
La  diversité  microbienne  dans  les  bioprocédés

Date  :  31  octobre  2013  

Richard  Villemur,  Ph.  D.

Professeur  Atulaire

INRS-­‐InsAtut  Armand-­‐Frappier

Spécialiste  en  écologie  microbienne  des  bioprocédés  de  dépolluAon



Bioprocédés  étudiés
• Bioréacteur  de  type  Upflow  anaerobic  sludge  blanket
• Bioréacteur  film  fixe  anaérobie

–DégradaAon  du  pentachlorophénol

• Bioprocédé  de  dénitrifica;on  en  eaux  de  mer
–DiminuAon  du  nitrate  dans  le  bassin  d’eau  de  mer  du  Biodôme  de  Montréal

• Bioprocédé  d’enlèvement  de  phosphate
–Enlèvement  du  phosphate  dans  le  bassin  d’élevage  de  poisson

• Bioréacteur  thermophile  pour  la  dégrada;on  de  lisier  de  porc

Développement  d’un  consor;um  microbien  pour  la  dégrada;on  de  modulateurs  endocriniens

Biotraitement  d’un  effluent  minier  aurifère  pour  la  dégrada;on  du  thiocyanate
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ProblémaAque
• Estrogènes  sont  des  hormones  impliqués  dans  le  développement  des  individus.

–17-α-Éthinylestradiol :  pilule  contracepAve  

• D'autres  molécules  issues  de  l'acAvité  industrielle  (Bis-­‐phénol  A,  n-­‐nonyl  phénol)  ont  
des  effets  sur  le  système  endocrinien.

• Ils  se  retrouvent  dans  les  urines  et  donc  les  eaux  usées,  à  des  concentraAons  faibles,  
mais  toujours  acAves.

• Les  traitements  des  eaux  usées  sont,  pour  la  plupart,  inefficaces  pour  les  éliminer  dues  
à  leurs  faibles  concentraAons.

• Se  retrouvent  dans  l'environnement  et  deviennent  des  perturbateurs  endocriniens.



ProblémaAque
•Se  retrouvent  dans  les  eaux

–Induire  la  féminisaAon  des  poissons

–DysfoncAon  des  systèmes  de  reproducAon

•Pourrait  expliquer  le  déclin  de  la  qualité  du  sperme  depuis  50  ans.    

•AccumulaAon  dans  la  chaîne  alimentaire



ProblémaAque
• Molécules  faiblement  solubles  dans  l'eau.

• Une  explicaAon  possible  de  la  persistance  des  estrogènes  malgré  leur  biodégradabilité  
est  leur  très  faible  concentraAon  dans  les  eaux  usées,  soit  entre  1  et  70  ng/l.  

• Procédés  biologiques  :  concentraAons  trop  faibles  pour  perme^re  la  croissance  de  
microorganismes.

• Besoin  d'améliorer  le  traitement  des  eaux  usées  pour  l'éliminaAon  de  ces  substances

• =>Système  à  deux  phases  immiscibles



Système  à  deux  phases  immiscibles
• Une  phase  immiscible  à  l'eau  peut  extraire  des  eaux  
usées  les  MEs  et  les  concentrer.  

• La  phase  immiscible  est  ensuite  combinée  à  une  phase  
aqueuse  contenant  une  flore  microbienne  adaptée  
pour  la  dégradaAon  des  MEs.



Hytrel  8206Tm  



17-β-Estradiol (E2)

Bisphénol A (BPA) Nonylphénol (NP)

Estriol (E3) Estrone (E1)

17-α-Éthinylestradiol (EE2)

Modulateurs  endocriniens  à  l’étude



ObjecAf  du  projet
• Établir  des  enrichissements  microbiens  pour  la  dégradaAon  des  MEs  dans  un  système  à  
deux  phases  immiscibles,  avec  l’Hytrel  comme  phase  immiscible  à  l’eau.

• =>PerspecAve  de  développer  un  bioréacteur  à  deux  phases  immiscibles  pour  la  
dégradaAon  de  MEs.



Solubilité  des  MEs  dans  l'Hytrel
Endocrine
disruptor

Solubility in watera 25˚C 
(µg/g)

Absorption by Hytrel (µg/g)Absorption by Hytrel (µg/g)Endocrine
disruptor

Solubility in watera 25˚C 
(µg/g) Individual Combined

E1 12.42 590 ± 35 577 ± 18

E2 12.96 661 ± 30 611 ± 44

E3 13.25 514 ± 33 452 ± 20

EE2 4.83 666 ± 48 571 ± 30

NP 5.43 438 ± 4 549 ± 31

BPA 120 621 ± 16 705 ± 42



ObjecAfs  spécifiques
• Enrichissement  des  flores  microbiennes  

• Déterminer  leur  capacité  de  dégradaAon  des  MEs

• Déterminer  la  composiAon  des  flores  bactériennes

• Isoler  des  souches  capables  de  dégrader  des  MEs



Enrichissements

• Inoculum  de  départ
–Boue  d'eaux  usées
–Biomasse  d'un  réacteur  traitant  le  lisier
–Biomasse  d'un  réacteur  à  deux  phases  immiscibles  pour  la  dégrada;on  d’hydrocarbures  
aroma;ques

•Phase  immiscible
–Hytrel

•Milieu  minimal  (60  ml)
–Les  MEs  dissous  préalablement  dans  l’Hytrel  comme  seules  sources  de  carbone

•Repiquage  chaque  4  semaines  avec  milieu  frais
• Fait  en  triplicats



Enrichissements  2008-­‐2011



Croissance des enrichissements



DégradaAon  des  MEs  par  les  enrichissements
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DégradaAon  des  MEs  par  les  enrichissements  (suite)
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Diversité  bactérienne
• ExtracAon  de  l’ADN  total  des  enrichissements

• AmplificaAon  PCR  des  gènes  de  l’ARN  ribosomal  (ARNr)  16S

• MulAtude  de  séquences  de  même  longueur  séparées  sur  Gel  Électrophorèse  à  
Gradient  dénaturant  (DGGE)

• Séquençage  à  haut  débit  (technologie  454,  pyroséquençage)
• AffiliaAon  des  séquences  pour  idenAficaAon  des  bactéries  en  présence



Profil  migratoire  DGGE
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«  Pyrosequencing  reads  »  de  chaque  enrichissement

• Gènes  de  l'ARNr  16S
–Amorce  28f



ProporAon  des  bactéries  les  plus  abondantes  dans  les  enrichissements



AffiliaAon  des  séquences  de  l’ARNr  16S



Isolement  de  souches  dégradant  les  MEs
• Enrichissement  AHy  seulement

• Mis  sur  différents  milieux  solides
–Milieu  minimal  (ESM)  avec  et  sans  vitamine

–TSA,  R2A
–Mes  :    E1,  E2,  E3  et  EE2

• Isolats  culAvés  sur  milieu  riche    (TSB)  avec  E1,  E2,  E3  et  EE2  pour  4  jours.



AffiliaAon  des  souches  isolées  de  l’enrichissement  AHy



Discussion
• Le  polymère  Hytrel  est  un  bon  matériel  dans  le  développement  d’un  système  à  deux  
phases  immiscibles  pour  la  concentraAon  et  la  dégradaAon  des  MEs.

• Hytrel  fournit  une  source  de  carbone  inconnue  =>  Hyphomicrobium,  Rhodanobacter,  
Microbacterium
–Hytrel  n’a  pas  semblé  être  affecté

–Étude  à  long  terme  requise

• MEs  trappés  dans  l’Hytrel  sont  dégradés  dans  les  enrichissements
–Tous  sauf  le  EE2.  Pouvoir  estrogénique.



Discussion
• Novosphingobium  et  Sphingomonas

–DégradaAon  des  MEs

• Essais  sur  eaux  usées  a  permis  l‘extracAon  de  MEs

• PotenAel  de  développer  un  bioprocédé  à  deux  phases  immiscibles  comme  traitement  
secondaire  ou  terAaire  à  des  usines  de  traitement  des  eaux  usées.



Biotraitement  d’un  effluent  minier  aurifère  pour  la  
dégradaAon  du  thiocyanate

• Richard Villemur, Julie Ménard, Véronique Bougie, Pierre Juteau, Eric Déziel



ProblémaAque

• CyanuraAon  est  un  procédé  dans  lequel  l'or  est  dissous  par  des  soluAons  aqueuses  de  
cyanure  (CN—  ).
–Il  reste  l'approche  la  plus  rentable  d'extracAon  de  l'or.

• Le  thiocyanate  (SCN-­‐)  est  formé  en  tant  que  sous-­‐produit  de  ce  processus  grâce  à  
l'interacAon  du  CN  et  du  soufre  présent  dans  les  minerais,  résultant  en  un  grand  
volume  d’eaux  usées  fortement  contaminées  par  le  SCN-­‐.

• Les  procédés  d'oxydaAon  chimiques  sont  généralement  uAlisés  pour  transformer  CN-­‐  
en  cyanate  (OCN-­‐),  ce  qui  est  moins  toxique  que  le  cyanure,  mais  à  forte  concentraAon  
est  toxique.



ProblémaAque

• Des  traitements  supplémentaires  pour  l'éliminaAon  de  ces  molécules  sont  nécessaires.

• Le  traitement  biologique  est  une  opAon  valable.

• De  nombreuses  souches  bactériennes  ont  été  isolées  pour  leur  uAlisaAon  du  SCN  et  
OCN  comme  seule  source  de  carbone  et/ou  d’azote  et/ou  d'énergie.



La  voie  du  sulfure  de  carbonyle  (COS)  est  catalysée  par  l'enzyme  hydrolase  qui  transforme  le  SCN  en  sulfure  de  
carbonyle,  et  ensuite    en  sulfate  :
  
   SCN-­‐  +  2H2O  →  COS  +  NH3  +  OH-­‐          
   COS  +  OH-­‐  +  2O2  →  CO2  +  SO4

2-­‐  +  H+        

SCN-­‐  peut  également  être  hydrolysé  par  l'intermédiaire  de  la  voie  de  cyanate  :

   SCN-­‐  +  H2O  →OCN-­‐  +  H2S             

Cyanate  peut  être  dégradé  en  bicarbonate  via  carbamate  au  moyen  d’une  cyanase  et  l'anhydrase  carbonique  :

   OCN-­‐  +  HCO3
-­‐  +  3  H+  →  2  CO2  +  NH4

+        

Voies  métaboliques  de  biodégradaAon  du  thiocyanate  et  cyanate



RBC-­‐A RBC-­‐B RBC-­‐C RBC-­‐DSéries  #  1

Séries  #  2 RBC-­‐A RBC-­‐B RBC-­‐C RBC-­‐D

MBBR-­‐A RBC-­‐B RBC-­‐C RBC-­‐DSéries  #  3

Séries  #  4 MBBR-­‐A RBC-­‐B RBC-­‐C RBC-­‐D

Réacteur    A  :     SCN-­‐  →  NH3  +  CO2  +  SO4
2-­‐  

Réacteurs  B,  C,  D  :     NH3  →  NO2  →NO3  (nitrificaAon)

Traitement  biologique  des  eaux  cyanurées  d’une  mine  aurifère



Bioréacteurs  de  type  «  RotaAng  Biological  Contactors  »  (RBC)  



ProblémaAque

• Peu  d’informaAon  sur  la  flore  bactérienne  impliquée  dans  les  procédés  à  grande  
échelle.

• Problèmes  mécaniques  reliés  à  l’opéraAon  à  long  terme  des  RBCs.

• InhibiAon  de  la  nitrificaAon  par  l’ammonium.



ObjecAfs  généraux
• Déterminer  la  composiAon  de  flore  bactérienne  du  procédé  à  grande  échelle.

• Développer  un  procédé  en  laboratoire  avec  des  réacteurs  de  type  Moving  Bed  Biofilm  
Reactors  (MBBRs).



Déterminer  la  composiAon  de  la  flore  bactérienne  du  procédé  à  
grande  échelle

• ÉchanAllonnage  des  RBCs
• ExtracAon  de  l’ADN  total
• AmplificaAon  PCR  des  gènes  de  l’ARNr  16S

• Profils  bactériens  des  RBCs  par  DGGE
• Génothèques  des  gènes  de  l’ARNr  16S
• AffiliaAon  des  bactéries  en  présence

• Enrichissements  microbiens  pour  la  dégradaAon  du  SCN  et  OCN

• Isolement  des  souches  uAlisant  le  SCN  et/ou  le  OCN  comme  seule  source  de  carbone
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Performance  des  RBCs  lors  de  l’échanAllonnage



Enrichissements  microbiens  pour  la  dégradaAon  du  SCN  et  OCN
• Biomasse  du  RBC  A  (dégradaAon  du  SCN/OCN)

• Milieu  minimal  avec  SCN  ou  OCN  comme  seule  source  de  carbone

• Repiquage  sur  plusieurs  mois

• Analyses  de  la  dégradaAon  du  SCN  et  OCN
• ComposiAon  bactérienne  par  génothèques  des  gènes  de  l’ARNr  16S



Isolement  de  souches  dégradant  le  SCN  et  le  OCN
• Dispersion  de  la  biomasse  sur  divers  milieux,  riches  ou  minimaux,  avec  le  SCN  ou  le  
OCN  comme  seule  source  de  carbone

• Plus  de  200  isolats  examinés

• Seule  la  souche  JM695  affiliée  au  genre  Sphingopyxis  a  uAlisé  le  OCN  comme  seule  
source  de  carbone



Développement  d’un  procédé  en  laboratoire  avec  des  réacteurs  de  type  
Moving  Bed  Biofilm  Reactors  (MBBRs)

•ObjecAfs  :
–Explorer  la  faisabilité  de  remplacer  les  RBC  par  des  réacteurs  de  type  MBBRs.

–Trouver  un  mode  opératoire  pour  éviter  l’inhibiAon  de  la  nitrificaAon  par  
l’ammonium.

–Développer  une  filière  dénitrifiante  pour  éliminer  l’azote  total  de  l’effluent.  



Moving  Bed  Biofilm  Reactors  (MBBRs)



ConfiguraAon



Discussion
•ComposiAon  des  RBCs

–Le  premier  réacteur  dominé  par  des  bactéries  oxydantes  du  soufre  telles  les  
Thiobacillus

–ÉvoluAon  des  3  autres  RBCs  vers  des  proporAons  plus  importantes  de  bactéries  
nitrifiantes  telles  Nitrospira



Discussion
• Les  essais  à  l’échelle  laboratoire  laissent  présager  un  remplacement  des  RBCs  par  des  
MBBRs.

• La  performance  doit  toutefois  être  plus  élevée.

• Le  réacteur  A  opéré  en  condiAons  dénitrifiantes  a  permis  l’éliminaAon  d’une  plus  
grande  quanAté  d’azote  de  l’effluent.

• La  composiAon  de  la  flore  bactérienne  a  montré  l’implicaAon  de  bactéries  de  type  
anammox  dans  l’éliminaAon  du  nitrite  et  de  l’ammomium  du  système.



PotenAel  pathogénique
• Aucun  (ou  très  peu)  pathogène  retrouvé  dans  les  procédés  étudiés
• Important  que  les  processus  de  dégradaAon  soient  complets

–Nitrate  =>  N2  et  non  au  N2O

–Ammonium  n’inhibe  pas  la  nitrificaAon

–Polluants  organiques  ne  forment  pas  des  intermédiaires  plus  toxiques


