dépérissement était mesuré sur différents réacteurs en croissance tel que proposé par Herbert 

(1958). Depuis l'introduction du modèle ASMl (Henze et coll., 1986), le taux de 

dépérissement est évalué sur une boue maintenue en condition de carence, étant donné que des 

phénomènes de régulation enzymatique, de sélection et de mutations ont été observés sur de la 

biomasse maintenue à différent taux de croissance dans des chemostats (Dykhuizen et Hartl, 

1983; Grady et coll, 1996). Pour l'évaluation des constantes du modèle ASMI, aucune 

vérification du taux de dépérissement n'est effectuée sur la biomasse en croissance. 

Le concept de fiactionnement de la biomasse implique lui aussi, diminution de la biomasse 

pour qu'il y ait respiration endogène. 



3.3 Concept de mort-régénération 

Ce concept se base sur le modèle de biomasse active proposé par Weddle et Jenkins (1 97 1). 

Encore une fois les équations proposées par Herbert (1958) sont à la base des équations de ce 

modèle (Henze et coll., 1986). Selon ce concept, la biomasse se subdivise en une fiaction 

inerte et une hction biodégradable, dont seulement une partie est constituée de biomasse 

active, c'est à dire de cellules aptes à métaboliser le substrat (Grady et Roper, 1974). La mort 

des cellules actives produit des matières biodégradables non actives ainsi que des matières 

inertes. 

Le modèle de biomasse active proposé par Grady et Roper (1974) a été adapté dans le modèle 

proposé par Dold et coll. (1980) qui est à l'origine du modèle ASMl. Ici, la mort de la cellule 

n'implique pas de respiration. Toutefois les constituants cellulaires biodégradables libérés par 

le dépérissement constituent un substrat uti1is.é par les autres membres de  la communauté. 

Ainsi la recroissance sur les substrats "endogènes " implique une respiration @old et 

COU., 1980). 

Or, en absence de substrat exogène, la respiratian peut être mesurée a l'aide d'un respiromètre 

et associée à la croissance sur les constituants libérés par la mort des cellules. La mesure 

respirométrique du taux de dépérissement en phase endogène est donc affectée par cette 

recroissance. On obtient le taux de dépénssernent réel (bH) par la transformation du taux de 

dépérissement observé (b selon l'équation mathématique suivante (Henze et cou., 1986): 

où f, et f, expriment respectivement la fiaction inerte réelle et observée de la biomasse 

produite tel que défini par l'Équation 3-5: 



Généralement la valeur de& retenue est une valeur théorique de 0'08 (Henze et coll., 1986). 

Mathématiquement, selon les paramètres définis dans ASM1, la respiration endogène 

s'exprime par la relation suivante (adapté de Vanroileghem et cou., 1999) ou YH est Ie 

coefficient de rendement de la biomasse sur le substrat, et le therme (1-YH) est la portion de 

susbstrat utilisé pour Ia production d'énergie, donc associé à la consommatin d'oxygène : 

La vitesse de croissance associée à cette respiration peut s'exprimer selon l'équation suivante : 

Équation 3-7 

Dans ce modèle, la respiration endogène implique une croissance et il semble nécessaire de 

connaître Ia fiaction active de la biomasse (XH) pour déterminer le taux de respiration 

spécifique. 

Toutefois comme la disparition de la biomasse est définie par l'équation du premier ordre 

suivante (adapté de Kappeler et Gujer, 1992): 

Équation 3-8 XH(t) =XHO * e-b'li*t 

il est alors possible de définir la respiration endogène au cours du temps en fonction de la 

biomasse active hétérotrophe présente au moment t = O en intégrant l'Équation 3-8 dans 

l'Équation 3-6 pour obtenir l'équation : 



Ainsi lorsqu'on effectue le rapport de la respiration au temps t et de la respiration au temps 

zéro* la pente de la droite sur le graphique présentant le logarithme de la respiration en 

fonction du temps, sera équivalente à b'H tel que défini par l'équation: 

où bYH est défini comme le taux de dépérissement apparent de la biomasse active hétérotrophe. 

3.4 Concept de maintenance 

Ce concept tire son origine de la même représentation graphique (Figure 3-1) que le concept 

classique, mais cette fois, à vitesse de croissance nulle, le substrat consommé est utilisé par la 

biomasse pour le maintien de ses fonctions vitales (Pirt, 1965) tel qu'ihstré à la Figure 3-2. 

- 
Cr 

Figure 3-2 Concept de maintenance (Adapté de Pirt, 1965) 



Ce concept est relativement différent des précédents en ce sens que la respiration endogène 

n'implique pas nécessairement la mort des cellules ou leur croissance. Dans le concept de 

maintenance, le substrat peut être consommé uniquement pour satisfaire les besoins 

énergétiques de la bactérie sans nécessairement impliquer une croissance (Pirt, 1965; Tempest 

et Neijssel, 1984 ; Masson et COU., 1986). Toutefois cette analyse fbt basée originalement sur 

une biomasse alimentée par un substrat exogène. Le modèle ne considérait aucune 

consommation de substrat endogène ou une décroissance de la biomasse- Pirt (1965) rejetait 

l'hypothèse d'une croissance négative proposée par Herbert (1958). 

Mathématiquement ce concept est décrit par les équations (Pirt, 1965): 

Équation 3-11 

Équation 3-12 

Équation 3-13 yo, =-= P P 
4 q~+4 rn  

Ces équations impliquent que les bactéries consomment du substrat pour d'autres .fins que la 

croissance (Y varie), et que leur mortalité est nulle. Ici toute la biomasse présente est 

considérée active. Cette approche h t  proposée pour sa vraisembIance du point de vue 

mécaniste, mais ne concorde pas avec les observations effectuées en chemostat puisqu'elle 

peut conduire à des concentrations de substrat négatives lors de faible croissance (Beefti.uk et 

d l . ,  1990). Il est intéressant de souligner que selon ce concept, du moins en période de 

croissance ou en phase stationnaire, il n'y a pas de mortalité des bactéries (bH = O). Cette 

observation semble être confirmée par Siegele et coll. (1 993)' qui mentionnent que la mortalité 

des bactéries semble pratiquement nulle en phase de croissance exponentielle. 

La respiration des substrats endogènes pour répondre aux besoins en maintenance, est une 

notion métabolique qui a été appliquée au modèle de Pirt plus tard. Donc en respiration 



endogène, la biomasse peut consommer ses propres constituants, subir une perte de masse sans 

impliquer de mortalité (Van Loosdrecht et Henze, 1999). Dans ce concept, la décroissance de 

la biomasse n'implique pas nécessairement une décroissance de la population, ce  qui constitue 

une différence importante par rapport aux autres concepts, surtout dans la durée du 

rétablissement d'un système qui a subi une période de carence (Van Loosdrecht et Henze, 

1999). 

3.5 Modèle base sur le bilan énergétique 

Dans les faits, le modèle proposé par Herbert (1958), où le taux de dépérissement de la 

biomasse demeure constant peu importe les conditions abiotiques, implique que les bactéries 

consomment leur propre protoplasme pour subvenir à leurs besoins en énergie de 

maintenance, et ce en présence de substrat en excès. Il semble que ce modèle concorde avec 

les observations expérimentales, mais qu'il n'ait aucune signification du point de vue 

métabolique. Selon les équations du modèle, il en découle que les paramètres pmar  , pe, Y sont 

considérés constants (Beeftuik et coll., 1990). 

Pirt (1965), en se basant sur le même type d'observations que Herbert (1958), fait une 

interprétation différente des résultats et propose un modèle incluant l'énergie de maintien. Ce 

concept implique que la mortalité des bactéries est nulle en toute circonstance, et qu'eues 

consomment du substrat pour d'autres fin que la croissance (Y varie). Cette approche fut 

proposée pour sa vraisemblance du point de vue mécaniste, mais ne concorde pas avec 

certaines observations effectuées en chemostat (Beeftuik et coll., 1990). 

Beeftink et coll. (1990) concilient ces deux concepts en suggérant des équations qui incluent 

des fonctions de saturation (Mo, Ml, et M2) sur les taux de dépérissement de la biomasse de 

Herbert, et sur la constante représentant l'énergie de maintien (Mm) de Pirt. Le modèle proposé 

par Beeftink et coll. (1990) est présenté mathématiquement par l'Équation 3-14 et Équation 

3-15. 



Si MI et A4j sont égaux à zéro, on obtient le modèle de Herbert. En revanche si ils sont égaux à 

un, on obtient le modèle de Pirt. 

En résumé, ce modèle fait les hypothèses suivantes : p o b d a )  = P- 

p e ( 4  = o 
~ o b s ( 0 )  = F e  

qobs(0) = 0 

Les auteurs considèrent que cette conceptualisation mathématique est davantage représentative 

du métabolisme de la cellule. En preuve, ils effectuent un bilan énergétique sur la production 

d'ATP à partir du modèle proposé, tel qu'illustré à la Figure 3-3. Selon la représentation des 

auteurs, ie catabolisme se divise en deux parties, soit le catabolisme de croissance, qui fournit 

l'énergie nécessaire à la synthèse, soit le catabolisme de maintenance, qui fournit de l'énergie 

pour le maintien des fonctions vitales. Le flot dYATP requis pour le maintien des fonctions 

vitales, représenté par la fonction 6, est la somme de I'ATP produit par la fonction de 

maintenance M2*Mm (P(S)) et du dépérissement (1-M[)*p, (y(S)). La répartition du flot 

métabolique entre P(S) et y(S) dépend de la disponibilité du substrat. 

Ils soutiennent que l'approche est plus mécaniste, même si les hypothèses sous-tendent que le 

bagage dlATP d'une bactérie demeure constant et que les pertes d'énergie dans les processus 

de transfert sont négligeables. Aucun calage du modèle n'est effectué sur des d o ~ é e s  

expérimentales. Toutefois, étant donné que ce modèle intègre les équations de Herbert, on peut 

présumer qu'il concorde aux données expérimentales, du moins aussi bien que le modèle 

proposé par Herbert. 



Notons que, dans ce modèle, Ie taux de dépérissement varie en fonction de la disponibilité du 

substrat, ce qui a une influence directe sur l'évaluation de la quantité de biomasse active 

présente dans un système donné. 

Substrat 

Consommation 

q o b m  

Catabolisme de 
maintenance 

Figure 3-3 Schéma des voies métaboliques (Adapté de Beeftink et cou., 1990) 

3.6 Conclusion 

On constate donc qu'il est possible d'élaborer diffients modèles en se servant des mêmes 

observations. En fait, pour chacun des modèles présentés, le formalisme dépend des méthodes 

de mesure. Celles-ci déterminent les paramètres observables, donc toute la représentation de la 

cinétique. Ainsi, l'évolution des différents modèles repose principalement sur notre capacité a 

distinguer les caractéristiques intrinsèques de la biomasse. 

L'étude des méthodes expérimentales et analytiques usuelles s'avère donc un outil essentiel 

pour l'élaboration d'une nouvelle méthode expérimentale. 



CHAPITRE 4 

MESURE DU TAUX DE DÉPÉRISSEMENT EN PHASE ENDOGÈNE 

Le chapitre qui suit présente une revue des méthodes de mesures de la constante de 

dépérissement de la biomasse active hétérotrophe. L'étude se limite aux méthodes proposées 

dans le contexte du modèle mathématique ASMl. Ce modèle est parmi les plus récents, et est 

largement utilisé dans le domaine de la recherche scientifique pour la modélisation de 

procédés de boues activées, 

Comme cette analyse est effectuée dans le contexte du modèle ASM1, la symbolique et les 

méthodes d'évaluation des constantes proposées par 1'LAWQ seront donc utilisées de façon 

préférentielle. La description générale de ce modèle est donnée en annexe E. Toutefois dans le 

but d'alléger le texte, le symbole b~~~~ se référera au t a u  de dépérissement de la biomasse 

active hétérotrophe en absence de substrat exogène, ou en respiration endogène, et bHcmi, se 

rapportera au taux de dépérissement de la biomasse active hétérotrophe en phase de 

croissance, en présence de substrat exogène. 



4.1 Méthode de mesure du taux de dépérissement de /a biomasse active 
hétérotrophe 

Les techniques d'évaluation des constantes cinétiques les plus récentes sont basées sur la 

mesure de la respiration de la biomasse, et sont dites techniques respirométrique. De plus, 

pour les modèles dynamiques ASM, différentes méthodes de mesure peuvent être utilisées 

pour déterminer une même constante (Vanrolleghem et coll., 1999). 

Les deux principales méthodes d'évaluation du taux de dépérissement de la biomasse 

hétérotrophe sont basées sur la mesure de la respiration de la biomasse placée en conditions de 

jeûne, au cours d'une période de plusieurs jours. Plus précisément, la biomasse est placée dans 

un réacteur en cuvée, et privée de tout substrat exogène durant toute la période de 

caractérisation du taux de dépérissement. Le dépérissement de la biomasse active hétérotrophe 

est alors décrit par l'équation (adapté de Kappeler et Gujer, 1992) : 

Selon les hypothèses foxmulées dans les modèles ASM, la constante bH obtenue sur une 

biomasse en phase endogène, peut être utilisée pour une biomasse en phase de croissance. 

La première méthode d'évaluation du taux de dépérissement consiste à mesurer la respiration 

endogène de la biomasse en carence de substrat carboné, et la seconde mé@ode consiste à 

placer en contact la biomasse en carence avec un substrat exogt'ne en excès, et a mesurer la 

respiration maximale. 

4.2 Méthode endogène 

Cette méthode est basée sur la respiration endogène de la biomasse carencée en substrat 

exogène au cours d'une période de plusieurs jours consécutifs. Or, en absence de substrat 



exogèney la respiration peut être mesurée à l'aide d'un respiromètre et associée à la croissance 

de la biomasse active hétérotrophe sur les constituants cellulaire libérés par la mort des autres 

cellules. Mathématiquement, selon les paramètres définis dans ASM1, la respiration endogène 

s'exprime par la relation (Vanrolleghem et al., 1 999) : 

Par hypothèse, on suppose que le taux de respiration spécifique de la biomasse demeure 

constant durant la phase endogène. Cette hypothèse est formulé par l'Équation 4-2 remaniée 

de la façon suivante : 

On sait que rOze& demeure constant puisque par hypothèse, les paramètres 6, YH et bH 

demeurent constants au cours du processus de respiration endogène @old et coll., 1980). 

D'ailleurs, Dold et coll. (1 980) proposent une vdeur de rOZendxH égale a 0,285 mg 02/d/mg 

DCOxactive- 

Ainsi la décroissance de la respiration dans le temps donnera une indication de la diminution 

de la densité de la popuIation active dans le réacteur. Tel que proposé à la section 3.3, le taux 

de dépérissement peut être obtenu de la pente de la droite défüiie par l'équation : 

Le taux de dépérissement réel est obtenu à partir de l'Équation 3 4  et de l'Équation 3-5. 



4.3 Méthode exogène 

Tel que mentionné à la section 4.2, la respiration est proportionnelle à la biomasse active 

présente dans le réacteur. D'autre part, en présence de substrat en excès, on sait que la 

respiration n'est pas limitée par le substrat et devient proportionnelle à la biomasse présente 

(Vanrolleghem et coll., 1999). À ce moment, la respiration maximale de la biomasse active 

hétérotrophe peut être décrite par l'équation (Vanrolleghem et coll., 1999): 

Le taux de respiration spécifique maximal de la biomasse active hétérotrophe peut donc être 

défini par l'Équation 4-5 remaniée de la façon suivante : 

Encore une fois, par hypothèse, le taux de respiration spécifique maximal de la biomasse 

demeure constant dans la mesure ou p* et YH demeurent constants durant la période de 

jeûne. 

Ainsi, pour des échantillons prélevés quotidiennement dans le réacteur, auxquels on foumit 

une quantité adéquate de substrat, le taux de respiration peut dors être décrit en combinant 

~ 'É~uat ion 4-1 avec l'Équation 4-5 pour donner : 

et alors le logarithme de l'équation précédente donne : 



et tel qu'illustré à la Figure 4-1, la pente de la droite sur la représentation graphique de In 

raz- en fonction du temps, donne byHmd Le taux de dépérissement réel, est obtenu à partir de 

l'Équation 3-4 et l'Équation 3-5. 

t 

Figure 4-1 Taux de dépérissement endogène (bHend) 

4.4 Conclusion 

La constante bW obtenue sur une biomasse en phase endogène est utilisée dans le modèle 

pour une biomasse en phase de croissance. On suppose que le taux de respiration spécifique de 

la biomasse active hétérotrophe demeure constant durant la phase endogène puisque par 

hypothèse, f ,  YH, et bH demeurent constants. Ainsi la décroissance de la respiration 

dans le temps donnera une indication de  la diminution de la densité de la population active 

dans le réacteur. 



CHAPITRE 5 

MÉTHODE D'ÉVALUA TION PROPOSEE DU TAUX DE DEPERISSEMENT EN 

PHASE DE CROISSANCE 

Tel que déjà mentionné, l'expérimentation vise à effectuer une mesure différentielle du taux 

de dépérissement de la biomasse active hétérotrophe. Au chapitre 4, les méthodes et 

hypothèses associées à la mesure du taux de dépérissement de la biomasse active hétérotrophe 

en phase endogène (bHend) ont été passées en revue. 

Selon les hypothèses formulées dans les modèles ASM, la constante bH obtenue sur une 

biomasse en phase endogène, peut être utilisée pour une biomasse en phase de croissance 

(Henze et coll., 1986). Toutefois selon certains auteurs, les paramètres mesurés incluent 

différents processus métaboliques qui peuvent varier, mais qui sont, par hypothèse, considérés 

constants au cours des processus de mesure (Henze et coll., 1995; Grady et coll., 1996 ; Van 

Loosdrecht et Henze, 2999 ). Or, ces ajustements peuvent avoir une incidence sur l'évaluation 

des constantes cinétiques. Donc, il est nécessaire d'évaluer si ces ajustements métaboliques 

ont une influence sur l'évaluation des constantes, et s'il y a lieu, de définir dans quel sens leur 

influence s'exerce. En fait Ia question posée ici, est de savoir si le taux de dépérissement de la 

biomasse active hétérotrophe (&), demeure le même durant la phase de croissance et durant la 

phase endogène. 



Donc, dans ce chapitre, sera effectué un examen des voies potentielles visant à évaluer le taux 

de dépérissement de la biomasse active hétérotrophe en phase de croissance ( 6 ~ ~ ~ 0 ~ ) .  Pour ce 

faire, il est nécessaire de construire des équations mathématiques à partir des équations 

associées aux méthodes de mesures pour isoler la constante &,,,,. Les méthodes d'évaluation 

de bxCtOis étudiées devraient naturellement être basées su. une biomasse en phase de 

croissance, c'est à dire alimentée en substrat. 

Or, les systèmes alimentés en substrat peuvent être de deux types, soit de type cuvée, 

impliquant une évolution dynamique de la biomasse et du milieu, soit de type chemostat, 

impliquant des conditions quasi stationnaires et peu de changements des paramètres biotiques 

et abiotiques. 

5.7 Croissance en cuvée 

Les systèmes de croissance en cuvée consistent à introduire de la biomasse (Xo) dans un 

bassin de substrat (So) selon un rapport So/Xo>2 (Spérandio, I.998). Tous les éléments 

nutritifs sont présents en excès de même que la concentration en oxygène dissous. Le fort 

rapport SoKo favorise alors une croissance importante de la biomasse, et si le rapport est 

adéquat, il permet de caractériser le taux spécifique de croissance maximal (p-) de la 

biomasse. Ainsi, en phase de croissance exponentielle l'évolution de la concentration de la 

biomasse est évaluée par l'équation (adapté de Kappeler et Gujer, 1992) : 

Comme la respiration dans ce cas n'est limitée ni par le substrat, ni par l'oxygène. l'équation 

utilisée décrire la respiration devient : 



Dans cette équation, on peut associer le taux de dépérissement au taux bflcrobi puisque la 

mesure s'effectue sur une biomasse en croissance. Lorsqu'on tente de simplifier l'équation de 

Ia façon suivante : 

on constate que p~~~ et b ;ICroir sont difficiles à dissocier par la représentation logarithmique 

de r02 en fonction du temps. En effet, il est n6cessaire de connaître p,, POUT déterminer 

b 'HCrais et vice versa. 

Alternativement, si l'on tente d'obtenir une culture dont la croissance observée est nulle 

@*=b IH), c'est à dire que la culture est alimentée avec un substrat concentré de façon à ce que 

r02(i) ainsi que le volume du réacteur V, demeurent constants, alors l'Équation 5-3 devient 

égaie à zéro. Ainsi, p~ = b et Bc tend vers l'infini. Les paramètres et b ;icro, 

demeurent mathématiquement indissociables ou non identifiables. Cette alternative ne 

constitue donc pas une solution pour isoler b IHCrO3. 

La méthode de croissance en cuvée laisse donc peu de possibilités pour évaluer bHcmis. 

5.2 Croissance en chémostat 

Les cultures en chémo~tat consistent à entretenir une biomasse dans un réacteur en l'alimentant 

en substrat selon un débit contrôlé et continu. La biomasse produite en excès est évacuée du 



réacteur avec l'effluent. Le taux de croissance de la biomasse atteint alors un équilibre et la 

concentration de micro-organismes demeure constante. 

Sur des réacteurs de type chémostat, pour évaluer les constantes cinétiques de la biomasse, 

plusieurs auteurs ont utilisé la méthode d'alimentation échelonnée (square wave method) 

(Vanrolleghem et colt., 1999). La Figure 5-1 présente la variation typique du taux de 

respiration (rO2) lors de l'arrêt de l'alimentation en substrat soluble, 
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Figure 5-1 Variation du taux de respiration lors d'une alimentation échelonnée 

Pour un système à l'état d'équilibre, la quantité de biomasse active hétérotrophe évacuée à 

l'effluent donnera le coefficient de rendement observé selon l'équation : 

Algébriquement, on peut tenter d'isoler le taux de dépérissement et on obtient l'équation : 



II est possible aussi de représenter graphiquement (yw)-' en fonction de &/Yn pour obtenir 

une droite de pente b 'HCfOis en manipulant l'équation de la façon suivante : 

Ii faut donc déterminer Yobr et YH pour obtenir le taux de dépérissement bh,. 

Pour déterminer YH, sur un substrat entièrement soluble, il est possible de déduire à partir de la 

chute du taux de respiration lors de l'arrêt de l'alimentation, le coefficient de rendement 

suivant l'équation (Vanrolleghern et coll., 1999) : 

Toutefois Yobs ne se mesure pas directement car il est nécessaire de connaître la concentration 

de biomasse active hétérotrophe (XH) à l'effluent du réacteur pour le déterminer. Lorsqu'on 

effectue un bilan massique sur les micro-organismes pour un réacteur à mélange complet sans 

recirculation à l'état d'équilibre, on obtient : 

Accumulation = Entrée + Sortie + Croissance = O 



Si la concentration de biomasse active à l'affluent est nulle alors on peut faire l'égalité 

suivante : 

Ainsi à l'équilibre on obtient la relation : 

Équation 5-10 Vr *(&-b1,-)*X, =Q,*Xfi  

Et on sait que XHe = XH dans le réacteur. Selon l'Équation 5-10, pour connaître XH, il est 

nécessaire de comaitre b 'HCrOk. 

En combinant le bilan massique avec le bilan sur le substrat on obtient : 

Il faut donc déterminer XH pour connaître et en déduire bHcrok. Comme les équations 

usuelles définissant XH impliquent que ba est connu (Kappeler et Gujer, 1992 ; Vanrolleghem 

et coll, 1999)' il faut donc déterminer XH par une méthode indirecte. 

Comme nous pouvons le déduire de l'Équation 4-2 et de l'Équation 5-1, l'équation définissant 

la respiration dans un réacteur endogène en cuvée donne : 

Alon en manipulant l'Équation 5-12 on obtient : 



Si on fixe t comme le temps écouIé depuis le transfert des boues du chémostat dans le réacteur 

en cuvée endogène, alors la biomasse Xm de l'Équation 5-13 est équivalente à la biomasse XH 

de l'Équation 5- 1 1. ~ r a ~ h i ~ u e m e n t  l'ordonnée à l'origine (In rOZend)0 de la droite de pente 

b lH, pourra donner à l'aide de 17Équation 5-13, la concentration de la biomasse active 

hétérotrophe (Xm) à t = O. Ainsi l'évduation de XH nous permet d'évaluer Y& et 

subséquemment b ~ ~ ~ ~ , .  

Toutefois cette hypothèse n'est valide que dans la mesure où p~~~ , YH et Kh (& est éliminée 

lors de simplifications des équations (Keesman et coil., 1998) ) demeurent inchangés durant la 

phase de croissance et la phase endogène. En d'autres termes, les ajustements métaboliques 

qui se produisent lors de la phase endogène ne doivent pas avoir d'idluence sur la mesure des 

différents paramètres. Dans le cas contraire, la concentration de biomasse active hétérotrophe 

initiale calculée (XHO), ne sera pas équivalente à la concentration de la biomasse active 

hétérotrophe à l'effluent du chémostat (&3 et la méthode proposée ne pourra pas être retenue. 

5.3 Conclusion 

Les méthodes de calcul basées sur les systèmes de croissance en cuvées ou a croissance 

exponentielle, ne semblent pas déboucher sur une méthode expérimentale qui nous permettent 

d'isoler le taux de dépérissement au cours de la phase de croissance (b-is). 

Les méthodes de calcul basées sur les systèmes à croissance en chémostat (croissance 

constante) peuvent éventuellement nous permettre d'isoler la constante du taux de 

dépérissement de la biomasse active hétérotrophe en phase de croissance seulement par des 

méthodes indirectes. Il semble nécessaire d'évaluer la concentration de la biomasse active 

hétérotrophe dans le chémostat (XH) ((Équation 5-13), pour ensuite évaluer le coefficient de 



rendement observé (YHobs) (Équation 5-1 l), et par la suite en déduire le taux de dépérissement 

au cours de la phase de croissance (bHcrok) (Équation 5-5). Cette méthode devrait donc être 

retenue pour vérifier si bHcroir est diffkent de bHend tel que proposé au début de ce chapitre. 

Les expérimentations consisteraient à effectuer une cdture en chémostat pour déterminer YHobs 

et bHcmir, suivi d'un essai en phase endogène pour déterminer XH, valeur préalablement requise 

au calcul des deux autres constantes. 

Toutefois pour que cette avenue soit envisageable, il faut que les ajustements métaboliques qui 

surviennent durant la phase de respiration endogène n'influent pas sur Ia mesure des 

constantes cinétiques. Une étude des ces ajustements métaboliques et une phase 

d'expérimentation doit donc être effectuée pour vérifier l'influence de ceux-ci sur l'évaluation 

des constantes cinétiques. Ainsi, préalablement à une expérimentation visant à vérifier la 

variation du taux de dépérissement, il semble nécessaire d'effectuer une expérience visant 

simplement à vérifier si les ajustements métaboliques exercent une iduence significative sur 

l'évaluation du taux de dépérissement, ainsi que sur l'évaluation de la concentration de la 

biomasse active hétérotrophe initiale de I'essai. La description de cette méthode sera effectuée 

au chapitre 6. 



CHAPITRE 6 

Comme nous l'avons vu, différeots ajustements métaboliques se produisent au cours de la 

respiration endogène' et la constante de dépérissement mesurée inclut différents phénomènes. 

Ces demiers ne contribuent pas nécessairement à la diminution de la quantité de biomasse 

« vivante », mais incluent potentiellement une diminution du pouvoir respiratoire de la 

biomasse, ainsi que différents processus de sporulation ou de dormance des bactéries. 

Considérant ces divers phénomènes, il devient nécessaire d'évaluer leur influence potentielle 

sur les mesures expérimentales obtenues par respirométrie avant d'envisager une mesure 

différentielle du taux de dépérissement. 

L'objectif des essais expérimentaux visera donc à évaluer l'influence des ajustements 

métaboliques sur les méthodes expérimentales proposées par respirométrie. Ces méthodes 

cherchent à déterminer le coefficient de dépérissement de la biomasse active hétérotrophe, et a 

évaluer la concentration initiale de la biomasse active hétérotrophe de l'essai, selon l'Équation 

5- 13. Le taux de dépérissement sera donc évalué par les méthodes respirométriques proposées 

dans le cadre du modèle ASM 1, soit par mesure de la respiration endogène (rOlend), soit par 

mesure de la respiration maximale (rOr,,,)- 

Des essais évaluant l'activité de l'enzyme déshydrogénase (DHA) seront aussi utilisés pour 

évaluer le taux de dépérissement de la biomasse, et ainsi établir une corrélation entre cette 

méthode et la respirométrie. Cette enzyme a été sélectionnée parce qu'elle présente 



généralement une bonne corrélation avec la respiration (Awong et coll,, 1985 ; Klapwijl et 

coll., 1974 ; Trevors, 1984). De plus comme elle présente une bonne corrélation avec l'activité 

anaérobie (Chung et Neethling, 1989), elle peut représenter l'activité de tout le système de 

transport d'électron, donc de l'ensemble de l'activité métabolique de la cellule. De plus, 

durant une carence en carbone, l'augmentation de la quantité de ménaquinones par rapport aux 

ubiquinones, combinée à la répression de la synthèse des enzymes associés au cycle de Krebs, 

indique que les DHA autres que les WH-déhydrogénases augmentent en importance pour 

les bactéries en carence puisque le transport d'électron du NADH vers l'oxygène ne peut se 

faire par l'intermédiaire des ménaquinones (Nystfirn, 1994b). La DHA a donc été 

sélectionnée comme indicateur d'un déplacement de l'activité enzymatique tel que proposé à 

la section 2.3, et ainsi vérifier une diminution éventuelle de la respiration de la biomasse sans 

impliquer le dépérissement de celle-ci. 

La mesure de t'activité de la DHA a été largement utilisée pour évaluer l'activité de boues 

activées (Richards et coll., 1984 ; Ford et coll, 1966 ; Patterson et coll., 1969 ; Teuber et 

Brodisch, 1977 ; Lenhard et Nourse, 1964; Klapwiijk et COU., 1974 ; Goel et coll., 1998 ; 

Nybroe et coll., 1992 ; Awong et coll., 1985). La DHA est constitutive et localisée en amont 

de la chaîne respiratoire. Elle transfert l'électron associé au proton (HO) du NADH à une flavo- 

protéine de la chaîne respiratoire (Neidhardt et coll., 1987 ; Patterson et coll., 1969). Le p- 

iodonitrotetrazolium violet (INT) est un accepteur d'électron qui est utilisé pour mesurer 

l'activité de l'enzyme DHA. Le INT intercepte l'électron à la place de l'oxygène, et une fois 

réduit, forme du triphénilformazan (TF) de couleur rouge. L'activité de l'enzyme est mesurée 

par absorbance du TF, à la longrieur d'onde 490 Fm, sur un parcours de un centimètre. Un 

protocole détaillé est donné à l'annexe B.4. 

L'écart entre les valeurs de taux de dépérissement de la biomasse active hétkrotrophe obtenues 

par Les différentes méthodes, pourra nous donner une indication de l'influence des ajustements 

métaboliques, à savoir, si ces ajustements ont un effet mesurable dans les processus 

d'évaluation des constantes. Cette étape préalable à une expérimentation visant à évaluer 

b ~ ~ ~ ~ ~ ,  est nécessaire a£ïn de déterminer si le degré de précision de la méthode proposée 



s'avère suffisant pour évaluer un diffkentiel du taux de dépérissement ( d b ~  = b ~ ~ r ~ ~ ~ ~ ~  - 

bnendogiée) statistiquement signincatif 

L'analyse des résultats expérimentaux obtenus visera donc principalement à déterminer si la 

méthode proposée au chapitre 5 est valable, compte tenu des ajustements métaboliques 

pouvant survenir en phase de carence, et suffisamment précise pour évaluer un différentiel du 

taux de dépérissement (Abx = bilcroissance - b ~ e n d o ~ n e )  

Les vérifications expérimentales visent donc à déterminer la précision de la méthode utilisée 

pour évaluer la concentration de la biomasse active hétérotrophe (XH)- Celle-ci est estimée à 

partir de l'ordonnée à l'origine de la droite de régression du taux de respiration endogène 

(Équation 5-13). Si la précision obtenue est suffisante, de nouveaux essais pourront être 

entrepris pour vérifier si bHcroiî est différent de bmd- La valeur de XH obtenue par cette 

méthode, nous permettra éventuellement de déterminer Yobs et enfin b ~ c r o ,  dans un chémostat. 

Pour effectuer ces vérifications, deux séries d'expénences ont été effectuées. La première série 

a été réalisée à l'université Laval avec des boues provenant de la station d'épuration 

municipale de Bernières. La seconde série d'expériences a été menée au Laboratoire 

d'Ingénierie des Procédés de l'Environnement (LIPE) à l'Institut National des Sciences 

Appliquées de Toulouse (INSAT). Les boues utilisées ont été prélevées à ta station 

d'épuration municipale de Ginestous. Un rapport de stage (Lavallée, 2000) a d'ailleurs été 

déposé et traite des travaux effectués au LPE. L'information contenue dans ce rapport se 

trouve en grande partie transcrite dans le présent document. 

6.1 Dispositif expérimental 

6.i.l Système de réacteurs 

Pour effectuer la mesure du taux de dépérissement de la biomasse active hétérotrophe, celle-ci 

est maintenue en condition de carence durant toute la période d'expérimentation dans des 



réacteurs en cuvée. Plusieurs réacteurs, contenant une fiaction de la biomasse prélevée en 

station, ont été utilisés en parallèle pour former des duplicatas ou triplicatas. 

Les réacteurs sont maintenus à 20°C par des cryoplongeurs raccordés en série dans lesquels 

circule de l'eau thermorégulée par un cryostat. La biomasse est maintenue en suspension soit 

par l'agitation induite par l'aération, soit des agitateurs mécaniques. La concentration 

d'oxygène dissous est maintenue entre 5 et 8 mg/l par des diffuseurs perforés alimentés par Le 

réseau d'air pressurisé du laboratoire. Le débit d'air est contrôlé par des régulateurs. Le pH est 

mesuré et contrôlé durant toute la période d'expérimentation à une valeur de consigne. Le 

Tableau 6-1 indique quel type de réacteurs ont été utilisés dans chacune des deux 

expérimentations, ainsi que les particularités de chacun. 

Tableau 6-1 Description des systèmes de réacteurs 

Réacteurs 

Volume 

Mode d'agitation 

Contrôle du pH 

Solution 

Themorégulation 

Université Laval 
Boues de Bemières 

3 unités cubiques 

20 litres 

Aération 

Manuel 
Consigne à 
pH 7 -t 0,2 

Na2C03 1,Oh 

Cryoplongeurs 
raccordés en série 

19-9°C * 0.2 

INSAT 
Boues de Ginestous 

2 unités cylindriques 

IO litres 

Agitateur mécanique 
Type Rushton 

48 TPM 
Contrôleur Consort 

Sans nitrification 
Consigne à pH 7'6 

Avec nitrification 
Consigne à pH 7,2 

NaOH O, 1 M 
HC1 O, 1 M 

Cryo plongeurs 
raccordés en série 

21°C d= 1 

2 unités cylindriques 
type respiromètre 
Unité- l : 2,s litres 
Unité-2 : 5,O litres 

Agitateur mécanique 
Type Rushton 

200 TPM 
Contrôleur Consort 

Sans nitrification 
Consigne à pH 7,6 

Avec nitrification 
Consigne à pH 7,2 

NaOH O, 1 M 
HCI 0,lM 

Double enveloppe 



6.1.2 Cellule respirométrique 

Tous les essais de respirométrie sont effectués en cellule fermée sur les gaz et les liquides. Ce 

respiromètre est de type LSS tel que décrit par Spanjers et coll. (1998). Dans ce type de 

respiromètre, la décroissance de la concentration en oxygène est proportiomelle à la 

respiration des bactéries. Les cellules utilisées ont une capacité de 250 ml et la température y 

est maintenue à environ 20°C grâce à une double enveloppe alimenté en eau thermostatée par 

un cryostat, La cellule respirornétrique est raccordée en série au système de régulation de 

température et en amont des réacteurs. La boue à l'intérieur de la cellule est agitée grâce à un 

barreau aimanté et un agitateur magnétique ajusté à 700 tpm. Une sonde polarographique 

(YSI-53), ou galvanique (WIW- CelIox 325), selon expérience effectuée, est inskée dans la 

cellule pour mesurer la concentration en oxygène dissous. La sonde est couplée à un oxymètre. 

Le Tableau 6-2 indique la marque et le modèle des équipements utilisés selon le lieu de 

l'expérimentation. Selon l'installation utilisée, l'oxymètre pouvait être relié ou non à un 

ordinateur de type 486 SX. L'opérateur ou le PC procédait à l'acquisition des données durant 

la manipulation. Une valeur de la concentration en oxygène dissous est enregistrée selon 

l'intervalle indiqué au Tableau 6-2. Le taux de respiration est tiré de la pente de la droite de 

régression des points enregistrés. Les méthodes proposées par Vanrolleghem et coll. (1999) 

ont été utilisées pour le calculs des coefncients cinétiques. Les Figure 6-1 et Figure 6-2 

présentent les systèmes de respirométne utilisés. 

Tableau 6-2 Liste de l'instrumentation utilisée pour la respirométrie 

Instrumentation 1 Universiti Laval 
1 Boues de Bernières 

Sonde 1 YSI-53 

Oxymètre 1 YSI-53 

Lecture 1 Analogique 

Enregistrement des données 
Intervalle d'enregistrement 1 2 minutes 

INSAT 
Boues de Ginestous 

W ï W  OXY 538 

Numérique 

PC-486 SX 
10 ou 20 secondes 



Figure 6-1 Cellule de respirométrie utiiisée au LIPE de 191NSAT 

Figure 6-2 Cellule de respirométrie utiüsée à l'université Laval 



6.2 Protocole de mesure de la respirafion 

6.2.1 Cellule respirométrique 

Quotidiennement, un essai respirométrique est effectué sur un échantillon de 300 ml de Liqueur 

mixte pour chaque réacteur. Tel qu7i11ustré à la Figure 6-3, successivement on effectue la 

mesure de la respiration endogène totale (pente 1), de la respiration autotrophe maximale après 

injection dans la cellule de 5 mg NI& (pente 2-pente 3), de la respiration endogène 

hétérotrophe après injection de 5 mg de allylthiourée (Am; produit 9500-Merk Index, 

Budavari et coll., 1996) (pente 3) et de la respiration hétérotrophe maximale après injection 

de 1 ml d'un substrat carboné (pente 4). 

Dans le cas des essais effectués a l'université Laval sur les boues de Bernières, seulement les 

pentes 3 et 4 ont été mesurées tel qu'indiqué au Tableau 6-3. La réponse de cette biomasse sur 

divers substrat a été vérifiée préalablement à l'établissment du protocole. La réponse de la 

biomasse et le protocole utilisé sont donnés à l'annexe A.2 et A.3. 

L'acquisition des données se fait suivant la période indiquée au Tableau 6-3, ou jusqu'à 

l'ocurrence d'une chute en 0 2  de 4 mg0 pour chaque pente. 

Tableau 6-3 Protocole de mesure de la respiration 

Instrumentation 

Respiration mesurée 

Substrat autotrophe 

Substrat hétérotrophe 

IntervaHe d'enregistrement 
Période d'acquisition 

Méthode de saturation en O2 

Université Lavai 
Boues de Bernières 

Endogène hétérotrophe (3) 
Maximale hétérotrophe (4) 

NH4C1 

Extrait de levure 
(1 mi à 30%) 

2 minutes 
1 0 à 1 4 minutes 

Air 

- 

INSAT 
Boues de Ginestous 

(Réacteurs) 
Endogène totale ( 1) 

~ a x i m d e  autotrophe (2) 
Endogène hétérotrophe (3) 
Maximale hétérotrophe (4) 

W C 1  

OCDE (1 ml 140 mg DCO) 
(Ochoa Chaves, 1998) 

10 ou 20 secondes 
30 minutes 

Oxygène pur 
(max de 25 mg/l) 



Figure 6-3 Exemple de respirogramme obtenu au LIPE 

6.2.2 Respiromètres 

Dans les laboratoires du LIPE de I'INSAT, pour faire la comparaison de différentes méthodes 

de mesure, deux réacteurs de type respiromètre ont été installés en parallèle des réacteurs 

conventiomels. Les réacteurs de type respiromètre sont constitués d'un réacteur couplé avec 

une cellule respirométrique. La cellule est alimenté en biomasse à partir du réacteur par une 

pompe péristaltique à toutes les 8 min. 30 sec., selon une séquence prédéterminée. La 

biomasse est retournée simultanément au réacteur via un système de tuyauterie. La pompe est 

activée durant environ 4 minutes pour renouveler entièrement Le liquide dans la cellule. Un 

délai de 30 secondes est programmé avant le début de la procédure d'acquisition. 



L'acquisition se fait durant 4.01 minutes à toutes les 20 secondes. Une valeur de rot est 

déduite de la régression linéaire établie sur les 12 points obtenus selon un logiciel programmé 

par le LIPE. 

Pour inhiber la nitrification, une dose initiale (à t = O jours) de 20 mgA de ATU est ajoutée au 

réacteur. Une dose supplémentaire de 10 mg de ATUA est ajoutée quotidiennement. Cette 

méthode donne un respirogramrne continu c o u m t  toute la période de caractérisation. Seule 

la respiration endogène hétérotrophe @ente 3) peut être mesurée par cette méthode. 

6.3 Mesures de l'activité enzymatique 

Des essais visant à évaluer l'activité de l'enzyme déshydrogénase @HA) ont été utilisés pour 

déterminer le taux de dépérissement de la biomasse active hétérotrophe. La mesure de 

l'activité enzymatique a été effectuée quotidiennement sur la biomasse des réacteurs selon le 

protocole détaillé en annexe B.4. Chaque analyse a été effectuée en triplicata. Afin d'obtenir 

une réponse présentant une tendance similaire à ce1Ie de la respiration, l'activité de cette 

enzyme a été mesurée en présence du substrat carboné utilisé pour la mesure de la respiration, 

tel qu'indiqué au Tableau 6-4. Plusieurs substrats ont été utilisés pour calibrer la méthode. Une 

courbe d'étalonnage a été effectuée en début et en fin d'expérimentation pour vérifier la 

linéarité de la réaction en fonction de la concentration de la biomasse. Deux indicateurs de 

l'activité DHA ont été testés lors de I'élaboration du protocole. Les résultats obtenus lors de 

L'établissement dli protocole sont joints à l'annexe B. Le INT a été retenu pour les mesures. Le 

INT semble produire moins d'effets inhibiteurs et semble moins sensible à la présence 

d'oxygène que le chlorure de tetrazoliuni (TTC) (Awong et coll., 1985 ; Chung et Neethling, 
.-. 1989 ). 



TabIeau 6-4 Réactifs utilisés pour la mesure de l'activité DHA 

Université Laval 
Boues de Bernières 

Indicateur 

Substrat carboné 

DIT 

Extrait de levure 

N A T  - 
Boues de Ginestous 

(Réacteurs) 
INT 

OCDE (Ochoa Chaves, 19%) 
avec 

supplément azoté et phosphate 
(100 :5 :1) 

6.4 MES et MVES 

Les MVES ont été suivies au cours de l'expérimentation. Une mesure a été effectuée 

périodiquement sur chaque réacteur, Un échantillon était prélevé et une séparation solide- 

liquide était effectuée selon la méthode indiquée au Tableau 6-5. La biomasse recueillie était 

séchée a 1 10°C et pesée puis brûlé à 550°C et pesée de nouveau (APHA, A W A ,  WPCF, 

1998). 

Tableau 6-5 Méthode de mesure des MES et MVES 

Volume de l'échantillon 

Mode de séparation 

Nombre de duplicata 

Université Laval 
Boues de Bernières 

6.5 Décompte de la microfaune 

INSAT 
Boues de Guiestous 

Filtration sur 1,5pm 

3 

Le décompte de la microfaune a été effectué quotidiennement sur les trois réacteurs utilisés à 

l'université Laval, suivant le protocole utilisé par Le Bihan (1999b). Comme le décompte est 

Centrifugation à 
4500 tpm 

1 



une manipulation qui requiert beaucoup de temps, le dénombrement n'a pas été effectué en 

duplicata. Un décompte est effectué en dénombrant les protozoaires et organismes supérieurs 

dans 16 champs visuels d'une même lamelle à un grossissement de IOOX. La densité en 

nombre/litre est obtenue par la conversion selon le nombre de champs visuels total par lamelle 

et le volume utilisé de 25 pl. 

6.6 Prélèvement et préparation des boues 

La station d'épuration de Bernières traite les eaux résiduaires urbaines dans un système de 

traitement par boues activées de type réacteurs biologiques séquentiels (RBS). Cette station 

n'est pas munie de décanteurs primaires. Les boues provenant de cette station sont âgées de 10 

à 12 jours, et l'activité de la biomasse nitrifiante y est significative. Les boues prélevées 

étaient de type mixte, soit en partie composées de boues primaires et en partie de boues 

secondaire. Le bassin de transfert des boues en excès accumule temporairement les boues 

décantées en excès des RBS avant leur transfert vers un flottateur. Un échantillon de 30 litres 

de boues concentrées à 4500 mg MVESA a été prélevé dans le bassin de transfert des boues en 

excès. Chacun des réacteurs installés à l'université Laval a été rempli avec 9,4 litres de boues 

mixtes et 1 O,6 litres d'eau du robinet. 

La station d'épuration de Ginestous traite les eaux résiduaires urbaine dans un système de 

tràitement par boues activées et à écoulement en piston. Les boues provenant de cette station 

sont relativement jeunes, soit âgée de 5 à 7 jours et aucune nitrification n'était effectuée en 

station. Dans cette station, la chaîne de traitement inclut des décanteurs primaires. Cette fois, 

les boues étaient donc de type secondaire uniquement. Un échantillon de 40 litres de liqueur 

mixte concentrée à environ 2200 mg/l a été prélevé à mi-longueur du canal d'aération. 

L'échantillon de boues secondaires a été fiactionné puis réparti dans les réacteurs et les 

respirométres. 



6.7 Paramètres cinétiques par déeut 

Pour le calcul du taux de dépérissement réel de la biomasse active hétérotrophe, certains 

paramètres ont été fixés selon les valeurs généralement retrouvées dans la littérature. Ainsi le 

coefficient de rendement (YH) a été fixé à 0.67 et la fiaction particulaire inerte ( fp )  à 0.08 

(Henze et coll., 1986). 



CHAPITRE 7 

7.7 Essais effectués à l'université Laval 

7.1.1 Déroulement des essais expérimentaux 

Dès le début de l'expérience, la concentration en O2 dissous dans les réacteurs avoisinait la 

saturation. Les besoins en oxygène de la biomasse étaient inférieurs à la capacité du système 

de transfert puisque le débit d'air était ajusté en fonction du degré de mélange requis dans les 

réacteurs. 

Étant donné la consommation d'alcalinité associée à l'activité nitrifiante, le pH variait 

généralement entre 6,8 et 7'3 (Figure 7- 1). Tel qu'indiqué au Tableau 5- 1, le pH était ajusté à 

t'aide d'une dose quotidienne de Na2CO3. Les valeurs basses étaient enregistrées 

immédiatement avant la correction de pH et les valeurs hautes immédiatement après la 

correction. Les mesures de respiration et d'activité DHA étaient effectuées environ 12 heures 

après la correction de pH, qui se situait alors à une valeur médiane. Lors de ces mesures, une 

valeur basse de 6,6 a été enregistrée à la troisième journée de carence dans le réacteur 1, et 

des valeur de 7'6 ont été enregistrées lors de la 1 sihe journée dans les réacteurs 2 et 3. 



Au cours de l'expérience, l'évaporation s'est révélée être un facteur important dans 

l'évaluation des paramètres. Le volume liquide diminuait avec l'évaporation, ce qui 

augmentait la concentration de la biomasse et les mesures de l'activité métabolique. Pour 

niminuer l'effet de cette source d'erreur, le volume de boues initial et h a 1  ont été mesurés. 

Une correction a été apportée sur les volumes résiduels quotidiens (en considérant les volumes 

prélevés) dans chaque réacteur selon une approximation linéaire de la fonction d'évaporation. 

Une autre méthode de correction serait sans doute préférable pour minimiser cette source 

d'erreur. 

Suivi du pH 1 +-- Réacteur 2 

5 10 1s 

Temps (jours) 

Figure 7-1 Suivi du pH dans les trois réacteurs (Université Laval) 

7.1.2 Disparition des MVES 

La concentration des matières volatiles en suspension a été mesurée périodiquement au cours 

de I'expérirnentation. Chacune des mesures a été effectuée en triplicata. Ces valeurs sont 

données a l'annexe C. 1. La moyenne de ces triphata est présentée sur la Figure 7-2 pour 

chacun des trois réacteurs. La disparition des MVES est généralement gouvernée par une 



réaction du premier ordre. L'équation de la droite de régression pour les trois réacteurs est 

donnée sur la figure. 

La pente de la droite de régression représente la valeur du taux de disparition, et la valeur 

obtenue est de 0,025 d-'. L'intervalle de confiance de 95% sur cette valeur est de 0,006 6'' et 

de 0'08 sur l'ordonné à l'origine tel qu'indiqué dans l'équation donnée à la Figure 7-2. Le taux 

de disparition des MVES obtenu est inférieur à la valeur généralement retrouvée dans la 

littérature pour des boues secondaires, qui est d'environ 0,05 ou 0,06 d-' (Tchobanoglous et 

Burton, 1991). Comme la boue utilisée est de type mixte, il est possible que la présence de 

boues primaires réduise significativement le taux de disparition obtenu, puisque.la dégradation 

de ce type de boue implique entre autres, I'hydrolyse de la cellulose, qui est un processus 

relativement lent ( Hamer et Zwiefelhofer, 1986). De plus, la correction apportée sur la 

concentration de la biomasse en fonction de l'évaporation peut impliquer une erreur 

potentiellement significative, ce qui peut intluer sur la mesure du taux de disparition. 

+- Réacteur 2 

5 I O  15 

Temps (jours) 

Figure 7-2 T a w  de disparition des MVES des boues de Bernières dans les trois 

réacteurs 



Le taux de disparition des MVES obtenu est plus faible que le taux de dépérissement de la 

biomasse active hétérotrophe obtenu à l'aide des mesures respirométnques (section 7.1.4). 

Cette observation semble confimer les hypothèses du modèle ASMl sur le fractionnement de 

la biomasse lors du dépérisseme~t. Dans ce modèle, lors de la lyse, la cellule se divise en 

particules biodégradable et en matière inerte de façon à mieux modéliser l'accumulation de 

solides dans le réacteur. 

7.1.3 Dépérissement de la microfaune 

Dans la littérature consultée, la cinétique de disparition de la microfaune (protozoaires et 

organismes supérieurs) n'est pas identifiée lorsque la biomasse est placée en carence de 

carbone. Par hypothèse, la droite de régression donné à la Figure 7-3 est basée sur une 

cinétique du premier ordre. La pente de la droite de régression donne donc le taux de 

dépérissement de la microfaune. Les trois réacteurs constituent un triplicata. Les décomptes 

sont donnés à l'annexe C.2. Le taux de dépérissemerit observé de la microfaune pour les trois 

réacteurs est de 0,l d-'. Cette valeur est relativement semblable au taux de dépérissement de la 

biomasse active hétérotrophe mesuré au cours de ces expérimentations. L'activité de prédation 

exercée par la microfaune semble concorder avec le taux de dépérissement de la biomasse 

active hétérotrophe. Cependant aucune variation du taux de dépérissement de la biomasse 

active hétérotrophe ou de la microfaune n'a été observée. L'analyse qu'on peut effectuer est 

donc limitée. 

De plus cette méthode de mesure est peu précise car le volume prélevé pour effectuer la 

mesure est très faible. LI ne représente qu'une infime partie de la population, et donc 

statistiquement peu représentatif de l'ensemble de la biomasse. Les observations sont donc 

plutôt qualitatives que quantitatives. D'ailleurs, comme on peut le constater sur I'équation de 

Ia droite donnée a la Figure 7-3, l'intervaIle de confiance de &0,5 obtenu sur le taux de 

dépérissement de O, 1, est largement supérieur à la mesure elle-même. 



5 10 15 
Temps (jours) 

-i- Réacteur 1 
Réacteur 2 

Figure 7-3 Décompte de la microfaune des boues de Bemiéres dans les trois réacteurs 

7.1.4 Taux de dépérissement de la biomasse active hétérotrophe 

Le coefficient de d&érissement de la biomasse active hétérotrophe a été évalué selon les deux 

méthodes proposées par Vanrollegehrn (l999), soit en se basant sur la mesure de la respiration 

endogène, soit en se basant sur la mesure de la respiration maximale d'une biomasse en phase 

endogène. La seconde méthode requiert l'addition de substrat à la biomasse au cours de la 

mesure. 

Les mesures de respiration de la biomasse obtenues à l'aide de ces deux méthodes sont 

données à l'annexe C.3. La Figure 7-4 présente les résultats obtenus par les deux méthodes de 

mesure sur les trois réacteurs. La cinétique gouvernant le dépérissement de la biomasse active 

est du premier ordre, tel que défini dans le modèle ASM1. La pente de la droite de régression 



sur les mesures des trois réacteurs donne donc le taux de dépérissement. L'équation de la 

droite de régression est donnée sur la Figure 7-4. L'intervalle de confiance (de 95%) sur le bH 

mesuré constitue 10 à 20% de la mesure selon la méthode utilisée. La méthode basée su la 

respiration maximale semble donner un intervalle de confiance plus serré, tel qu'observé par 

Avcioglu et COU. (1998). Le coefficient de détermination est toujours supérieur à 0,8, ce qui 

indique, compte tenu du nombre de mesures effectuées, une corrélation excellente selon les 

tables de Student (Walpole et Myers, 1985). Il apparaît que les valeurs de bVH obtenues par les 

méthodes respirométrïques sont relativement semblables, et varient entre 0,09 et 0,10 6'. 

Statistiquement, ces deux valeurs sont semblables compte tenu du nombre de mesures. Les 

tests de similarité des taux de dépérissement ont été basés sur l'hypothèse <<Ho » posant les 

deux valeurs semblables, avec un intervalle de confiance de 95%. La valeur du << t test » a été 

comparée à la valeur critique des tables de Student, selon le degré de liberté défini par le 

nombre de mesures ( Walpole et Myers, 1985). 

-+- Resp. exo. Rbact 2 
+ Resp. exo. Réact. 3 

O 2 4 6 8 10 12 14 

Temps (jours) 

Figure 7 4  Taux de dépérissement de la biomasse active hétérotrophe déterminé par 

respirométrie sur les boues de Bernières 



Les valeurs de bH réel obtenues par respirométrie varient entre 0,21 et 0,26 d-', et sont du 

même ordre que les valeurs obtenues dans certaines publications (Avcioglu et coll., 1998 ; 

Brands et coll., 1994). Toutefois d'autres valeurs trouvées dans la littérame pour des boues 

provenant de systèmes traitant une eau usée urbaine, sont largement différentes (Sollfiank et 

Gujer, 199 1 ; Kappeler et Guyer, 1992 ), et s'approchent de la valeur recommandée dans le 

modèle ASMI de 0,62 (Henze et coll., 1986). 

Pour nous assurer que les écarts entre les valeurs mesurées et les valeurs théoriques n'étaient 

pas imputables à des limitations de l'uistnimentation, une vérification de la sensibilité de la 

sonde utilisée a été effectuée. La sonde immergée dans l'eau saturée en oxygène dissous, k t  

plongée dans une solution déoxygénée au Na2S03. Ainsi, la vitesse de chute de la sonde fut 

évaluée à 90% de la valeur de saturation en 20 secondes, soit une vitesse de environ 23 

mgnlmin. Cette valeur est largement supérieure à la vitesse maximale de respiration mesurée 

de 0,5 mg/I/min. Pour éviter de limiter la mesure par la diffusion à travers la couche limite a la 

surface de la membrane de la sonde, un barreau aimanté pgitait le liquide à une vitesse de 

rotation près de 800 rpm. Les résultats de ces expérimentations sont donnés à l'annexe A. 1. 

II est possible que les valeurs de YH et& retenues par défaut ne correspondent pas aux valeurs 

caractéristiques de la biomasse utilisée. D'autre part, tel que mentionné au chapitre 7.1.2, la 

boue utilisée est de type mixte. Il est possible que la présence de boues primaires réduise 

significativement le taux de dépérissement obtenu, puisque l'hydrolyse de la matière 

particulaire génère des substrats qui peuvent induire une croissance et influer sur la respiration 

(Spérandio, 1998), donc sur le taux de dépérissement observé. De plus, la correction apportée 

sur la concentration de la biomasse en fonction de l'évaporation implique une erreur 

potentiellement significative, qui peut influer sur la mesure. Les écarts mesurés ne peuvent 

être attribués au type de substrat utilisé dans la méthode basée sur la respiration maximale, 

puisque la méthode basée sur la respiration endogène donne la même valeur. 

On peut donc supposer de façon préliminaire, que les faibles taux de dépkissernent mesurés 

sont caractéristiques de la boue utilisée. 



7.1.5 Estimation de la concentration initiale de la biomasse active 

hétérotrophe 

Selon la méthode proposée pour déterminer bHcFis, il est nécessaire d'évaluer la concentration 

initiale de biomasse active hétérotrophe dans le réacteur lors de l'essai de  respiration 

endogène. La valeur Xm doit être estimée à partir de la respiration endogène initiale de la 

biomasse tel que proposé par ~ 'É~uat ion 5-13. Or, la mesure de la respiration initiale présente 

une déviation e x p h e n t a l e  par rapport à la droite de régression obtenue lors de  l'évaluation 

du taux de dépérissement. Ainsi afin dYéIiminer cette déviation par rapport au modèle 

mathématique, l'ordomé à I'ongine de la droite de régression doit être utilisée pour évaluer la 

respiration initale et Xm- De plus il est nécessaire de déterminer un intervalle de confiance sur 

cette mesure afin d'évaluer la précision de la méthode. L'intervalle de conflance sur l'ordonné 

à l'origine de la droite peut être obtenu par calculs statistiques et est donné sur l'équation de la 

droite de régression à la Figure 7 4 .  Ainsi, selon l'Équation 5-13 et la valeur de l'ordonnée à 

l'origine de la droite de régression de la respiration endogène, on peut estimer la concentration 

initiale de la biomasse active hétérotrophe a 2500 mg DCO/I. L'intenrdle de confiance (de 

95%) sur cette valeur est de 800 mg DCOA, soit environ 30% de X H ~ -  

7.1.6 Mesure de l'activité enzymatique 

L'activité DHA a été mesurée parallèlement à la respiration de la biomasse active 

hétérotrophe. Cette activité a été traduite en mg/l de triphényl formazan formé durant la 

réaction en fonction de l'absorbance selon la courbe standard présentée en annexe B. 1. 

Au cours de la période de carence, l'activité DHA diminue suivant une décroissance 

exponentielle en fonction du temps, comme la respiration et tel que prédit par 1' Équation 3-8 

pour le dépérissement de la biomasse active. Tel qu'on peut le constater à la Figure 7-5, la 

cinétique de la réaction est bien du premier ordre, puisque le logarithme de l'activité DHA 

représenté en fonction du temps, donne une droite de régression dont le coefficient de 

détermination est supérieur à 0'9. L'exellente corrélation démontre la validité de l'hypothèse. 



Le taux de dépérissement observé (WH) mesuré par cette méthode est 0,09 6'. La valeur réelle 

du taux de dépérissement obtenue de 0'24 d-', est égale ou supérieure à différents taux de 

dépénssernent obtenus par Brands et coll. (1994) via la mesure de la concentration de l'ADN 

d'une biomasse tirée d'un pilote opérant à faible et à forte charge. Comme le taux de 

dépérissement obtenu par respirométrie, cette valeur est inférieure à la valeur a par défaut D de 

0'62 d-' du modèle ASMl (Henze et COU., 1986),. 

Activité DHA des boues de Bernières 

O 2 4 6 8 1 O 12 14 

Temps (jours) 

Figure 7-5 Mesure de l'activité enzymatique des boues de Beniières 

Cette valeur est statistiquement la même que celle obtenue par les méthodes respirométriques. 

La comparaison statistique de cette valeur à celle obtenue par les techniques respirométriques, 

a été effectuée selon la méthode mentiornée à la section 7.1.4. 

Cette méthode semble donc adéquate pour évaluer la quantité de biomasse active hétérotrophe 

et en déterminer le taux de dépérissement. L'hypothèse formulée au chapitre 6, voulant que 

l'activité DHA soit représentative de la biomasse active hétérotrophe semble donc correcte. 



7.2 Essais effectués au LIPE de I'INSA T 

7.2.1 Déroulement des essais expérimentaux 

Au cours des essais en réacteur, la faible activité nitrifiante a progressivement augmenté 

jusqu'à la huitième journée pour ensuite décroître à partir de la dixième ou douzième journée, 

et ce dans les deux réacteurs. Ces fluctuations de l'activité nitrifiante ont entraîné des 

modifications de la variation du pH. En début d'expérimentation, le pH avait tendance à 

augmenter. Le contrôle s'effectuait donc avec un acide. À partir de la septième journée, le pH 

a suivi une tendance à la baisse. Le système de contrôle de pH a dû être modifié pour exercer 

un contrôle à l'aide d'une base. Le transfert d'un mode de contrôle à l'autre ne s'est pas fait 

sans heurt, et des perturbation de pH se sont produites durant environ 4 jours. Les périodes 

d'exposition a de faibles valeurs de pH ont été relativement courtes (de quelques heures par 

jour) mais se sont généralement produites avant les mesures respirométriques. Cette exposition 

de la biomasse à de faibles valeurs de pH, a induit une diminution du taux de respiration 

mesuré au cours des jours 7 à 10. Une part de la diminution de respiration notée durant ces 

journées, n'est donc pas associée à une diminution de la biomasse active hétérotrophe mais 

donc plutôt à des problèmes expérimentaux. 

7.2.2 Disparition des MVES 

Le suivi de la concentration des matières volatiles en suspension a été effectué périodiquement 

au cours de l'expérimentation. Les valeurs mesurées sont données à l'annexe D.1. Les mesures 

effectuées sur les respiromètres ne sont pas présentées ici, puisque le nombre de points 

obtenus sur chacune des boues n'est pas suffisant pour donner une tendance. 

Les droites de régression des points obtenus pour les réacteur 1 et 2, donnent des taux de 

disparition d'environ 0,04 d-' et 0,05 d-1 respectivement. L'examen de la Figure 7-6 semble 

indiquer une cinétique de disparition légèrement différente pour les réacteurs 1 et 2. Toutefois 

compte tenu de la précision des mesures, on peut considérer que le dépérissement de la 



biomasse est équivalent pour les deux réacteurs. La concentration de la biomasse n'a pas été 

comgée pour tenir compte de l'addition de solution tampon. Au cours de certaines journées, il 

fallait plus de 500 ml/jour de solution tampon par réacteur pour contrôler le pH, ce qui a pu 

avoir une idluence sur la concentration de la biomasse. D'autre part, du point de vue 

statistique, les deux taux de disparition obtenus ne peuvent être distinguées compte tenu du 

nombre de mesures. 

Taux de disparition de la biomasse 

10 15 20 25 

Temps (jours) 

Figure 7-6 Taux de disparition des MVES des boues de Ginestous 

7.2.3 Coefficient de dépérissement de la biomasse active hétérotrophe 

Le coefficient de dépérissement de la biomasse active hétérotrophe a été évalué selon deux 

méthodes proposées par Vanrollegehm et coll. (I999), soit en se basant sur la mesure de la 

respiration endogène, soit en se basant sur la mesure de la respiration maximale d'une 

biomasse en phase endogène. La méthode basée sur la respiration endogène a été utilisée pour 

évaluer le taux de dépérissement dans les réacteurs ainsi que dans les respiromètres. La 

méthode basée sur la respiration maximale a été utilisée seulement pour les réacteurs. La 



seconde méthode requiert l'addition de substrat à la biomasse au cours de la mesure et ne peut 

être utilisée avec les respiromètres, puisque la biomasse mélangée au substrat est recirculée 

automatiquement au réservoir de biomasse après la mesure. En se basant sur les mêmes 

principes, le taux observé de dépérissement de l'activité enzymatique DHA peut être 

représentatif du taux de dépérissement de la biomasse active hétérotrophe. Cette méthode a 

donc été utilisée pour faire une évaluation comparative avec le taux de dépérissement obtenu 

par la respiration maximale. 

7.2.3.1 Dépérissement en réacteurs 

La Figure 7-7 présente les résultats obtenus par les trois méthodes de mesure sur les boues des 

réacteurs. Les valeurs numériques de l'activité de la biomasse obtenues sont données à 

l'annexe D.3 et D.4. Compte tenu des conditions expérimentales (voir chapitre 7.2.2)' il 

apparaît que les valeurs de b'H obtenues par les méthodes respirométriques sont relativement 

semblables, et varient entre 0,09 et 0,11 d-l. Statistiquement, ces deux valeurs sont semblables 

compte tenu du nombre de mesures. Les valeurs de bH réel obtenues par respirométrie varient 

donc entre 0,23 et 0,29, et sont encore une fois, inférieures à la vaIeur « par défaut » de 0'62 

d-' du modèle ASMl (Henze, 1986) mais du même ordre que certaines valeurs trouvées dans 

la littérature pour une ERU (Avcioglu et coll., 1998 ; Brands et coll., 2 994). 

Par ailleurs, à partir de 13ihejoumée, la méthode basée sur la respiration endogène donne un 

taux de dépérissement proche de zéro. D'ailleurs Avcioglu et coll., (1998) ont obtenu des 

résultats similaires avec cette méthode. Il est possible d'expliquer ce phénomène par la 

prépondérance de l'hydrolyse sur le dépérissement de la biomasse active hétérotrophe, tel que 

proposé par Lishman et Murphy (1994). Ces auteurs expliquent que l'hydrolyse est un 

phénomène relativement lent, ce qui limite la respiration hétérotrophe durant une phase de 

carence prolongée. Ainsi, la vitesse d'hydrolyse peut contrôler la vitesse de la respiration. Une 

mesure de cette dernière donnerait davantage une indication de la vitesse d'hydrolyse que du 

taux de dépérissement de la biomasse active (Lishman et Murphy, 1994). La méthode basée 

sur Ia respiration maximale semble présenter un taux de dépérissement plus stable tout au long 



de l'expérimentation. Toutefois les perturbations de pH survenues durant les jours 7 à 10 ont 

eu un effet négatif sur le taux maximal de respiration, ce qui diminue le coefficient de 

régression. 

Boues de Ginestous 
- Resp. endo r é a d  

+Resp. endo. RBac?. 2 
-o-Resp. max. réact 1 
+Resp. max. rBact 2 

10 15 
Temps (jours) 

Figure 7-7 Coefficient de dépérissement de la biomasse active hétérotrophe des boues de 

Gines tous. 

Pour les deux réacteurs, le taux de dépérissement obtenu avec Ies DHA est 22 et 36% plus 

faible pour la méthode endogène et maximale respectivement. Les écarts obtenus entre les 

mesures respirométriques et les mesures enzymatiques sont statistiquement significatifs 

compte tenu du nombre de mesures effectuées. Ces écarts, constatés sur les boues de 

Ginestous, montrent une plus forte baisse de l'activité respiratoire aérobie que de l'activité 

DHA au cours de la carence. 

Or, comme cela a été mentionné au chapitre 2, diverses modifications du bagage enzymatique 

s'opèrent durant le processus de respiration endogène. Selon les mesures effectuées au LPE, 



on peut formuler l'hypothèse que l'activité DHA associée aux voies métaboliques de 

fkmentation prend de plus en plus d'importance au cours de la respiration endogène, tel que 

proposé par Nystrom (1994b). De plus, voyant les résultats obtenus au LIPE, d'autres 

expérimentations ont été effectuées par un étudiant stagiaire (Besser, 2000). Lorsque les 

mesures de respiration maximum étaient effectuées avec de l'acétate, des écarts entre les 

'mesures respirométriques et enzymatique ont aussi été obtenus par Besser (2000). 

Toutefois on ne constate pas la même tendance sur les boues de Bemières. On sait que le 

siibstrat utilisé à I'université Laval était de l'extrait de levures, et au LIPE le substrat était 

principalement constitué d'acétate. On peut donc supposer, prélimiriairement, que le substrat a 

eu une infIuence significative sur I'évolution du rapport r0flH.A. Selon l'information 

recueillie au cours de ce travail, il est difficile d'expliquer formellement pourquoi l'évolution 

de ce rapport diffre sur ce substrat. Toutefois, on sait que l'assimilation de l'extrait de levure 

hplique des étapes d'hydrolyse et de transformation plus complexes que celles impliquées 

avec l'acétate. Il est possible de formuler une hypothèse voulant que des enzymes situées en 

mon t  de la chaîne respiratoire de la cellule limitent la cinétique de la catalyse. Par 

conséquent, selon cette hypothèse, les mesures ne pourraient refléter les ajustements qui 

s'opèrent au niveau de la chaîne respiratoire. Aussi, il est possible que la présence de boues 

primaires dans les boues de Bemiéres ait une incidence sur les ajustements métaboliques. 

Toutefois dans le cadre de la présente étude, ces hypothèses sont trop spéculatives pour être 

retenues. 

7.2.3.2 Estimation de la concentration initiale de la biomasse active 

hétérotrophe 

Selon la méthode proposée pour déterminer bHcmk, il est nécessaire d'évaluer la concentration 

initiale de biomasse active hétérotrophe dans le réacteur lors de l'essai de respiration 

endogène. La valeur Xm doit être estimée à partir de la respiration endogène initiale de la 

biomasse tel que proposé par l'Équation 5- 1 3. Or, la mesure de la respiration initiale présente 

une déviation expérimentale par rapport à la droite de régression obtenue lors de I'évaluation 



du taux de dépérissement. Ainsi afin d'éliminer cette déviation par rapport au modèle 

mathématique, l'ordonné à l'origine de la droite de régression doit être uitlisée pour évaluer la 

respiration initale et XHO. De plus il est nécessaire de déterminer un intervalle de confiance sur 

cette mesure afin d'évaluer la précision de la méthode- L'intervalle de confiance sur l'ordonné 

à l'origine de la droite peut être obtenu par calculs statistiques et est donné sur l'équation de la 

droite de régression à la Figure 7-7. Ainsi, selon l'Équation 5- 13 et l'ordonnée à l'origine de la 

droite de régression de la respiration endogène, on peut estimer la concentration initiale de la 

biomasse active hétérotrophe à 4000 mg DCOA. L'intervalle de confiance (de 95%) sur cette 

valeur est de 1300 mg DCOA, soit environ 30% de la valeur. 

On constate d'ailleurs que la valeur Xm calculée est supérieure a celle obtenue à l'université 

Laval sur les boues de Bernières. Puisque la boue de Bernières est de type mixte, et que celle 

de Ginestous est composée uniquement de boues secondaires, pour une même concentration 

de MVES, celle de Ginestous comportera naturellement plus de biomasse active. 

7.2.3.3 Dépérissement en respiromètres 

Rappelons que les respiromètres sont constitués d'un réacteur couplé avec une cellule 

respirornétrique. La cellule est alimenté en biomasse à partir du réacteur par une pompe 

péristaltique selon une séquence prédéterminée. Une valeur de r02 est obtenue à toutes les 8 

minutes. Pour inhier la nitrification, une dose initiale d'AW est ajoutée au réacteur, et une 

dose supplémentaire est ajoutée quotidiennement. Cette méthode donne un respirogramme 

quasi continu couvrant toute la période de caractérisation. Seule la respiration endogène 

hétérotrophe (pente 3) peut être mesurée par cette méthode (consulter le chapitre 6). Ici, seules 

les figures représentant les respirogrammes sont donnés puisque les tableaux de donnés sont 

très imposants. 

Le taux de dépérissement de la biomasse active hétérotrophe a été évalué dans les 

respiromètres. Sur la Figure 7-8 et le Figure 7-9, si on analyse les données recueillies par les 

respiromètres avant la 150""' heure, la méthode endogène donne une valeur de b'H de 0,01 6': 



Cette dernière valeur est véritablement différente des valeurs obtenues dans les réacteurs. Il est 

possible que 17ATU, uo inhibiteur de la population autotrophe nitrifiante, soit utilisé c o k e  

substrat par les hétérotrophes dans les respiromètres (voir les lignes qui suivent). Ce substrat 

influerait sur la croissance et fausserait la valeur de b 'H obtenue. Le taux de dépérissement 

obtenu dans les respiromètres ne peut donc être retenu pour l'analyse comparative. 

De plus, des augmentations de respiration de la biomasse maintenue en carence se sont 

produites entre la 10oihe et la 150ihe heure, tel qu'illustré sur la Figure 7-8 et la Figure 7-9. 

Les données au delà ces périodes ne sont donc pas utilisables pour l'évaluation du b 

Les hausses de respiration observées étaient significatives et difficilement explicables en vertu 

des principes sous-jacents à la respiration endogène. En fait, dans les respiromètres du LEE, 

la respiration de la biomasse maintenue en carence a augmenté de façon significative après 

environ six ou sept jours d'expérimentations, et ce pour trois des quatre essais effectués. 

Respiromètre no. 1 
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Figure 7-8 Respirogramme du respiromètre no. 1 



Respiromètre no. 2 
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Figure 7-9 Respirogramme du respiromètre no. 2 

Différentes possibilités ont été envisagées pour expliquer ces augmentations du taux de 

respiration. Lors des deux premiers essais, une contamination des respiromètres par un 

substrat a été suspectée. Les résultats de ces deux essais n'ont donc pas été conservés. Lors 

des deux essais subséquents, les hausses de respiration se produisant de nouveau, la 

dégradation de l ' A m  semblait l'hypothèse la plus plausible. Différents tests on donc été 

effectués pour vérifier cette hypothèse. 

7.2.3.4 Dégradation de I'ATU 

Des injections d9ATU ont été planifiées afin de vérifier la réponse de la biomasse à I'ATU. La 

présence de NOx a été vérifiée à l'aide des bandelettes témoins Nitra-Test de MERCK aiin de 

déterminer comment les bactéries autotrophes réagissaient à la présence de I'ATU. 



L'ATU semble inhier la respiration autotrophe puisque la concentration en NOx dans le 

respiromètre est faible (moins de 10 mg/l) avant la 1 7 5 ' ~ ~  heure du respirogramme 110.2 

(Figure 7-10). L'augmentation de respiration entre la 150"~ et la 170 '~ '  heure ne peut donc 

être causée par la respiration autotrophe. 

L'augmentation de respiration survenant entre la 1 5oitme et la 1 7oÏeme heure semble donc due à 

la respiration hétérotrophe sur le substrat que constitue 1'ATU. Pour vérifier cette hypothèse, 

I'addition quotidienne d ' A m  fut cessée aux environ de la 160"" heure et la respiration a 

diminué sensiblement après la 1 70"~ heure- 

Cependant, on constate une reprise de la respiration vers la 210"' heure. Selon toute 

vraisemblance, 1'ATU étant probablement entièrement dégradé, cette reprise de la respiration 

peut être associée à l'activité autotrophique. La présence marquée de NO3 (plus de 150 m g )  

dans la liqueur mixte à la 236iae heure confirme cette hypothèse. En effet, entre la 175"' et 

la 236ibe heure, la concentration des NO3 a augmentée de façon significative. Pour 

contrevérifier cette hypothèse, de L'ATU a été ajouté à la biomasse à la ~ 3 6 " ~  et à la ~ 5 6 ' - ~  

heure. Ces injections d' ATU engendrent une chute marquée de la respiration, qui selon les 

hypothèses formulées, serait causée par l'inhibition de la respiration autotrophique. La 

respiration suivant la chute marquée (dans les 5 heures suivantes), serait associée à la 

dégradation de l ' A m  par la population hétérotrophe. L'épuisement de I'ATU entraîne un point 

bas de la respiration, suivit par une reprise de la respiration qui serait causée par une reprise 

de l'activité autotrophe, 

Afin de s'assurer de la qualité de l 'Am utilisée, de I'ATU provenant d'un lot de production 

différent (mais de la même compagnie de fabrication) a été testée. Cet essai est indiqué par la 

marque ATU2 sur la Figure 7-10. La biomasse semble répondre de façon similaire aux deux 

sources d'ATU utilisées. La qualité de l'inhibiteur ne peut donc être mise en cause. L'ATU 

semble donc bien inhiber la respiration autotrophe, mais est dégradée par la population 

hétérotrophe après une période d'adaptation. Cette analyse semble concorder avec 

l'information disponible dans la littérature. 
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Figure 7-10 Respirogramme no.2: Respiration sur I'ATU 

La dégradation de I'ATU par les hétérotrophes après une période d'adaptation, est d'ailleurs 

documentée dans la littérature depuis plusieurs années (Tomlinson et coll., 1966). Toutefois il 

semble que la biomasse autotrophe ne présente pas d'adaptation métabolique causée par la 

présence d'ATU, puisque l'azote n'est pas oxydé lors d'une exposition prolongée à ce produit. 

En effet I'ATU inteMent directement sur un cytochrome complexé avec un CU*' de la souche 

Nitosornonas. L'ATU bloque la respiration en occupant le site actif de l'enzyme en formant 

ainsi un  complexe cytochrome-Cu-ATU (Wood et coll., 1981 ; Bédard et Knowles, 1989). Par 

ailleurs, 1'ATU n'a aucun effet sur la population hétérotrophe puisque leurs cytochrornes sont 

complexés avec du ~ e ' ~  (Wood et coll., 198 1). 



L'utilisation de I'ATU semble donc appropriée pour inhiber la respiration autotrophique, mais 

une exposition .prolongée de la biomasse hétérotrophe à ce produit semble induire une 

adaptation métabolique qui débouche sur la dégradation de l ' A m  par la biomasse 

hétérotrophe. Au cours des expériences effectuées au LIPE, la respiration associée à la 

dégradation de VATU apparaissait après une période d'exposition de 4 a 6 jours. 

L'utilisation d'un produit inhibiteur non biodégradable semble plus indiqué pour des essais 

respirornétriques prolongés. Une recherche devrait être entreprise pour trouver un produit 

inhibiteur équivalent. La 2-chloro-6-trichlorornéthy1-pyridine est un inhibiteur qui intervient 

sur le même site du cytochrome que 1'ATU (Campel et Aleem, 1965; Bédard et Knowles, 

1989). Celle-ci est recommandée dans la dernière version du Standard Methods (APHA, 

AWWA, WPCF, 1998) et est utilisée par la compagnie Hach pour inhiber la nitrification dans 

les essais de mesure de DB05. Toutefois, les doses requises pou inhiber entièrement la 

respiration autotrophe semblent de l'ordre de 100 à 175 mgli (Campe1 et Aleem, 1965). Des 

essais pourraient être entrepris afin de vérifier la stabilité de ce produit. 



CHAPITRE 8 

DISCUSSION 

Selon la conclusion du chapitre 5, l'objectif de la manipulation était d'évaluer l'influence des 

ajustements métaboliques sur l'évaluation du taux de dépérissement, ainsi que sur le calcul de 

la concentration de la biomasse active hétérotrophe initiale (Xm) dans un réacteur en cuvée 

maintenu en phase endogène. 

On visait ainsi à vérifier si il est possible de transposer la valeur obtenue à l'effluent d'un 

chémostat, pour ensuite évaluer le coefficient de rendement observé (YH& dans le chémostat, 

et par la suite en déduire le taux de dépérissement au cours de la phase de croissance (bh& 

tel que proposé par la méthode présentée au chapitre 5. 

Toutefois pour évaluer un différentiel du taux de dépérissement, il est nécessaire au préalable 

d'évaluer si la précision de la méthode est suffisante. 

8.1 Précision des mesures 

Ainsi, dans un premier temps, il est nécessaire d'évaluer la précision des mesures. En première 

analyse, on peut croire que les mesures sont entachées par plusieurs types d'erreurs, dont entre 

autres les meurs associées à l'instrumentation, les erreurs associées au dosage des réactifs, et 

les erreurs associées à la représentativité de l'échantillon. 



8.1 -1 Dosage des réactifs 

Les erreurs associées au dosage des rkactifs sont en général relativement faibles car ceux-ci 

sont dosés de façon à saturer le bagage enzymatique de la biomasse. Ainsi la concentration 

exacte des réactifs a plus ou moins d'importance puisque les enzymes deviennent le réactif 

Iimitant de la réaction, 

Plus particulièrement, toutes les mesures de respiration ont été effectuées à des concentrations 

d'oxygène dissous supérieures à 2 m@. Il est généralement admis que des concentrations 

supérieures d'oxygène dissous ne limitent pas la respiration de la biomasse. 

La concentration initiale de substrat carboné utilisée lors des essais respirométriques a toujours 

été supérieure a 560 mg DCOA afin qu'il ne soit pas limitant, puisque la sensibilité de la 

méthode par rapport à l'indépendance dela constante de demi-saturation importe peu ici 

(Vanrolleghem et Coen, 1995). Pour les essais effectués à l'Université Laval, la concentration 

de substrat utilisée était de 0'1% (dans la cellule respirométrique) en extrait de levure car selon 

les observations effectuées, la respiration ne demeurait pas linéaire sur toute la période de 

mesure lorsque celui-ci était concentré à 0'05%. 

L'azote et le phosphore ont été dosés dans un rapport 100 :5 : 1 pour satisfaire les besoins de la 

synthèse. Ainsi tous les réactifs requis à la synthèse, ou a la respiration étaient présents en 

excès. 

Pour les mesures de l'activité DHA, une vérification de la linéarité de la réaction en fonction 

de la concentration de la biomasse a été effectuée. Les résultats de ces analyses sont joints à 

l'annexe B.2.2 et B.3-2. Le protocole a été ajusté en fonction de la réponse de Ia biomasse 

utilisée. Cette manipulation avait justement pour but de vérifier que tous les réactifs soient 

présents en excès. De façon générale, lors des essais de calibration, le INT constituait le 

substrat limitant, ce qui entraînait une chute d 'activité inversement proportionnelle à la 



concentration de la biomasse, Toutes les mesures ont donc été effectuées dans le domaine 

linéaire défini par la droite de régression plaçant en relation l'activité DHA avec la 

concentration de la biomasse. 

8.1.2 Instrumentation 

Les marges d'erreurs associées à la précision de t'instrumentation varient de façon appréciable 

selon l'appareillage utilisé. Évidemment, le nombre de lectures enregistrées durant la période 

d'acquisition influe largement sur l'intervalle de contiance de la pente de la droite de 

régression obtenue. La combinaison des erreurs associées à l'instrumentation et à la régression 

montre des écarts importants entre les incertitudes su.  les mesures effectuées à l'université 

Laval et le LIPE. Le Tableau 8-1 présente les erreurs maximales associées aux instruments et à 

la méthode de calcul. L'incertitude associée à l'erreur sur la lecture induit une erreur 

potentielle sur la pente (1). L'incertitude découlant de la régression de la droite sur la 

décroissance de la concentration en O2 dans le respiromètre est définie par o/(n)" (2). 

Toutefois de façon générale, les marges d'erreur indiquées sur les figures sorit définies par les 

intervalles de confiance de 95% (*2c). 

Tableau 8-1 Incertitudes instrumentales sur les mesures de respiration 

I 1 Boues de Bernières 1 Boues de Ginestous 
I Instrumentation Université Laval INSAT I 

Sonde 
I 1 

I Lecture I 
I 

1 Erreur sur la lecture 1 1% de la valeur de 1 *O.O 1 mg/l 1 

YSI-53 

Analogique 

WTW Cellox 325 

Numérique 

10 ou 20 secondes Intervalle d ' enregistrement 2 minutes 

l 

Incertitude sur la pente (1 ) 
Incertitude sur la régression (2) 

Incertitude relative sur la 
mesure 

saturation (&O, 1 mgA) 
7% 
4% 

11% 

- 

0,4% 
O, 1% 

0'5% 



Comme on pouvait s'y attendre, on constate d'ores et déjà qu'il est avantageux de multiplier le 

nombre de mesures et d'augmenter la précision des équipements pour obtenir une erreur 

relative la plus faible possible. 

Pour les DHA, l'errew sur la lecture devrait être définie par l'erreur associée a la déviation des 

points utilisés pour établir la courbe standard. L'erreur sur la mesure en TF sera donc de *0,3 

mg/l, ou lt0,3% à 3% en erreur relative. Ici, on a avantage a construire une courbe standard 

avec des points présentant une faible déviations afin de diminuer l'erreur sur les DHA. 

8.1.3 Échantif lons 

Lors de l'analyse d'échantillons de boues activées, il est souvent admis que les essais effectués 

pour l'évaluation de constantes cinétiques sont difficilement reproductibles ( Sommer et coll., 

1998). Cet énoncé implique que les constaiites cinétiques peuvent varier de façon aléatoire, et 

qu'une valeur singulière peut être non représentative des caractéristiques de la biomasse. 

Donc, afin de vérifier la représentativité des essais, ceux-ci ont été effectués en triplicatas. 

Naturellement, comme on peut le constater au Tableau 8-2, les valeurs obtenues sur chaque 

triplicata different. On constate à l'examen de ce tableau, que la déviation moyenne est 

supérieure à l'incertitude sur la mesure indiquée au Tableau 8-1. Ces écarts induisent une 

incertitude sur la valeur obtenue par régression linéaire, tel qu'indiqué au Tableau 8-3. De plus 

comme les valeurs sont obtenues par régression linéaire, et que la validité de cette régression 

dépend du degré de corrélation, on parle davantage d'intwalle de confiance que d'incertitude 

pour le taux de dépérissement (la pente de la droite) et pour la vitesse de respiration initiale 

(l'ordonnée a l'origine). 

Lorsque les mesures sont précises, l'erreur sur le taux de dépérissement de la biomasse active 

hétérotrophe est davantage fonction de l'écart type calculé que de l'erreur induite par 

l'instrumentation. 



Tableau 8-2 Déviations (en vdeur relative) associées aux valeurs mesurées 

Boues de Bernières 1 Boues de Ginestous 

Instrumentation Université Lavai 

Nombre de duplicatas 

INSAT 

Respiration endogène 
Déviations 

Déviation moyenne 
Respiration exogène 

Déviations 

3 

Déviation moyenne 
Activité DHA 

Tableau 8-3 Intervalles de confiance sur le taux de dépérissement 

2 

1 à 28% 
11% 

Oà7% 

Deviations 
Déviation moyenne 

Instrumentation 

Nombre de duplicatas 

0,2% à 3 1% 
10% 

0,3% à 58% 
3% 

Respiration endogène 
b ' ~  

Intervalle de confiance 
Respiration exogène 

b ' ~  

19% 

Oà8% 
2% 

Intervalle de confiance 
Activité DHA 

O à 49% 
8% 

b , ~  
Intervalle de confiance 

D'autre part, tel qu'indiqué au Tableau 84 ,  1' intervalle de confiance sur la concentration 

initiale de biomasse (XHO) est relativement large, et selon les résultats obtenus dans les 

expérimentations effectuées, la précision de cette mesure peut être suffisante pour évaluer un 

taux différentiel de dépérissement de la biomasse seulement si le différentiel qu'on cherche à 

caractériser est important, 

Université Laval 
Boues de Bernières 

INSAT 
Boues de Ginestous 



Tableau 8-4 Intervalles de confiance sur XHo caicuié selon l'Équation 5-13. 

Instrumentation 1 Université Laval 1 INSAT 

Concentration initiale de la 

Nombre de duplicatas 

Notons ici que des perturbations de pH sont survenues au cours de l'expérience menée au 

LIPE sur les boues de Ginestous. Ces perturbations ont induit des déviations importantes sur 

certaines valeurs de respiration mesurées, ce qui augmente l'intervalle de confiance sur les 

valeurs obtenues. Une expérimentation plus stable, donc éventuellement un intervalle de 

confiance plus étroit, pourrait peut-être mener à une estimation suffisamment précise de la 

quantité de biomasse active hétérotrophe initiale lors de l'essai en cuvée endogène. 

Boues de Bernières 

3 

biomasse active hétérotrophe 
xHO 

Intervalle de confiance 

8.2 Validité de la méthode 

Boues de Ginestous 

2 

La validité de la méthode basée sur la respiration maximale repose sur l'hypothèse formulée 

par Dold et coll. (1980)' voulant que le coefficient de rendement (YH) et la vitesse maximale 

de croissance (p-) demeurent constants durant la respiration endogène. Le fait que ces deux 

paramètres demeurent constants implique que le taux de respiration spécifique maximal des 

bactéries demeure constant durant la respiration endogène étant donné la relation (adapté de 

Vanrolleghern et coll, 1999) : 

2500 mgDCOn 
800 (30%) 

4000 mgDCOA 
1300 (30%) 



Or, comme cela a été mentionné au chapitre 2, diverses modifications du bagage enzymatique 

s'opèrent durant le processus de respiration endogène. Et comme on peut le constater sur la 

Figure 8-1, le rapport rû2-flHA des boues de Ginestous varie avec le temps de carence. 

L'activité DHA ne diminue pas au même rythme que la respiration. 

R a ~ ~ o r t  r021DHA 1 Boue de Ginestou 1 

O 1 1 3  2 3 375 
In Femps (jours)] 

- -- 

Figure 8-1 Évolution du rapport rOiH/DBAH 

L'analyse de la variance sur la droite de régression des points rOzmd/DHA obtenus avec les 

boues de Ginestou indique que la pente de la droite est non nulle. Pour l'hypothèse nulle ou la 

pente de la droite est égale à zéro, la variance des données ne peut être expliquée par le modèle 

à l'intérieur d'un intervalle de confiance de 95% (Walpole et Myers, 1995). D'autre part, la 

variance des données ne peut être entièrement expliquée (lack of fit con~bution) par le 

modèle linéaire choisit, à l'intérieur d'un intervalle de confiance de 95% (Walpole et Myers, 

1995). Donc la pente de la droite est statistiquement non nulle, mais un autre modze que la 

régression linéaire correspondrait davantage aux données expérimentales. 



La variation du rapport rOzmaxH/DHA illustre pourquoi la valeur du b obtenue par la mesure 

de l'activité enzymatique DHA est inférieure à la valeur obtenue par respirométrie sur les deux 

réacteurs du LIPE. D'ailleurs, l'évaluation comparative des taux de dépérissement, révèle que 

les écarts obtenus entre les mesures respirométriques (rO2mafi) et les mesures enzymatiques 

sont statistiquement significatifs compte tenu du nombre de mesures effectuées. L'écart entre 

les deux valeurs du bH mesuré est de 36%, ce qui est significatif. 

On constate donc, que l'activité respiratoire spécifique des bactéries diminue au cours du 

processus de respiration endogène. Ces demières observations impliquent que YH OU p~~~ 

varient avec la réponse stringente, ce qui est à l'encontre de l'hypothèse formulée par 

l'Équation 8- 1. 

Si on se réfère aux observations de Nystr6rn et Gustavsson (1998)' il est possible qu'il se 

produise une diminution de l'activité NADH-DHA associée à la respiration, parallèlement à 

une augmentation de l'activité du système de transport d'électron (ETS) associée aux voies 

métaboliques de fermentation. 

Selon les mesures effectuées au LIPE, on peut formuler l'hypothèse que l'activité DHA 

associée aux voies métaboliques de fermentation prend de plus en plus d'importance au cours 

de la respiration endogène, tel que proposé par Nystrom (1994b). Les observations de 

Nystr6m (1 994) sur E. coli concernant la répression de la chaîne respiratoire s'appliqueraient 

donc à l'ensemble d'une biomasse facultative, et les hypothèses avancées par Van Loosdrecht 

et Henze (1999) concernant la diminution de l'activité spécifique de la biomasse (interna1 

decay), seraient en partie vérifiées. 

La répression de l'activité au niveau de Ia chaîne respiratoire est donc un phénomène 

mesurable qui influe sur les mesures respirométriques. L'évaluation du taux de dépérissement 

s'en trouverait donc entachée d'une erreur expérimentale, puisque la répression des enzymes 

de la chaîne respiratoire se produit simultanément au dépérissement de la biomasse. 



De plus, lorsque les mesures de respiration maximum étaient effectuées avec de I'acétate, la 

baisse du rapport r02111CCCH/DHA au cours de la carence a été confirmée par Besser (2000). 

Comme l'acétate semble un substrat représentatif de la fiaction soluble d'une eau usée 

urbaine (Henze, l992), les conclusions tirées de ces expérimentations pourraient être étendues 

à la biomasse de la plupart des stations de traitement municipales. 

La Figure 8-2 montre l'évolution du rapport r02endd~OZmcn des boues de Bernières et de 

Ginestous. On constate que la pente de la droite et le coefficient de détermination sont nuls, ce 

qui indique qu'il n'existe pas de corrélation entre les variations de ce rapport et le temps. 

Ainsi, le rapport ï02endJr0Zmmr ne change pas au cours de la période de carence. Ceci implique 

par surcroît, que les ajustements métaboliques constatés à partir du rapport r4?N,ar/Dm7 

idluenceraient aussi la respiration endogène. Donc le taux de dépérissement évalué avec cette 

méthode serait entaché de la même erreur expérimentale. 

Évolution du rapport r ~ ~ ~ . ~ d t - O ~ ,  

10 15 

temps (jours) 

Figure 8-2 Évolution du rapport rOiendJr02, des boues de Bernières et de Ginestou 

(toutes valeurs confondues) 



L'évaluation de la vitesse initiale de respiration endogène ( ~ 0 2 ~ ~ ) '  défhie par l'ordonnée à 

l'origine de la droite de régression de la respiration endogène, se trouve donc entachée d'une 

erreur significative de la même façon que le taux de dépérissement. Par conséquent, puisque le 

taux de respiration spécifique de la biomasse active hétérotrophe varie, la valeur Xm calculée à 

partir de fiedi9 serait entachée d'une erreur expérimentale significative non défbie. On ne 

peut donc supposer que cette valeur soit représentative de la concentration de biomasse active 

hétérotrophe dans le chemostat duquel elle aurait été prélevée, tel que suggéré au chapitre 5. Il 

devient donc impossible selon la méthode proposée, d'évaluer le taux de dépérissement de la 

biomasse active hétérotrophe au cours de la phase de croissance (b-,). 



CHAPITRE 9 

CONCLUSION 

L'objectif de ce travail visait de façon préliminaire, à proposer une méthode pour évaluer la 

variation potentielle du taux de dépérissement de la biomasse active hétérotrophe (AbH = 

bHcromce - bHendoggne). Dans un deuxième temps, il visait à vérifier par différentes 

expérimentations, si les ajustements métaboliques relatés dans la littérature, exercent une 

uinuence significative lors de l'évaluation du taux de dépérissement de la biomasse active 

hétérotrophe. Cette étape était nécessaire, afin de déterminer si le degré de précision de la 

méthode proposée s'avérerait suffisant pour évaluer un diffërentiel du taux de dépérissement 

( d b ~  = b~cmirsan~~ - bHendOgène) ~tati~tiquement significatif. 

La méthode proposée visait à déterminer le taux de dépérissement de la biomasse active 

hétérotrophe sur une biomasse alimentée en substrat (bHCrok). Les manipulations des équations 

mathématiques du modèle ASMl montrent que selon les hypothèses du modèle, il semble 

possible de déterminer la quantité de biomasse active hétérotrophe initiale dans un réacteur 

placé en phase endogène. La valeur peut être déduite de l'ordonnée à l'origine (r02endi) de la 

droite de pente bHend (Équation 5-13). Selon les hypothèses avancées, si le temps zéro de cette 

droite, correspond au moment ou la biomasse a été prélevée d'un réacteur alimenté en substrat, 

la valeur Xm correspondrait alors à la concentration de biomasse active hétérotrophe Xx du 

réacteur alimenté en substrat. Connaissant XH, il est alors possible de déterminer Yobr 

(Équation 5- 1 1) et avec le rapport Yobs/Y de déterminer bHcrok (Équation 5-5). 



Or, selon la revue de littérature effectuée, la biomasse présente des caractéristiques variables 

en fonction des conditions environnementales. Différents régulateurs contrôlent l'expression 

du bagage génétique et in£luent sur la cinétique de la catalyse. La réponse stringente, induite 

par la production de ppGpp lors d'une carence en substrat, exerce un contrôle global sur le 

métabolisme de la cellule et régularise le flot anabolique et catabolique pour prévenir la 

dégradation de matériel endogène et le gaspillage d'énergie. Il en résulte que les enzymes de la 

chaîne respiratoire sont réprimés par Ia réponse stringente pour protéger les macromolécules 

de l'effet des hyperoxydants (Nysrom, 1 998). Cette dernière remarque est en contradiction 

avec les hypothèses du modèle ASM1, puisqu'elle implique que la respiration maximale 

spécifique de la biomasse active hétérotrophe ( r O m S H )  varie. 

D'ailleurs les résultats obtenus démontrent, lorsque les mesure de respiration maximale sont 

effectuées avec de l'acétate, que le rapport ramaxH/DHA de la biomasse active hétérotrophe 

varie avec le temps de carence. Selon l'analyse effectuée, cette variation du rapport 

rOrmcaH/2)HA serait causée par une répression de l'expression des enzymes de la chaîne 

respiratoire lors de la réponse sfrrfrrngente. La répression de l'activité au niveau de Ia chaîne 

respiratoire est donc un phénomène mesurable qui influe sur les mesures respirométriques. Les 

observations de Nystrom (1 994a) sur E. coli concernant la répression de la chaîne respiratoire 

s 'appliqueraient donc a l'ensemble d'une biomasse facultative, et les hypothèses avancées par 

Van Loosdrecht et Henze (1999) concernant la diminution de l'activité spécifique de la 

biomasse (intemal decay) s'en trouvent vérifiées. L'évaluation du taux de dépérissement ( b ~ )  

s'en trouve donc entachée d'une erreur expérimentale, puisque la répression des enzymes de la 

chaîne respiratoire se produit simultanément au dépérissement de la biomasse. 

D'autre part, on sait maintenant depuis peu, que le dépérissement de la biomasse active varie 

avec la synthèse de complexes TA conditionnée par la présence de substrat. Le décès de la 

cellule peut être induit par des régulateurs métaboliques (Yamolinsky, 1995), et varier en 

présence de substrat (Aizeman et d l . ,  1996). En phase de carence, la réponse shingente 

déclenche différents ajustements métaboliques pouvant déboucher sur la mort de la cellule, qui 

est causée par l'activation de toxines. Le taux de dépérissement réel de la biomasse serait donc 

une fonction de la concentration ou de la présence du substrat. 



Le taux de dépérissement de la biomasse active hétérotrophe (&) serait donc une variable 

contrairement aux hypothèses formulées dans les modèles ASM (Henze et COU-, 1986 ; Henze 

et COU., 1995 ; Henze et c o l ,  1999). Conséquemment, la méthode de mesure en cuvée 

endogène généralement utilisée pour évaluer le taux de dépérissement de la biomasse active 

hétérotrophe (bHend), serait éventuellement peu représentative du taux de dépérissement en 

station ou en pilote, puisque dans ces situations, la biomasse est alimentée en substrat et le 

taux de dépérissement correspondrait alors B bHCrok. 

Puisque la théorie d'activation des toxines par la réponse stringente s'applique à la plupart des 

procaryotes (Gerdes, 2000 ; Hochmaq 1997), on peut présumer que le taux de dépérissement 

est variable aussi chez les autotrophes et les bactéries déphosphatantes. D'ailleurs, 

l'identification d'un gène du type mazEF a été effectuée sur au moins une espèce autotrophe 

(T?iiobacilZus ferrooxidans) (Gerdes, 2000), mais celui-ci reste cependant à identifier chez les 

populations nitrifiantes. 

De plus, certaines expérimentations effectuées par Martinage (1999)' démontrent que pour une 

biomasse nitrifiante soumise à une période de carence, p~~~ et YA peuvent varier. Les 

expériences menées par Maainage (1999) tendent donc à démontrer que le taux de respiration 

spécifique de la biomasse nitrifiante peut varier lors d'une carence. Ii faut noter cependant, 

que la répression de l'expression de la chaîne respiratoire ne s'opérera pas, à tout le moins de 

la même façon, chez les autotrophes nitrifiants et chez les hétérotrophes, puisque les 

autotrophes nitrifiants ne sont pas facultatifs. On ne peut donc étendre les conclusions de cette 

étude sut la diminution du taux de respiration spécifique des bactéries hétérotrophes à une 

population autotrophe. Une revue de littérature sur la régulation du métabolisme de la 

biomasse autotrophe devrait être effectuée, pour vérifier de quelle façon cette biomasse 

module éventuellement son taux de respiration spécifique. 

Selon les expérimentations effecîuées, nous avons constaté d'une part, que la précision de la 

méthode pour l'évaluation du bHm est potentiellement insuffisante pour nous 

permettre de distinguer b ~ , k  de bHend si l'écart entre les deux valeurs est peu important. Des 

expérimentations très stables seraient requises pour obtenir un degré de précision suffisant. 



Aussi d'autre part, nous avons constaté à l'aide du rapport r02mOP/DHA, que l'activité de la 

chaîne respiratoire est réprimée par la réponse stringente. A posteriori de la discussion 

effectuée dans le présent document, à cause des ajustements métaboliques induits par la 

réponse stringente, il semble impossible avec les méthodes analytiques utilisées d'évaluer la 

concentration de biomasse active hétérotrophe (XH) dans un réacteur en cuvée ou dans un 

chémostat (Équation 5-13), et par conséquent de détemllner Yobr (Équation 5-1 1)' puis le taux 

de dépérissement de la biomasse durant la phase de croissance (Équation 5-5). De fait, le 

formalisme de Herbert (1958) ne prévoit pas que le taux de dépérissement soit variable. 

L'évaluation d'un taux de dépérissement variable en se basant sur le formalisme de Herbert 

devient très difficile sans modifier les équations proposées par cet auteur. Donc, l'introduction 

d'un bH variable ne peut se faire adéquatement sans revoir les équations à la base des modèles 

ASM. En ce sens, le formalisme proposé par Beeftink (1990) semble, a prion, une 

représentation adéquate d'une cinétique incluant un taux de dépérissement variable. 

Donc, à l'heure actuelle, puisque le taux de dépérissement ainsi que le taux de respiration 

spécifique de la biomassé active hétérotrophe varient avec la disponibilité du substrat, selon le 

formalisme a la base des modèles, et avec les méthodes respirométriques généralement 

utilisées, nous ne pouvons évaluer le taux de dépérissement bHcro, ni le distinguer du taux de 

croissance. Nous sommes donc en mesure d'évaluer seulement le taux de croissance observé 

(uKobs) de la biomasse active hétérotrophe. Les constantes et bH utilisées dans le modèle 

ASM sont donc indissociables ou non identifiables, et bH ne peut qu'être une estimation 

utilisée pour que la réponse du modèle colle aux résultats obtenus expérimentalement. 

Puisque les complexes TA semblent communs aux organismes procaryotes (Arbidge et 

Chesbro, 1982 ; Gerdes, 2000 ; Hochman, 1997), et comme l'acétate utilisé lors des mesuses, 

semble un substrat représentatif de la eaction soluble d'une eau usée urbaine (Henze, 1992), 

les conclusions tirées de ces expérimentations pourraient être étendues à la biomasse de la 

pluspart des stations de traitement municipales. 

En conclusion, sur la base de la revue de littérature et des observations expérimentales 

effectuées au cours de cette étude, on peut croire que le taux de dépérissement de la biomasse 



active hétérotrophe mesuré par respirométrîe serait constitué d'une part, du taux de 

dépérissement réel de la biomasse, celui-ci variant en fonction du substrat, et d'autre part de 

l'effet de la régulation enzymatique tel que représenté par l'équation suivante : 

Équation 9-1 bHlq = bH (S) + ré'htion enzymatique 

Conséquemment, pour évaluer le taux de dépérissement réel de la biomasse, il serait 

nécessaire d'évaluer la quantité de biomasse active présente dans un système donné par le 

biais d'une méthode peu influencée par la régulation enzymatique. Pour ce faire, la méthode 

basée sur l'extraction de l'ADN proposée par Brands et coll. (1994), nous permettrait 

éventuellement d'atteindre cet objectif 

D'autre part, L'action des toxines entraînant la mort des cellules varie selon l'historique d e  la 

biomasse (selon les modèles biochimiques présentés, la quantité de toxine présente dans la 

cellule est fonction de son taux de croissance) et de l'ampleur ou de la durée de la carence 

(intensité de la réponse stringente). Pour évaluer l'action des toxines, un modèle incorporant la 

modélisation dynamique de la croissance des toxines (c.i.e. de certaines chaînes enzymatiques) 

serait donc requis. Le modèle cybernétique présenté par Baloo et Ramkrishna (1991), inclut 

des fonctions de régulation enzymatique, mais néglige le taux de dépérissement. En y 

incorporant le dépérissement, le modèle cybernétique de Baloo et Ramlaishna (1991) 

constitue une avenue intéressante pour évaluer de façon dynamique le taux de dépérissement 

réel de la biomasse active. 

Une étude effectuée dans le cadre d'un doctorat serait donc envisageable pour évaluer, à l'aide 

d'un modèle cybernétique, le taux de dépérissement réel de la biomasse active au cours de la 

phase de croissance. 
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ANNEXE A Mesures respirométriques 



Annexe A. 1 Vérification de la réponse de la sonde 



Vérification de la vitesse de réponse de la sonde 

sonde YS1 53 sonde YS1 58 (témoin) 

Vitesse de réponse des sondes 0 2  

50 1 O0 150 

Temps (sec.) 

Sonde YSI 
Sonde YS1 



Annexe A.2 Respiration sur divers substrats 



Respiration sur différents substrats 

1 Date 1 Substrat 1 rO2 i 
r 

09/09/99 
0910 9/99 

- - -.- -- 1 10/09/99 1 Extrait levure(l0/09) 1 0,2991 

10/09/99 
10/09/99 

Respiration sur différents substrats 

Resp, endo.(09/09) 
Glucose(09/09) 

- 
1 

0,0538 
0,1136 

Resp. endo.(1 0109) 
Glucose(l0/09) 

0, 1298 
0 -2728 



Annexe A.3 Protocole des mesures respirométriques 



PROTOCOLE D'ÉVALUATION DE LA RESPIRATION 

(Protocole utilisé à l'université Laval sur Ies boues de Bernières) 

Précision de la méthode : f 0-008 @ O.&? mg/l/min 

Gamme : 0.008 @ 23 mg/l/min 

L'évaluation de la respiration est effectuée selon une adaptation de la méthode proposée par 

Oron (1 998). Le substrat retenu est l'extrait de levure puisque la réponse obtenue était plus 

forte que celle donnée par l'acétate recommandé par Spanjers et Vanrolleghem (1 995). La 

concentration du substrat dans la biomasse est supérieure à 400 mg/l afin qu'il ne soit pas 

limitant, puisque la sensibilité de la méthode par rapport à l'indépendance de la constante 

de demi-saturation importe peu ici (Vanrolleghem et Coen, 1995). 

La solution tampon et le complément azoté sont ajouté dans un rapport excédant 100 :5 :1. 

De l'allylthiouré est ajoutée d m  un rapport de 4 mg/ 100 m g  de MVES (25 m N )  aux 

échantillons de biomasse prélevés avant la mesure respirométrique pour inhiber la 

respiration de la population autotrophe. 

Réactifs 

W C 1  (0.8 h4) 

Tampon PO4 (0.1 M) pH 7.3 

Acétate de sodium (CH3COONa) (3.1 M) 

Glucose (C&206) (30.0 %) 

Extrait de levure (3 0%) 

ATU(0.4%) 



Cabration de la sonde 

Thermostater de l'eau à 20°C et mesurer la concentration d'oxygène dissous avec la sonde 

YS1 58. 

Remplir le respiromètre avec l'eau à 20°C. Insérer La sonde dans le respiromètre jusquà la 

marque pour ajuster la pronfondeur d'insertion. Ajuster le mouvement de la barre aimantée 

à environ 1200 trm. Calibrer la sonde YS1 53 selon la mesure obtenue avec la sonde YS1 

58. 

Évaluation de la respiration 

1. Prélever environ 350 ml de biomasse dans le réacteur. 

2. Ajouter 1.75 ml de ATU (thennostaté à 20°C) et oxygéner à saturation par agitation. 

3. Placer la boue dans le respiromètre et fermer de façon étanche. 

4. À toutes les 2 minutes, mesurer la concentration en 02, et ceci au cours d'une période 

de 10 minutes (pour obtenir environ 5 points). 

5. Injecter 1 .O mI de substrat (thermostaté à 20°C) dans le respiromètre. 

6.  À toutes les 2 minutes, mesurer la concentration en O*, jusqu'à ce que la concentration 

atteigne 2 mg/l( 25 %) ou durant une période de 10 minutes (5 points). 



ANNEXE 8 Mesure de l'activité DHA 



Annexe B. 1 Courbe standard de TF 





Annexe 8.2 Activité DHA (Mesures au TTC) 



Annexe B. 2.1 Activité DHA sur divers substrats (Mesures au TTC) 



ÉVALUATION DE L'ACTIVITÉ DHA 
ACTIVITE vs SUBSTRAT 
RBactlf: TTC 

Date 

v 

13/07/99 
14107199 
1 4107199 
16107199 
16/07/99 
16/07/99 
16/07/99 
16/07/99 
16/07/99 
16/07/99 
16/07/99 
23/07/99 
23/07/99 
23107199 
23107199 
23/07/99 

Substrat 

Ac&tatei371@ O d 
Glucose/37/@ O d 
glucose/251@ O d 
Acétate125 @ 3 d 
Levure125 @ 3 d 
Acétate130 @ 3 d 
Glucose130 @ 3 d 
Acétate25 @ 3 d 
LevureM5 @ 3 d 
AcbtatelSO @ 3 d 
Glucose/30 @ 3 d 

glucose/25 
Glullavé/25 
gIuIATUM5 

Glullavlo2- 125 
GlulIavl02- 130 

MVES 
rngll 
780 
500 

4575 
1333 
1333 
1333 
1333 
1333 
1333 
1333 
1333 
1470 
1470 
1470 
1470 
1470 
1470 
1747 
1747 

Absorbance 

0,032 
0,016 
0,223 
0,026 
O, 161 
0,043 
0,072 
0,118 
0,224 
O, 182 
0,281 
0,071 
0,066 
0,031 
0,169 
0,196 

DHA 
mg TF/ g MVES 

olM 
0,65 
2,49 
0,40 
2,46 
O ,66 
1,IO 
1,81 
3,43 
2,79 
4,30 
0,99 
0,92 
0,43 
2,35 
2,72 
1,51 
7,98 

1 9,52 

Age de boue 
d 
1 
2 
2 

3 
3 
3 
3 
3 
3 
3 
3 

I O  
10 
10 
10 
I O  
10 
1 
1 

26/07/99 

0,109 
0,683 
0,81 5 
1,033 1 1747 1 I2,O6 Glul3O/ATU 102- 

23/07/99 
26/07/99 
26/07/99 

TO 
O C  

37 
37 
25 
25 
25 
30 
30 
25 
25 
30 
30 
25 
25 
25 
25 
30 
30 
30 
30 

' Glu/ATU/ 02-llav130 
Glul30/02+ 
Glu/30/02- 

1 

0 2  

t 

t 

t 
t 

t 
t 

t 
- 
.. 
- 
- 
- 
- 
- 
- 
- 

t 
.. 

30 

Lavée 
1 

- 
- 
- 
- 
- 
- 
- 
- 
- 
- 
- 
- 
t 
- 
t 

t 

t 
.. 
- 

- 



DHA (mg TFlg MVES) 

DHA (mg TF/ g MVES) 

DHA (mg TFlg MVES) 

DHA (mg TFlg MVES) 
" ! + N M P M  
8 8 8 8 8 8  



Annexe 8.22 Activité DHA spécifique (Mesures au TTC) 



ÉVALUATION DES DHA 
ACTMTÉ VS CONCENTRAîïON DES BOUES 
V6rification de la linbanté de la relation DHAMVES 
Rbacüf: TTC 



ÉKALUATION DE L'AC~WTÉ DHA 
AcTMTÉ VS CONCENTRAnON DES BOUES 
Vdrification de la lindarite de la relation DHA-MVES 
RBactif: T fC 

Siccité vs DHA 

Taux de production de TF 

MVES 

O 1 O00 2000 3000 4000 5000 6000 

MVES (mgIl) 



Annexe 8.3 Activité DHA (Mesures au [NT) 



Annexe 8.3.7 Activité DHA pour différents protocoles (Mesures au INV 
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ËKALUA~~ON DE L'ACTMTÉDHA 
A C W  VS SUBSTRAT 
Reacüf: INT 

Réponse DHA pour différents accepteurs I 

-- 

Réponse DHA (INT) du témoin pour différents protocoles 



É W L U A ~ O N  DE L'ACTMTÉ DHA 
A C ~ ~ W T É  VS SUBSTRAT 
Rdactif: INT 

- - -- 

Réponse DHA (INT) pour différents protocoIes 



Annexe 6.3.2 Activité DHA spécifique (Mesures au /NT) 



ÉVALUATION DE L'ACTWITE DHA 
ACTNIT& VS CONCENTRATfON DES BOUES 
Vbrification de la linbarit6 de la relation 
RBactfi l NT 



ÉVALUA~ON DE L'Ac- DHA 
 AC^ US CONCENTRAlïON DES BOUES 
Vdrification de la linéarité de la relation 
Réactif: INT 

Siccité vs DHA 

MVES 

Taux de production de TF 

O 1000 2000 3000 4000 5000 

MVES (mgIl) 



Annexe B.4 Protocole de la mesure de l'activité DHA 



PROTOCOLE D~ÉVALUATION DE L'ACTMTÉ DÉHYDROGENASE 

(Adapté de Le Bihan, 1999a) 

Précision de IQ méthode : 0.1 mg TF/1 

Sensibilité : 0.3 mg TF/ I  

Gamme : 0.3 à 92 mg TF/I 

Chaque modification apportée à Ia méthode proposée par Le Bihan (1999a), l'a été en 

fonction des caractéristiques de la vaisselle ou dans le but de maximiser la réponse des 

DHA face au DiT/substrat. Le INT a été retenu plutôt que le TTC car le INT semble moins 

sensible à la présence d'oxygène et présenter moins d'effets inhibiteurs. La réaction est 

arrêtée par l'ajout de H2S04 98% (Richard et coll., 1984) plutôt que de formalin car cet 

inhibiteur s'est avéré plus efficace avec le NT. 

Réactifs : 

Tampon phosphate pH 7.4 

H2S04g8% 

Saline 0.14 M (8.18 19 g de NaCl dans t litre d'eau distillée). 

Solution de INT (SIGMA 1-8377) 0.2% (m/v) dans l'eau distillée. Conserver au fiais à 

l'obscurité. 

Méthanol 

ATU (0.4 O h  m/v) dans l'eau distillée 

Substrats (Si nécessaire ajuster le pH à 7.4) 

- Acétate de sodium 2% (m/v) Tampon PO4 (O. 1 M) 

- Glucose 1.5%(m/v)TamponP04(0.1 M) 

- Extrait de levure 1 -5 % ( d v )  Tampon P o 4  (O. 1 M) 



Préparation : 

Tampon PO4 (0.1 M) 

Peser 13.62 gr. de KH2P04 et dissoudre dans 1 litre d'eau distillée (solution A). Peser 17.8 1 

gr. de & H P 0 4  et dissoudre dans 1 litre d'eau distillée (solution B). Mélanger 200 ml de la 

solution Avec 800 ml de la solution B. 

Solution de Substrat-INT 

Mélanger 30 ml de substrat avec 30 ml de la solution de iNT dans des bouteilles stériles de 

60 ml (concentration en INT de 0.01 %). Chaque flacon de 60 ml constitue la quantité 

journalière de solution. incuber à 30°C avant l'utilisation. 

Préparation de la biomasse 

Le but de cette manipulation est d'éliminer les fiactions de substrats solubles ou d'agents 

inhibiteurs contenus dans la phase liquide. Ce lavage est effectué par centrifugation suivi du 

remplacement du surnageant par la solution NaCl 0.14 M et d'une remise en suspension par 

agitation, 

1) Verser 50 ml de biomasse dans un tube à centrifuger de 50 ml et centrifuger à 2600 g 

pendant 10 minutes. 

2) Éliminer le surnageant et remplacer par la solution de NaCl (0. MM) à volume 

identique. 

3) Introduire quelques billes de verre (au besoin) et agiter au vortex 2 x 10 sec. 



Évaluation des DBA 

1. Prélever 3 x 1 ml de la préparation de biomasse dans 3 des 4 des tubes à centrifuger- 

Ajouter 0.045 ml (0.1 8 mg) CATU à la biomasse dans chaques tubes (la concentration 

en ATU dans la fiole de réaction sera de 20 mg/l). 

2. Ajouter 8 ml de la solution de substrat-INT dans chaques tubes. Bien fermer et incuber 

10 minutes dans le noir à 30°C. Agiter au 5 minutes. 

3. Arrêter la réaction par l'ajout de 30 pl de H2S04 98%. Faire un blanc en mélangeant la 

biomasse avec le INT-substrat en dernier, après l'ajout du H2S04. 

4. Bien agiter chaques tubes et centrifuger à 2600 g pendant 10 min. 

5. É~iminer le surnageant et ajouter 5 ml de méthanol. Agiter au vortex durant 20 sec. 

Laisser reposer durant 30 min. Extraire le TF formé en agitant au vortex pendant deux 

fois 20 sec de façon intermitente. Centnfuger a 1500 g pendant 5 min. 

6. Lire la densité optique (absorbance) du surnagent à 490 nrn. 

7. Multiplier la densité optique par 5 pour tenir compte des quantités relatives de biomasse 

et de méthanol utilisées. 

Note : Lors des expériences menées à l'université Laval, la biomasse était ajoutée dans le 

tube après la période d'incubation pour former le blanc. 

Lors des expériences au LIPE de I'INSAT, le blanc était préparé au même moment 

que les autres tubes- 



ANNEXE C Expériences menées à l'Université Laval - Résultats bruts 



Annexe C. 1 Suivi des réacteurs 



Université Laval 
Boues de Bernières 
Suivi des réacteurs 

~olume"' = Volume comgé pour l'évaporation 

I 

' Date 

1 

16/09/99 
1 7/09/99 
19/09/99 

20/09/99 

21 /O9199 

22/09/99 

24/09/99 
25/09/99 
27/09/99 

29/09/99 

O 1 /1 0199 
û4/1 O199 

Jour 

O 
1 
3 
3 
4 
4 
4 
5 
5 
5 
6 
6 
6 
8 
9 
11 
11 
11 
13 
13 
15 
18 

PH 

6.56 
7,50 
7.20 
7.00 
730 
6,9C 
6.74 
7.24 
6.96 
6.92 
7,23 
6,95 
7.00 
6.80 
6.73 
7.32 
7.03 
7.08 
7.40 
7.30 

O2 
mg f i  

8.80 

8.84 

8.90 

8.91 

9.1 1 
9.06 
9.07 

9.12 

RBacteur 1 

T 
OC 

19.70 

19.90 

19.90 

MVEScor 
mgil 
2240 

1732 

1700 

MVES 

mgn 
2240 

1780 

1780 

1689 

w 

1694 

1625 

1393 
1324 

1   oh me'" 
L 
20 

19.46 

19,10 

18,56 

18.02 

17.66 

17,30 
16.76 

19,80 
19.80 
19.80 

19.80 

20.00 
20,OO 

1820 

1880 

1 840 

1610 
1580 



Université Laval 
Boues de Bernières 
Suivi des réacteurs 

~olurne(" = Volume comgé pour l'évaporation 

b 

r 

Date 

1 6/09/99 
1 7/09/99 
19/09/99 

20/09/99 

21 /O9199 

22/09/99 

24/09/99 
25/09/99 

, 27/09/99 

29/09/99 

O 1 11 0199 
04M0199 - 

Jour 

O 
1 
3 
3 
4 
4 
4 
5 
5 
5 
6 
6 
6 
8 
9 
11 
11 
11 
13 
13 
15 
18 

Rdacteur 2 

PH 

6.80 
7,20 

O2 
mgn 

8.70 

Volume"' 

L 
20 

19.40 

MVEScor 
mgn 
2040 

1436 

19.00 

18.40 

17.80 

17.40 

17.00 
16.40 

T 
OC 

6.90 
6.70 
7.30 
634 
6.77 
7.20 
6,90 
6.88 
7.25 
6.99 
7.00 
6.85 
6.84 

1 634 

1490 

1531 

1479 

1267 
1189 

MVES 
mg11 
2040 

1480 

19,80 

19.80 

19.80 

19.80 
19.70 
19.80 

8.70 

8.81 

8.85 

9.08 
9.09 
9.12 

1720 

1 620 

1720 

1700 

1490 - 
1450 

19,80 

20.00 
20.00 1 

7.36 
7,20 
7.08 
7.60 
7.40 

9.13 



Université Laval 
Boues de Bernières 
Suivi des réacteurs 

~olume"' = Volume comgé pour l'évaporation 

1 

1 

w 

1 

Date 

1 6/09/99 
1 7/09/99 
1 9/09/99 

20/09/99 

21 109199 

22/09/99 

24/09/99 
25/09/99 
27/09/99 

29/09/99 

0 1 11 0199 
0411 0199 

1 Réacteur 3 
Jour 

O 
1 
3 
3 
4 
4 
4 
5 
5 
5 
6 
6 
6 
8 
9 
11 
11 
11 
13 

T 
OC 

20,OO 

19.90 

19.80 

19.80 
19.80 

19.70 
13 
15 
18 

PH 

6.60 
7,30 
7.00 
6.80 
7.30 
6.99 
6.80 
7.28 
7.03 
6.95 
7.27 
7,01 
7.09 
6.92 
6.86 
7,30 
7.14 

O2 
mgn 

8,80 

8.75 

8.90 

8.95 

9.12 
9,09 

9.08 

MVES 
mg11 
2080 

1 720 

1760 

1660 

1740 

1760 
7.10 
7.60 
7.50 

Volurne"' 
L 
20 

19.04 

18.40 

17,# 

16,48 

15.84 

20.00 
20.00 

MVEScor 

mgn 
2080 

1637 

161 9 

1448 

1434 

1 394 

1 540 
1540 

15.20 
14,24 

1170 
1 096 

1 

1 



Annexe C.2 Décompte de la microfaune 
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Annexe C.3 Respiration des boues de Bernières 



Université Laval - 

Boues de Bernières 
Respiration de la biomasse hétérotrophe 

Date 

1 7/09/99 
1 9/09/99 
20/09/99 
21/09/99 
22/09/99 
24/09/99 
25/09/99 
27/09/99 
28/09/99 
29/09/99 
30109/99 
01/10/99 
0411 O199 

RI 
mglllh 
29,861 
20,059 
21,690 
18,107 
16,290 
13,831 
12,263 
10,471 
9,420 
8,805 
5,490 
4,993 
3,585 

Jours 

1 

Respiration exogène 
. R2 

rngnlh 

16,942 
18,276 
16,006 
14,421 
1 1,862 
9,926 
8,928 
8,200 
7,590 
4,231 
3,177 
3,857 

R I  
mgllih 
8.91 9 

R3 
mglllh 

19,758 
1 8,746 
15,815 
13,690 
11 ,d23 
9,923 
8,286 
8,406 
7,541 
3,655 
3,817 
3,067 

Respiration 
R2 

mglllh 

3 
4 
5 
6 
8 
9 
11 
12 
13 
14 
15 
18 

endogène 
R3 

mglllh 

4,423 
4,568 
4,589 
3,920 
3,119 
3,134 
2,243 
2,313 
2,923 
1,754 
1,535 
1,466 

7,356 
6.1 19 
5,209 
4,683 
4.788 
3,755 
2,827 
2,606 
2,734 
2,622 
2,419 
2,343 

5,147 
5,049 
4,272 
3,542 
3,097 
2.768 
2,447 
2,894 
2,290 
1,853 
1,947 
1,487 



Annexe C.4 Activité DHA des boues de Bernières 



Universite Laval 
Boues de Bernieres 
Activit6 DHA corrigbe en fonction de I'bvaporation 



ANNEXE D Expériences menées au LIPE - Résultats bruts 



Annexe D. 1 Suivi des MVES des boues de Ginestous 



UPE - INSAT 
Boues de Ginestous 
Suivi des MVES dans les réacteurs 

Réacteur no. i Réacteur no. 2 Respirorndtre no. 1 Respiromètre no. 2 
Date Jour M E S  MES MVES MES MVES MVES 

mgfi mgn mgn mgn msli mgn 
19l10199 O 1856 2242 1804 21 94 1 654 1 647 
2211 O199 3 1370 1712 1296 1626 1150 1230 
2611 0199 7 11 14 1368 1012 1284 962 1010 
3011 0199 
0211 1/99 
0511 1199 
0811 1/99 

' Second essai 

11 
14 
17 
20 

958 
930 
862 
81 6 

- 

1 222 
1208 
1138 
1128 

872 
790 
6ô4 
572 

1090 
1 024 
906 
802 

2386 
1854 

2372 
1872 

.. . 



Annexe D.2 Substrat OCDE 



SUBSTRAT OCDE (Adapté de Ochoa Chaves, 1998) 

Le substrat a été préparé selon la concentration requise pour effectuer les essais 

respirométriques ou les essais enzymatiques. Tel que suggéré dans le Standard Method 

(1998), la solution minérale n'a pas été ajouté au substrat puisque la boue contient tous les 

minéraux requis. 

Préparation : 

Peser 4.8 g de peptone 

3.3 g d'extrait de viande ( V I A N D O X ~ )  ) 

1.3 8 g d'acétate de sodium 

0.99 g d'éthanol 

4.2 g de NaCl 

et dissoudre dans la solution tampon PO4 et compléta à 1 litre (1,4% m/v pour les essais 

enzymatiques) ou 100 ml (14% m/v pour les essais respirométriques). Ajuster le pH à 7,4 

avec du NaOK au besoin. La DCO mesurée du substrat concentré à 14% est de 140 000 

Un supplément azoté est ajouté à la solution utilisée pour les essais enzymatiques dans un 

rapport DC0:N = 100 :5 (2590 mgNH&l/l). 



Annexe 0.3 Respiration des boues de Ginestous 



LIPE INSAT 
Boues de Ginestous 
Respiration âes boues rbacteur no. 1 

Jour date endogene lot ro2 NH4 endo helero r02 Carbone endo auto ro2 max NH4 ro2 ma cab ln endo hetero ln endo auto ln ro2max NH4 In ro2max carb 

1 

2 
3 

4 
7 
8 

9 

1 O 
13 
15 
16 

17 

18 
19 
21 

19110199 

20110199 
21110199 
22110199 
2511 0/99 
26110199 

27110199 

28110199 
3111 O199 
0211 1199 
03111199 
O411 1/99 

05111199 
0611 1/99 
OBHI199 

0,2942 

0,2898 
0,2162 
0,1513 
O, 1448 
0,175 

0,1328 

0,1097 
0,0634 
0,0547 
0,0626 

0,0627 

0,0649 

0,0714 
0,0618 

0,2604 

0,2661 
0,1916 
0,1394 
0,1245 
0,2254 

0,1407 
0,1165 
0,1128 
O,! 116 
0,1043 

0,094 

0,0864 
0,0848 
0,0773 

0,2471 

0,2477 
0,1677 
0,0994 
0,0725 

- -- 

0,0822 

0,0834 

0,0782 

0,0433 
0,0463 
0,0432 

0,0452 

0,044 

0,0474 
0,0481 

0,7572 

0,7523 
0,7455 
0,5297 
0,1484 
0,2006 

O, 189 
0,1696 

0,1841 
0,1776 
0,1705 

0,1499 
0,1463 

0,1481 
O,! 337 

0,0471 

0,0421 
0,0485 
0,0519 
0,0723 
0,0928 

0,0494 
0,0315 

0,0201 
0,0084 
0,0194 

0,0175 
0,0209 

0,024 
0,0137 

0,0133 

0,0184 
0,0239 

O,O4 
0,052 
0,7432 

0,0573 
0,0383 
0,0695 
0,0653 
0,0611 

0,0488 
0,0424 

0,0374 
0,0292 

0,7572 
0,7523 
0,7455 
0,5297 
0,1484 
0,2006 

0,189 
0,1696 

0,1841 
0,1776 
O,! 705 

0,1499 
0,1463 

0,1481 
O,! 337 

-1,3980 

-1,3955 
-1,7856 
-2,3086 
-2,6242 - 
-2,4986 

-2,4841 
-2,5485 
-3,1396 
-3,0726 
-3,141 9 

-3,0967 

-3,1236 

-3,0491 
-3,0345 

-3,0555 

-3,1677 
-3,0262 

-2,9584 

- -2,6269 - - - - 

-2,3773 

-3,0078 
-3,4578 
-3,9070 
-4,7795 
-3,9425 

4,0456 
-3,8680 

, -3,7297 
4,2904 

4,3200 

-3,9954 
-3,7339 
-3,2189 

-- - -2,9565 - 
-1 ,9435 

-2,8595 
-3,2623 
-2,6664 
-2,7288 
-2,7952 

-3,0200 
-3,1606 
-3,2861 
-3,5336 

L 

4,2781 

4,2846 
-0,2937 
4,6354 

- -1,9078 
- - 

-1,6084 

-1,6660 

-1,7743 
-1,6923 
-1,7282 
-1,7690 

-1,8978 
-1,9221 
-1,9099 
-2,OI 22 . 
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Annexe D.4 Activité DHA des boues de Ginestous 



LlPE - INSAT 
Boues de Ginestous 
LINEAIRE DHA 

- - 

Linéaire DHA 

i 1 L I I I 

O 012 0,4 0,6 018 1 1 2  1,4 lI6 

Concentration relative 

DHA 
mg TF A 

Concentration Absorbance 
unité 



LlPE - INSAT 
Boues de Ginestous 
LINEAIRE DHA 

Linéaire DHA 

Concentration 

1 Concentration relative 

Absorbance 
unité 

DHA 
mg TF /l 



LIPE - INSAT 
Boues de Ginestous 
ACTIVLTÉ DHA 

Date 
19/ 10199 

20/ 1 0/99 

201 10/99 

21/10/99 

22/ 1 0/99 

251 10199 

26/ 10/99 

27/ 10/99 

28/ 1 0199 

3 1/ 10/99 

jour 
1 
1 
1 
2 
2 
2 

2,25 
2,25 
2,25 

3 
3 
3 
4 
4 
4 
7 
7 
7 
8 
8 
8 
9 
9 
9 
1 O 
10 
10 
13 
13 

ln TF 
3,853 

3,147 
3,156 
3,247 

3,026 
3,055 
3,036 
2,980 
2,965 
2,965 
2,666 
2,666 

2,623 
2,645 
2,608 

Boues agitées Boues témoin 

OU1 1/99 

03/ 1 1/99 

041 f 1/99 

05/ 1 1199 

06/ 1 1/99 

08/11/99 

Abs 
0,462 

15 
15 
15 
16 
16 
16 
17 
17 
17 
18 
18 
18 
19 
19 
19 
21 
21 
21 

mg TF11 
47,142 

In TF 
3,532 
3,576 
3,558 

Abs 
O, 335 
0,350 
O, 344 

0,094 
0,091 
0, 099 
0, 110 
0, 102 
0,112 
O, 115 

O, 101 
O. 104 
0, 1 03 
0,096 
0, 098 
0, 100 
O, 09 1 
O, 096 
0,098 

1 mgTF/I 
34,183 
35-7 14 
35,102 

9,592 
9,286 
10,102 
11,224 
10,408 
11,428 
11,735 

10,306 
10,612 
10,510 
9,796 
10,000 
10,204 
9,286 
9,796 
10,000 

0,217 
0,211 
0,220 
0,217 
0,211 
O, 220 
0, 182 
O, 185 
O, 185 
O, 162 
0, 166 
O, 171 
O, 119 
0, 124 
0,118 
O, 124 
0, 122 
0, 127 
O, 088 

0,228 
0,230 
0,252 

0,202 
0,208 
O, 204 
0, 193 
0,190 
0, 190 
0, 141 
O, 141 

0, 135 
0, 138 
0, 133 
O, 09 1 

2,313 
2,418 
2,343 
2,436 
2,463 

2,333 
2,362 
2,352 
2,282 
2,303 
2,323 
2,228 
2,282 
2,303 
2,239 
2,292 
2,282 
2,124 
2,148 
2,136 
2,008 
2,022 
2,172 

1 23,265 
23,469 
25-7 14 

20,6 12 
21,224 
20,816 
19,694 
19,388 
19,388 
14,388 
14,388 

13,775 
14,082 
13,571 
9,286 

O, 101 
0,097 
0, 105 
0,100 
O, 109 
0,091 
O, 095 

0,088 
0, 084 
0, 089 
0, 079 
0, 075 
0,076 
0, 064 
0, 066 
O, 066 
0,050 
0,053 
O, 052 
0, 052 
O, 052 
O, 052 
0,031 
0,038 
0, 033 

1 O, 306 
9,898 . 

10.714 
1 0, 204 
11,122 
9,286 
9,694 

8,980 
8,57 1 
9,082 
8,061 
7,653 
7,755 
6-53 1 
6,735 

O. 092 
0,097 
O, 096 
O, 082 
O, 084 
O, 083 
0, 073 
0, 074 
0,086 

22,143 
21,530 
22,449 
22,143 
21,530 
22,449 
18,571 
18,877 
18,877 
16,530 
16,939 
1 7,449 
12,143 
12,653 
12,041 
12,653 
12,449 
12,959 

pp 

2,333 
2,292 
2,372 
2,323 
2,409 
2,228 
2,271 

2,195 
2,148 
2,206 
2,087 
2,035 
2,048 
1,876 
1,907 

9,388 
9,898 
9,796 
8,367 
8,571 
8,469 
7,449 
7,55 1 
8,775 

3,098 
3,069 
3,111 
3,098 
3,069 
3,111 
2,922 
2,938 
2,938 
2,805 
2,830 
2,859 
2,497 
2,53 8 
2,488 
2-53 8 
2,522 
2,562 - 

6,735 
5,102 
5,408 
5,306 
5,306 
5,306 
5,306 
3,163 
3,878 
3,367 

8,980 

1,907 
1,630 
1,688 
1,669 
1,669 
1,669 
1,669 
1,152 
1,355 
1,214 

2,195 



ANNEXE E Modèle ASM1 



Modèle ASMl 

Le modèle ASMl (Henze et coll., 1986) a été conçu pour effectuer des simulations 

numériques de procédés d'épuration biologiques des eaux usées. Les équations du modèle 

décrivent quelques processus de dégradation du carbone et de l'azote se produisant dans les 

systèmes de traitement, incluant la croissance et le dépérissement de la biomasse active, la 

croissance cryptique, et l'hydrolyse des matières particulaires. 

Les tables 3 et 4 (tirées de Henze et coll., 1986) donnent Ia signification des symboles et la 

table 5 (tirée de Henze et coll., 1986) les valeurs usuelles des paramètres. La table 2 (tirée 

de Henze et coll., 1986) est présentée en dernier et donne les équations cinétiques pour 

l'ensemble des processus modélisés sous forme de matrice. 

Les composants solubles sont indiqués sous la notation S, et les composants particulaires 

sous la notation X. Les composants (i) impliqués dans les réactions sont identifiés sur la 

première ligne de la table 2. Les équations décrivant la cinétique de chacun des 

processus bj) sont indiquées dans la colonne de droite, sur les lignes (i) appropriées. Les 

coefficients stœchiométriques (yy) sont d o ~ é s  à la case correspondant à la cinétique 

associée au composé impliqué. La variation globale de chaques composés (ri) correspond 

au produit des vecteurs « coefficient stœchioméû-ique » (v) et « cinétique » (colonne 

Process rate p). 



Table 3 Parameters and characteristics which may be assumed 

Sym boI Name 

YA Yield for autotrophic biomass 
hl Demy coefficient for autotrophic biomass 

f p  Fraction of biomass leading to particulate products 
2s R Mass of nitrogen per rnass of COD in biomass 
ZXP Mass of nitrogen per mass of COD in products from biomass 
K0.u Oxygen half-saturation coefficient for heterotrophic biomass 
Kso Nitrate half-saturation coefficient for denitrifying heterotrophic biomass 
K ~ . ~  Oxygen half-saturation coefficient for autotrophic biornass 

Table 4 Parametam and characteristics which must be evalusted and information needed 

Prior information 
Sym bol Name needed 

%-O, Soluble nitrate nitrogen concentration in wastcwater 
%tit Soluble 'ammonia' nitrogcn concentration in wastewatcr 
SI I Soluble inert COD concentration in wastcwatcr 
SSII Soluble inert organic nitrogcn concer.tration in wastewater 
S m  1 Soluble biodcgradable organic nitrogen concentration in SNII 

wastcwater 
YH Yield for heterotrophic biomass 
SSI Concentration of readily biodegradable COD in wastewatcr yx 
6~ Maximum specific growth rate for autotrophic biornass b~ 
KXH Amrnonia half-saturation coefficient for autotrophic biomass 
bn Decay coefficient for heterotrophic biornass YI*. fr 
Xr r inert suspended organic matter concentration in wastcwater f ~ .  b ~ .  SSL, SII 
XSI Slowly biodcgradable organic matter concentration in -&IV SSI. sri 

wastewatcr 
X N D ~  Slowly biodcgradable organic nitrogen concentration in %L. -ysi, %DI 

wastewater 
Correction factor for under anoxic conditions 

?h 
Correction factor for hydrolysis undcr anoxic conditions 

PH Maximum specific growth rate for heterotrophic biomass y~~xs~~-~ii~ssi.f~ 
Ks Half-saturation coefficient for heterotrophic biomass yn. X s i .  XII, &.fp 

k l a  Maximum specific hydrolysis rate 
K x  Half-saturation coefficient for hydrolysis of slowly 

biodegradable substratc 
ka Arnrnonification rate 



Table 5 Typical parameter values at neutrai pH 

Unit 
Value at Value at 

20 OC 10 O C  

YA g ce11 COD iormed (g N oxidized)" 
YH gcell COD iormed (g COD oxidued)-' 

& dimensionless 
k~ -g N(g COD)-' in biomass 
IXE g N(g COD)-' in endogenous mass 

Kinetic parameters 

$H d a y  ' 
Ks gCOD m-3 
KO.H g o2 m-3 
KNO g NOrN m-3 
bn day-' 
T u  dimensionless 
V h  

kh g slowly biodegradable COD (gcell COD - &y)-' 
K x  g sIowly biodegradable COD (g ce11 COD)-' 
$A day-' 
KSH g NH,-N m-3 
Ko.* m-= 
k mJ . COD (g - day)-' 






