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Avant-propos

Een jaartje thesissen in Canada ?... Québec?... Alles in’t frans? ... Cool plan!

Et on était parti, Wieter et moi, pour une aventure vers le pays de la nature sauvage, les
belles vues, I’hiver blanc, les grosses baleines, les ours noirs et vers I'inconnu. Québec avait
malheureusement prévu aussi un lourd bagage : la maitrise. Entre tous les soucis de thése,
plusieurs fins de semaine ont été sauvées pour se distraire, se défouler et découvrir et, sous
l'adage de «tout est bien qui finit bieny, nous avons prévu encore une petite sortie avant
de partir : vers Terre-neuve !

Au début de la fin de cette histoire, c’est le moment pour exprimer mes appréciations.

Je souhaiterais avant toute chose remercier Peter Vanrolleghem pour la chance extraordi-
naire de faire ma maitrise a Québec. Travailler et étudier a ton département model EAU
a I’Université Laval, un environnement multiculturel, frangais et anglais, était une chance
exceptionnelle. C’était une expérience enrichissante et je crois que ta passion pour la re-
cherche m’a contaminé. J’espére que nos routes de recherche se croiseront encore. Merci

pour étre mon directeur de maitrise.

Je voudrais aussi remercier tous les gens du groupe model EAU. Je vous remercie tous pour
les conversations sur la pluie et le beau temps, mais aussi pour le vrai travail que nous avons
abattu. J’aimerais particuliérement remercier Bertand Vallet et Lluis Corominas pour avoir
relu mes textes et pour votre esprit de modélisation. On était tous un peu WESTomane.

Merci aussi a Maria Pujadas Ferrer et Cathy Brisson pour votre aide au laboratoire.

Apprendre le frangais était un début, écrire sans fautes était un but, mais une phrase en
frangais (écrite par moi) n’est pas toujours par définition du frangais. Je me suis donc posé
souvent la question «Ca se dit en francais ?». Toutes ces questions ont été répondues par
Ariane Boivin. Merci beaucoup Ariane pour les heures de sacrifice pour corriger mes textes

et pour réarranger mes phrases pour qu’elles soient plus francaises.
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De familie Vergeynstjes, vijf op één rij en altijd paraat om een tandje bij te steken. Papa,
mama, Lidewei en Jenna, dank je wel voor jullie nabij zijn vanop 5285 km afstand !

En dan zijn er nog Wieter et Kiem, met jullie erbij is het altijd raak. Dank je wel voor de
ontspannende weekendjes, de ontdekkingsreizen, de overheerlijke etentjes, de wilde ideeén,

jullie enthousiasme en de aangename sfeer die jullie creéren. Zoals jullie zijn er maar twee.

Leendert Vergeynst
Québec, 15 mai 2010
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Samenvatting

In stormwater wordt E. coli voornamelijk gevonden in drie compartimenten van het aqua-
tisch milieu : (a) in de waterkolom als vrije bactérien of in aggregaten, (b) vastgehecht
aan gesuspendeerd materiaal of (c) in het sediment. Deze studie evalueert het gedrag van
E. coli in de waterkolom, dus het gedrag van de vrije fractie en van deze geassocieerd met
het gesuspendeerd materiaal alsook de interactie tussen beide fracties.

De gemiddelde E. coli concentratie gemeten in stormwater bedraagt tussen 10% et 10%
CFU/100ml waarvan 20 tot 50% geassocieerd wordt aan het gesuspendeerd materiaal. De
verwijdering van F. coli in stormbekkens wordt voornamelijk veroorzaakt door de bezin-
king van het gesuspendeerd materiaal, desinfectie door zonlicht en door de natuurlijke
mortaliteit. Noteer dat pathogenen die vastgehecht zijn aan het gesuspendeerd materiaal

meer beschermd zijn tegen zonlicht en tegen predatie.

De eerste doelstelling van deze studie was het kwantificeren van FE. coli concentraties in een
stormbekken in een residentiéle wijk in Quebec, QC, Canada. De E. coli concentratie werd
er gemeten met een telmethode op petriplaten. De kwaliteit van de gegevens verkregen
via deze methode was echter onvoldoende voor de beoogde modelbouw. Deze telmethode
onderschat het aantal pathogenen indien een fractie vastgehecht is aan het gesuspendeerd
materiaal omdat deze methode geen onderscheid maakt tussen partikels met één of meer-
dere aangehechte bacterién (telkens één kolonie). Bovendien bleek het niet makkelijk om de
optimale verdunning te vinden voor het bekomen van een aanvaardbare koloniedensiteit op
de petriplaten. De nodige precisie, om een verschil in E. coli concentratie van 20% te kun-
nen meten, overschreed vaak de maximaal aanvaardbare geometrische standaard afwijking
van 0.04.

Deze problemen hebben geleid tot het tweede objectief van deze studie, namelijk het ont-
wikkelen van een methode voor enzymactiviteitsmeting van E. coli. Deze methode om-
vat een filtratie van de stalen, een incubatie met het substraat 4-methylumbelliferyl-3-
D-glucuronide en een fluorescentiemeting van het afbraakproduct 4-methyllumbelliferone.

Er werd reeds aangetoond dat de enzymactiviteit van het enzym (-D-glucuronidase van
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E. coli in log-log schaal lineair gecorreleerd is met de concentratie van E. coli. Echter,
desorptie van E. coli van de filter tijdens een test beinvloedt de activiteitsmeting en een
identificeerbaarheidsprobleem tussen deze desorptie et de enzymactiviteit werd gedetec-
teerd. Een multirespons parameterschatting heeft echter toegelaten om beide parameters
toch te schatten op basis van een decorrelatie-experiment.

De derde doelstelling was het modelleren van het gedrag van E. coli in een stormbek-
ken. Een multilaagmodel werd ontwikkeld en de vergelijkingen werden geimplementeerd
in de modellenbank van de modelbouw software WEST. Het model, STMal (Stormwater
Tank Model # al), beschrijft (a) de bezinking van één partikelklasse en de pathogenen
geassocieerd met deze partikels, (b) de reversibele adsorptie van de pathogenen tussen het
water en de partikels en (c¢) het afsterven en de zonnedesinfectie van de pathogenen. Een
matrixnotatie werd geintroduceerd die het schrijven van differentiaalvergelijkingen voor
transport tussen de verschillende compartimenten van een multilaagmodel vereenvoudigd.
Deze verwijderingsfenomenen van F. coli in stormbekkens werden gesimuleerd op basis van

parameterwaarden gevonden in de literatuur.



Summary

E. coli in stormwater has principally been found in three compartments of the aquatic
system : (a) in the water column as free bacteria or in aggregates, (b) attached to suspended
matter or (c) in the sediment. This study evaluates the behavior of E. coli in the water
column, i.e. the behavior of the free fraction, of the fraction associated to particles and the
interactions between both fractions. The expected E. coli concentration in stormwater is
between 102 et 10* CFU/100ml, 20 to 50% of which are particle associated. The removal
of E. coli in stormwater ponds is principally caused by decantation of suspended matter,
solar disinfection and natural mortality. Note that the pathogens attached to suspended

matter are more protected against solar radiation and against predation.

The first objective of this study was to measure F. coli concentrations in a stormwater pond
in a residential district of Quebec, QC, Canada. The E. coli concentrations were measured
using a colony count method on petriplates. However, the quality of the data obtained by
this method was too low to be used for modeling. First, this count method underestimates
the concentration of bacteria if there are bacteria attached to particles since a particle with
one are more colonies is only forming one colony. Moreover, it is not always easy to find
the optimal dilution for each sample to obtain an acceptable colony density on the plates.
The necessary precision to be able to distinguish a difference in E. colt concentration of
20% often exceeded the maximal acceptable geometric standard deviation of 0.04.

These problems led to the second objective that is the development of a method for enzy-
matic activity measurement of E. coli. This method comprises a filtration of the sample,
an incubation with the substrate 4-methylumbelliferyl-3-D-glucuronide and a fluorescent
spectroscopy of the decomposition product 4-methyllumbelliferone. It has been proven that
the enzymatic activity of the enzyme (-D-glucuronidase of FE. coli is linearly correlated
in a log-log way with the E. coli concentration. However, desorption of bacteria from
the filter during the incubation influences the activity measurement and an identifiability
problem was detected between the desorption rate parameter and the enzymatic activity.

However,a multiresponse estimation has permitted to estimate both parameters based on
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a decorrelation experiment.

The third objective was the modeling of the behavior of E. coli in a stormwater ba-
sin. A multilayer model has been developed and the equations have been implemen-
ted in the modelbase of the WEST modelling and simulation environment. The model,
STMal(Stormwater Tank Model # al, describes (a) the sedimentation of a particle class
and a pathogen associated to these particles, (b) the reversible adsorption of pathogens
between the water and the particles and (c) the mortality and solar disinfection of the
pathogen. A matrix notation has been introduced that simplifies the presentation of dif-
ferential transport equations between the compartments of a multilayer model. Finally,
the phenomena of removal of E. coli in stormwater ponds were simulated with parameter

values found in literature.
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Résumé

E. coli dans I'eau de ruissellement se trouve principalement dans trois compartiments de
I'environnement aquatique : (a) dans la colonne d’eau comme des bactéries en suspension
ou en agrégats, (b) associé a la matiére en suspension ou (c) dans les sédiments. Cette étude
évalue le comportement d’E. coli dans la colonne d’eau, c’est-a-dire le comportement de
la fraction en suspension et de celle associée a la matiére en suspension, ainsi que les
interactions entre ces deux fractions.

La concentration nominale d’'E. coli dans I’eau de ruissellement est de 10? & 10* UFC/100ml
dont 20 & 50% se trouve attaché a la matiére en suspension. La réduction d’E. coli dans
des bassins d’orage est entrainée par la décantation de la matiére en suspension, par la
désinfection, par la lumiére solaire et par la mortalité de base. De plus, les pathogénes

attachés aux particules sont plus protégés contre la lumiére solaire et contre la prédation.

Le premier objectif de cette étude était d’augmenter la compréhension du comportement
d’E. coli en menant une campagne d’échantillonnage dans un bassin d’orage qui se situe
dans un cartier résidentiel de Québec, QC, Canada. La concentration d’E. coli a été mesu-
rée a partir d'une méthode d’énumération en milieu de croissance sur des boites de pétri.
La qualité des données obtenue de cette méthode n’était pas suffisamment pour la modéli-
sation. D’abord, elle sous-estime le nombre d’E. coli attaché aux particules en énumérant
seulement le nombre de particules ayant des bactéries attachées et les bactéries en suspen-
sion. De plus, il est essentiel de trouver la bonne dilution de I’échantillon afin d’obtenir
une densité acceptable de colonies sur la boite de pétri. Finalement, la précision néces-
saire, afin de distinguer 20% d’E. coli attachés aux particules, dépasse souvent 1'écart-type
géométrique maximale acceptable de 0.04.

Ces problémes ont mené au deuxiéme objectif de cette étude : le développement d’une mé-
thode de mesure de 'activité enzymatique d’E. coli. Cette méthode consiste a effectuer une
filtration, une incubation avec le substrat 4-methylumbelliferyl-3-D-glucuronide, puis une
spectroscopie fluorescente du produit de décomposition 4-methyllumbelliferone. L’activité

enzymatique de 'enzyme (-D-glucuronidase d’FE. coli a déja été démontrée comme étant
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corrélée linéaire en échelle log-log avec la concentration d’E. coli . Cependant, le détache-
ment des bactéries du filtre pendant un essai influence la mesure de 'activité enzymatique
et un probléme d’identifiabilité a été détecté entre le détachement et 'activité enzyma-
tique. Une estimation multi-réponse a permis d’estimer ces deux parameétres a partir d’une
expérience de décorrélation.

Le troisiéme objectif était la modélisation du comportement d’E. coli dans le bassin d’orage.
Un modéle multicouche a été congu et les équations ont été implantées dans la base des
modeles du logiciel WEST. Le modéle STMal (Stormwater Tank Model # al) décrit (a)
la décantation d’une classe de particules et des pathogénes attachés a ces particules, (b)
'adsorption réversible des pathogeénes entre ’eau et les particules et (c¢) la mortalité des
pathogénes et la désinfection solaire. Finalement, une formulation matricielle a été intro-
duite, ce qui facilite I’écriture des équations différentielles de transport entre les différents
compartiments d’un modeéle multicouche. Ces phénomeénes d’élimination d’E. coli dans un

bassin d’orage ont été simulés avec des paramétres par défaut trouvés dans la littérature.

1X



Table des matiéres

1 Introduction et mise en contexte 1
I Etude de littérature 3
2 Le comportement d’E. coli dans un bassin d’orage 4
2.1 La présence d’E. coli dans I’eau de ruissellement . . . . . . . .. ... ... 4
2.2 La répartition des bactéries entre ’eau et les particules . . . . . . . . . .. 5
2.2.1 La dynamique de 'association microbienne aux particules . . . . . . 5

2.2.2 L’attachement des bactéries aux particules . . . . . . . . ... ... 6

2.2.3 La vitesse de sédimentation . . . . . . ... .. ... L. 12

2.2.4 Comparaison des données . . . . . . . . .. ... 12

2.3 Linactivation d’E. colt . . . . . . . . .. 20
2.3.1 Lamortalité debase . . . . ... .. ... ... ... ... ... .. 20

2.3.2 Laprédation . .. ... ... .. ... 21

2.3.3 La désinfection par la lumiére solaire . . . . . . . .. .. ... ... 21

2.3.4 La protection des bactéries attachées aux particules contre la radiation 23

3 Les méthodes d’énumération d’E. coli 25
3.1 L’énumération en milieu de croissance et la méthode du NPP . . . . . . .. 25
3.2 La dispersion des bactéries attachées aux particules . . . . . .. ... ... 26
3.3 La mesure de 'activité enzymatique . . . . . . . .. .. ..o 27
3.3.1 Le protocole de la mesure de 'activité enzymatique . . . . . . . .. 27

3.3.2 L’induction de I'enzyme GLUase . . .. .. ... ... ... ... .. 28

3.3.3 La spécificité : les interférences avec des organismes non-ciblés . . . 28

3.3.4 L’activité enzymatique d'E. cole . . . . . . . .. ... 28



Table des matieéres

II Matériel et méthodes

4

5

Le bassin d’orage

La méthode d’énumération en milieu de croissance

5.1 La méthode standardisée : Coliscan Easygel . . . . . . .. ... ... ...

5.2 La décantation des particules a l’aide d’une centrifugation . . . . . . . ..

5.3 La dispersion des bactéries attachées aux particules : la sonification

5.4 La distribution des données d’énumération des bactéries. . . . . . . . . ..
5.4.1 La distribution des populations microbiennes . . . . . . . . . . . ..
5.4.2 La tendance centrale d'une distribution asymétrique . . . . . . . . .

5.4.3 La distribution des mesures d’énumeération en milieu de croissance .

La mesure de Pactivité enzymatique d’E. coli
6.1 La filtration . . . . . . . . . . ..
6.2 L’incubation . . . . . . . . ...

6.3 La spectroscopie fluorescente . . . . . . . .. ..o

Logiciel de modélisation WEST
7.1 Labasedemodéles . . . . . . . . .
7.2 L’environnement de modélisation . . . . . . . . . . .. ... ..

7.3 L’environnement d’expérimentation . . . . . . . ... ... ...

IIT Résultats - méthodes de quantification d’E. coli

8

La méthode d’énumeration en milieu de croissance

8.1 Campagne d’échantillonnage . . . . . . . . . ... ... L

8.2 La décantation des particules par centrifugation . . . . . . . .. .. .. ..

8.3 La dispersion des bactéries attachées aux particules . . . . . . .. ... ..
8.3.1 Agitation . . ...
8.3.2 Somification . . . . . .. ...

8.4 Essais de croissance et de décroissance . . . . . ... ... ...

8.5 Discussion . . . . . . . ...

8.6 Conclusion . . . . . . .

La méthode de mesure de ’activité enzymatique d’FE. coli

9.1 La qualité des mesures de fluorescence . . . . . . . ... .. ... ... ..

x1

31

32

33
33
35
35
36
36
36
37

38
38
39
39

41
42
43
43

45



Table des matieéres

9.1.1 Lesnormesdequalité. . . . . .. ... .. ... .. ... ...... 61
9.1.2 La plage de la concentration de MU anticipée . . . . . . ... ... 62
9.1.3 Les essais de qualité de la mesure de fluorescence . . . . .. .. .. 62
9.2 Les essais de la mesure de l'activité enzymatique d’E. colz . . . . . . . .. 65
9.2.1 Incubation sans filtre . . . . . . ... ... 65
9.2.2 Incubation avec filtre selon le protocole A . . . . . . .. ... ... 66
9.2.3 Incubation avec filtre selon le protocole B . . . . . . ... ... .. 72
9.2.4 Mesure de l'activité enzymatique d’une série de dilution . . . . . . . 76
9.3 Discussion . . . . . . . .. 78
9.4 Conclusion . . . . . . . . .. 80
9.5 Perspectives . . . . . . . 81
IV Résultats - la modélisation 83
10 Un concept de description de transport 84
10.1 Le transport . . . . . . . .. L 84
10.2 Le transport macroscopique . . . . . . . . ... 85
10.3 Le transport diffusionnel . . . . . . . . ... ... . L 88
10.4 Les matrices de conversion et de transport . . . . . . . ... ... ... .. 88
11 Modélisation du comportement d’un pathogéne et d’une classe de parti-
cules 90
11.1 La définition du modéle : STMal . . . . .. ... ... ... ... ..... 90
11.1.1 Les composants du STMal . . . . . . . .. ... ... ... ..... 91
11.1.2 Les médias du STMal . . . . .. .. ... ... ... ... ..... 91
11.1.3 Les compartiments du STMal . . . . .. ... ... ... ...... 91
11.2 Les équations différentielles du STMal . . . . . . ... ... ... .. ... 92
11.3 Le transport : STMa . . . . . . . .. ... 92
11.3.1 Les débits dans le bassin . . . . . . . .. ... ... ... ... 93
11.3.2 Le transport macroscopique . . . . . . . . . . . ... 94
11.3.3 Les parameétres de transport pour le bassin d’'orage . . . . . . . .. 96
11.4 Les Conversions : STM1 . . . . . . . .. ... ... ... .. .. ..... 96
11.4.1 Les conditions environnementales : la température, la concentration
de sel et la lumiére solaire . . . . . . .. ... ... 96
11.4.2 Les processus de conversion . . . . . . . . .. .. ... ... ... 98
11.4.3 Les paramétres de conversion pour le bassin d'orage . . . . . . . .. 99

x1i



Table des matieéres

11.5 La simulation du comportement d’E. coli . . . . . . . . . . ... .. ...
11.6 Discussion . . . . . . . . . L

11.7 Conclusion . . . . . . . . .

V  Conclusions et perspectives

12 Conclusions et perspectives

VI Bibliographie

Bibliographie

VII Addenda
A Tableaux
B Figures

C Protocoles de mesure de ’activité enzymatique d’E. coli

xiil

107

108

111

112

119
120
129

136



Chapitre 1
Introduction et mise en contexte

Cette étude s’intégre au projet rivEAU. Ce projet stratégique du CRSMG (Conseil de re-
cherches en sciences naturelles et en génie du Canada) vise I'intégration de 1’éco-hydraulique
de la riviére a la gestion des eaux de ruissellements urbains. L’objectif clé de ce projet de
recherche est de développer un systéme de gestion des eaux de ruissellement dans le but
d’améliorer la qualité de ’écosystéme des riviéres urbaines. Jusqu’a maintenant, la gestion
des eaux de ruissellement s’est concentrée sur la minimisation des risques d’inondation.
La gestion des eaux de ruissellement envisagée par ce projet a une perspective plus large.
Le but est en effet de développer une gestion qui minimise 'impact sur la riviére en ré-
duisant le stress induit par les eaux de ruissellement sur la qualité physico-chimique et
biologique/écologique de 'eau, ainsi que les contraintes de cisaillement sur la morphologie
de la riviere et les habitats. Le projet envisage donc ’éco-hydaulique de la riviére comme
un but multi-objectif de la gestion des eaux de ruissellements urbains. Le développement
d’une telle gestion d’eau nécessite I'atteinte de certains objectifs :

e le développement d’une fonction multi-objective qui exprime la qualité éco-hydraulique
d’une riviére;

e la modélisation des systémes d’eau de ruissellement, c’est-a-dire augmenter la compré-
hension et construire un modéle mathématique du comportement de I'eau de ruisselle-
ment en termes des variables de la qualité d’eau;

e le développement d’une gestion flexible en utilisant le controle en temps réel de la vanne
de sortie du bassin d’orage basé sur des régles extraites des études de modélisation
intégrée ;

e une gestion robuste contre les incertitudes des prévisions de pluie.



Chapitre 1. Introduction et mise en contexte

L’é¢tude de ce mémoire envisage ’augmentation de la compréhension et la construction

d’un modéle mathématique du comportement d’E. colt dans un bassin d’orage.

Les objectifs de ce mémoire sont :

e mesurer la concentration d’E. coli pendant une campagne d’échantillonnage dans un
bassin d’orage ;

e développer une méthode de quantification d’E. coli a ’aide d’'une mesure de 'activité
enzymatique ;

e construire un modéle mathématique du comportement d’E. coli dans un bassin d’orage

et implanter les équations dans la base de modéles du logiciel WEST.

E. coli dans I'eau de ruissellement se trouve principalement dans trois compartiments de
I'environnement aquatique : (a) dans la colonne d’eau comme des bactéries en suspension
ou en agrégats, (b) associé a la matiére en suspension ou (c) dans les sédiments. Cette étude
a comme but la modélisation du comportement d’E. coli dans la colonne d’eau, c’est-a-dire
le comportement de la fraction en suspension et de celle associée & la matiére en suspension
et les interactions entre ces deux fractions. La répartition des pathogénes entre ’eau et les
particules, la mortalité et la désinfection solaire des pathogénes sont discutées dans la
premiére partie de cette étude.

La deuxiéme partie traite les matériels et méthodes utilisés pour cette étude.

La troisiéme partie traite les résultats de la campagne d’échantillonnage d’un bassin d’orage
et discute une technique standardisée d’énumération d’E. coli en milieu de croissance. Cette
technique d’énumération ne répond pas aux exigences de la qualité des données nécessaire
a la modélisation. La modélisation des phénoménes d’adsorption / désorption des bactéries
a la matiére en suspension demande des données de qualité élevée, c’est-a-dire une méthode
qui mesure la concentration d’E. coli exacte et précise. Une nouvelle méthode pour mesurer
la concentration d’E. coli a été proposée. Cette méthode mesure 'activité enzymatique
d’E. coli. La méthode a été développée et la mesure de 'activité enzymatique a été testée.
La quatriéme partie présente le modele STMal (Stormwater Tank Model # al) qui décrit
le comportement d’une classe de particules et des bactéries pathogénes dans un bassin
d’orage a l'aide d’'un modéle multicouche. Les équations de répartition entre ’eau et les
particules, de décantation des particules et d’élimination des pathogénes sont présentées
et une nouvelle formulation matricielle qui facilite I’écriture des équations de transport est
introduite. Le modéle a été implanté dans le logiciel WEST et quelques simulations ont
été effectuées.

Le mémoire se termine avec des conclusions et quelques perspectives.
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Chapitre 2

Le comportement d’E. coli dans un

bassin d’orage

Ce chapitre traite la présence d’E. coli dans I’eau de ruissellement et son épuration causée
par la décantation et par 'inactivation. Une comparaison des données de la répartition des

pathogénes entre ’eau et les particules est faite afin de faire ressortir quelques tendances.

2.1 La présence d’E. coli dans ’eau de ruissellement

Les standards actuels quant a la qualité de 1’eau sont basés sur la concentration des or-
ganismes indicateurs et varient en fonction de 'utilisation qui en sera faite (eau potable,
irrigation, eau pour le bétail, usage récréatif) (Jamieson et al., 2004). La présence d’or-
ganismes indicateurs dans l’eau est utilisée pour exprimer le risque d’infections chez les
humains par des pathogénes. La concentration des coliformes fécaux est I'indicateur le plus
commun. Cependant, la gastroentérite associée a la baignade est davantage corrélée avec
la concentration d'E. coli (USEPA, 2001). Le standard de qualité pour la concentration
des coliformes fécaux du Conseil canadien des ministres d’Environnement (CCME) est de
100 UFC ml~! pour lirrigation et de 200 UFC ml~! pour I'usage récréatif. Les coliformes fé-
caux ne peuvent pas étre présents dans I’eau potable (CCME, 1999). Cependant, le CCME
ne fournit pas de standard de qualité basé sur la présence d’E. coli.

Plusieurs auteurs ont étudié les pathogénes dans I'eau de ruissellement et ont rapporté des
concentrations d’E. coli entre 10% et 102 UFC/100ml (Jeng et al., 2005; Krometis et al.,
2007; Characklis et al., 2005; Garcia-Armisen & Servais, 2009).
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2.2 La répartition des bactéries entre ’eau et les parti-

cules

Les bactéries dans la colonne d’eau se trouvent attachées aux particules (organiques ou
inorganiques), comme des organismes individuels ou en agrégats (Characklis et al., 2005).
La répartition des bactéries entre les particules et ’eau influence fortement la décantation
des bactéries attachées par sédimentation (Jeng et al., 2005). Les bactéries associées aux
particules, et particuliérement aux particules inorganiques a densité élevée, décantent plus
vite. De plus, il a été observé que les bactéries associées aux particules dans ’eau survivent
plus longtemps (Struck et al., 2008). Les particules peuvent influencer le taux d’épuration
des bactéries par 'extinction de la lumiére ultra-violette et par la protection contre des

prédateurs.

2.2.1 La dynamique de I’association microbienne aux particules
2.2.1.1 La théorie de la double couche chargée

La théorie de Derjaguin, Landau, Verwey et Overbeek (DLVO) de la double couche chargée
(Verwey, 1945; Derjaguin & Landau, 1993) est la théorie la plus reconnue pour expliquer
I’adsorption bactérienne. Selon cette théorie, les particules et les bactéries possédent prin-
cipalement une charge nette négative. Cette charge négative attire les cations en formant
une couche diffuse. Lorsque les couches de deux colloides se rapprochent, elles se recouvrent
et alors les colloides se repoussent.

La théorie dit que 'adsorption des bactéries aux particules se réalise de deux facons. La
premiére est une adsorption réversible (premier minimum d’énergie) et consiste en un
équilibre entre la répulsion de la double couche chargée (force électrostatique) et les forces
d’attraction de Van der Waals-London. Cette adsorption réversible est considérée comme
faible et se brise facilement dii & des forces physiques, des changements de la composition
de la solution locale (Hipsey et al., 2006) ou de 1’énergie cinétique des bactéries nageantes
(McCaulou et al., 1995).

un deuxiéme type d’adsorption se produit (deuxiéme minimum d’énergie) lorsque les struc-
tures extracellulaires des bactéries s’attachent a la surface de la particule (Hipsey et al.,

2006). Celle-ci est plus forte et est considérée comme irréversible.
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2.2.1.2 Les influences de 1’association microbienne

La dynamique de ’association microbienne aux particules est complexe et est influencée
par plusieurs facteurs. L’environnement ionique peut influencer ’épaisseur de la double
couche. Dans les environnements a force ionique élévée, par exemple dans les environne-
ments marins ou en présence d’ions tri- ou tetravalents, la double couche est réduite et
donc les forces répulsives aussi (Stenstrom, 1989). La réduction de I’épaisseur de la couche
favorise le rapprochement des colloides ce qui entraine davantage d’adsorption réversible.
Dans les milieux a faible force ionique, les caractéristiques de la surface de la cellule ont une
influence importante sur ’association causée par 'hydrophobicité de la surface cellulaire,
la charge cellulaire et la formation des polysaccharides extracellulaires (Characklis et al.,
2005; Stenstrom, 1989). Les interactions hydrophobes entre la surface de la cellule et les
particules facilitent I’adsorption par la déshydratation locale ou par les réarrangements
des molécules d’eau (Stenstrom, 1989). Les bactéries et la majorité des particules ont une
charge nette négative (Marshall, 1975). La charge des particules peut localement étre in-
fluencée par l'adsorption des protéines, par d’autres matériels organiques (Marshall, 1975)
ainsi que par des particules possédant localement des charges positives.

Une derniére influence importante sur ’association est la minéralogie des particules. Les
minéraux des argiles possédent une certaine capacité d’échange anionique causée par les
charges positives au bord des plaques d’argile (Stenstréom, 1989).

Si les bactéries se sont rapprochées suffisamment des particules et se trouvent dans la pre-
mier minimum d’énergie, la formation des mucopolysaccharides extracellulaires comme des
pilis, fimbriaes et flagellas (Marshall et al., 1971; Palmateer et al., 1993) permet une as-
sociation plus forte. Une adsorption irréversible s’installe alors et les bactéries se trouvent
dans le deuxiéme minimum d’énergie. Dans les eaux a faible concentration ionique, ’ad-
sorption de bactéries aux particules est décrite principalement comme étant irréversible
ou lentement réversible (Palmateer et al., 1993; Jamieson et al., 2005). De plus, pour les
eaux de ruissellement, les bactéries ont déja été en contact avec une grande quantité d’eau.
Selon George et al. (2004), les bactéries attachées de maniére réversible se sont donc déja
détachées. Seulement les bactéries attachées de maniére irréversible restent attachées dans

ces conditions.

2.2.2 L’attachement des bactéries aux particules

Il existe deux techniques pour rechercher la fraction de bactéries en suspension et celle at-

tachée aux particules (Krometis et al., 2007). Plusieurs études utilisent des techniques de
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filtration (Jeng et al., 2005; Mahler et al., 2000). Ces techniques prouvent qu’une fraction
substantielle des bactéries est associée aux particules. Cependant, la filtration fractionnelle
n’est capable que de distinguer les diamétres des particules et non la densité des particules.
C’est la combinaison du diameétre et de la densité qui détermine la vitesse de décantation.
Des techniques de sédimentation statique (Jeng et al., 2005) ou des techniques de centrifu-
gation (Krometis et al., 2007; Characklis et al., 2005) reproduisent de maniére plus réaliste

le comportement des particules dans la colonne d’eau.

2.2.2.1 L’efficacité d’épuration d’une décantation

Schillinger & Gannon (1985) ont examiné 1’épuration de coliformes fécaux, Klebsiella sp.
et Pseudomonas sp. dans ’eau de drainage des zones résidentielles, commerciales, indus-
trielles et libres. Une technique de sédimentation statique et de filtration fractionnelle a
été utilisée. Les concentrations de coliformes fécaux variaient entre 10* et 106 UFC/100 ml
et les concentrations de matiéres en suspension entre 250 et 2000mgl1~!. Ils ont noté un
rendement d’épuration plus faible pour les coliformes fécaux (16.8%) que pour les bactéries
Klebsiella sp. (33.0%) et Pseudomonas sp. (31.1%) aprés quatre heures de sédimentation a
40 cm de profondeur. La filtration fractionnelle a donné un résultat comparable ou 15.9%
des coliformes fécaux et 25,7% des Klebsiella sp. ont été retenus sur un filtre de 5 pum.
Dans tous les cas, plus de 50% des bactéries n’ont pas été enlevées par la filtration ou la

décantation.

Characklis et al. (2005) ont recherché la répartition des bactéries attachées aux particules
dans trois riviéres qui regoivent le drainage des aires déterminées comme zone résidentielle,
commerciale et institutionnelle. L’échantillonnage a été fait par temps sec et par temps
pluvieux. Une technique de centrifugation (1164 g, 2000 rpm pendant 10 min) a été uti-
lisée pour séparer les particules et les bactéries décantables de celles en suspension. Les
concentrations d'E. coli variaient entre 60 et 210* UFC/100ml et les concentrations de
matiéres en suspension entre 6 et 160mgl=!. Le rendement d’épuration des matiéres en
suspension était de 90% pour les échantillons d’eaux de ruissellement et de 70% par temps
sec. Characklis et al. (2005) ont rapporté que, en général, les coliformes fécaux, E. coli
et enterococci montrent une répartition comparable. La fraction moyenne des organismes
décantés variait entre 20% et 35% pour les échantillons par temps sec et entre 30% et 55%
pour les échantillons d’eaux de ruissellement. Cependant, alors que la fraction décantée des
coliformes fécaux et enterococci augmentait lorsqu’il pleuvait, la fraction décantée d’FE. coli

diminuait. La Figure 2.1 illustre la fraction décantée par centrifugation pour les particules
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et les bactéries. Celle-ci souligne la grande variabilité des fractions des bactéries décantées

et 'augmentation du rendement d’épuration des particules dans les eaux de ruissellement.

La méme technique de centrifugation est utilisée par Krometis et al. (2007) pour analyser
des échantillons de deux riviéres qui recoivent les eaux de ruissellement de zones résiden-
tielles et institutionnelles. Les concentrations d’E. coli variaient entre 10* et 10* UFC/100 ml
et les concentrations de matiéres en suspension entre 70 et 270mg1~!. Le rendement d’épu-
ration pour les matiéres en suspension était de 90%. De plus, entre 40% et 50% des coli-

formes fécaux, d’E. coli et des enterococci ont été associés a la matiére en suspension.

En général, le rendement d’épuration d’E. coli d'une décantation totale se situe entre 20

et 50%.
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FIGURE 2.1 — La fraction décantée par centrifugation pour (a) MeS, (b) coliformes fécaux, (c)
E. coli , (d) Enterococci, (e) spores de Clostridium perfringens et (f) coliphages
totales dans des ruisseaux différents pour des échantillons de temps sec (Back) et
de temps pluvieux (Storm) (Characklis et al., 2005).

2.2.2.2 La densité des bactéries attachées aux particules

Jeng et al. (2005) ont combiné les techniques de sédimentation statique et de filtration frac-
tionnelle pour déterminer la vitesse de décantation des bactéries attachées aux particules et
la répartition des bactéries sur les particules de différentes dimensions en suspension dans
I’eau de ruissellement urbain. La combinaison de ces données leur permettait de calculer
la vitesse de sédimentation des bactéries. Les concentrations d’E. coli variaient entre 9 10?

et 10 UFC/100ml et les concentrations de matiéres en suspension entre 170 et 200 mg 1.
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En moyenne, 82% des particules de plus de 5 um ont décanté en cing heures jusqu’a une
profondeur de 40 cm. La fraction des particules inférieures a 5 um avait une vitesse de
sédimentation négligeable et est considérée comme non décantable. L’attachement des co-
liformes fécaux, E. coli et enterococci variaient de respectivement 10% a 28%, de 22% a
30%, et de 8% a 12% dans les eaux de ruissellement. La plupart des bactéries sont atta-
chées aux particules inférieures a 30 um (Figure 2.2). Respectivement 95%, 97% et 97% des
coliformes fécaux, E. coli et enterococci sont attachées aux particules inférieure a 30 pum,

un diameétre qui correspond aux argiles et a la glaise.
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FIGURE 2.2 — La fraction des coliformes fécaux, E. coli et enterococci attachée aux particules

selon la grandeur des particules (Jeng et al., 2005).

La densité des bactéries a la surface des particules est une mesure pouvant étre utile pour
la modélisation et est exprimée en nombre de bactéries par mm? de surface de particules
(UFC mm~2). Oliver et al. (2007) ont recherché le nombre de bactéries adsorbées aux
particules par mm? sur différentes fractions granulométriques. Ils ont fait une expérience
d’adsorption avec E. coli et un sol argileux-glaiseux et ensuite une décantation statique
pour fractionner les différentes classes. Le nombre de bactéries par classe et la masse totale

des fractions ont été déterminés pour calculer la densité des bactéries pour les différentes
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fractions granulométriques. Pour effectuer leurs calculs, ils ont établi deux postulats : (a)
la densité des particules est de 2.6 gecm™ et (b) le diameétre utilisé est le diameétre moyen
de la classe granulométrique. La concentration d’E. coli était de 10° UFC/100ml et la
concentration de matiéres en suspension était de 0.02 gml~!. La fraction totale des bactéries
qui se sont attachées aux particules (> 2 um) était de 35%. Les classes granulométriques de
2-3,4-15,16 - 30, > 31 um ont retenu respectivement 7%, 14%, 12% et 2% des bactéries
(Figure 2.3 et Tableau 2.1).

Tableau 2.1 — Les caractéristiques des fractions granulométriques (Oliver et al., 2007).

Fraction Diameétre Masse totale % composition
granulo- sphérique des  fractions du sol
métrique équivalent dans 1 ml (mg)
(pm) (pm)
31 115.6 10.2 51.2
16 - 30 23 2.3 11.5
4-15 9.5 3.6 17.9
2-3 2.5 2.0 10.1
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FIGURE 2.3 — La portion moyenne d’E. coli associée a chaque fraction granulométrique dans 1 g

2

de sol (bandes blanches); Nombre d’E. coli par mm* associé a chaque fraction

granulométrique (bandes noirs). Les particules inférieures a 2 um n’étaient pas

différenciées des bactéries en suspension (Oliver et al., 2007).

Palmateer et al. (1993) ont évalué la densité des bactéries sur la surface des particules

10
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dans l'eau de drainage de terres cultivables. Ils ont distingué quatre classes granulomé-
triques : 1 - 5,5 - 10, 10 - 30 et 30 - 70 um et les bactéries en suspension. La densité des
bactéries a la surface était de 10® & 10° UFC g~! pour toutes les classes granulométriques.
Cette densité était relativement constante pendant 'année avec une petite diminution a
I’automne. Par contre, la concentration des bactéries en suspension était plus variable, soit
entre 10® et 108 UFC/100 ml, et a montré une plus grande variabilité saisonniére, avec une

forte diminution pendant I’automne.

Jamieson et al. (2005) ont modelé 'enlévement d’E. coli attachés aux particules d’un fleuve
alluvial dans un environnement rural. Ils ont distingué deux classes granulométriques, 45 -
75 et 75 - 125 um, et ont déterminé la fraction d’E. coli par masse associée a chaque classe
selon 'Equation 2.1. Les particules inférieures a 45 yum sont considérées en suspension et

ne sont pas modélisées.

E. coli;, x F

SS;
Cp, ... : la concentration d’E. coli associée aux particules (UFC g™1)
E. coliz, : le nombre totale d’E. coli (UFC)

SS;, : la masse de matiére en suspension (g)

(2.1)

C1PE. coli =

F : la fraction d'E. coli associée aux particules (-)
La fraction attachée (F’) variait entre 0.2 et 0.44 et augmentait pour les particules de plus
petite taille (Tableau 2.2). La concentration d’E. coli variait entre 10% et 10° UFCml™! et

la concentration de matiére en suspension entre 0 et 10 mg1~1.

Tableau 2.2 — La fraction d’E. coli associée aux deux classes granulométriques (Jamieson et al.,

2005).
Classe granulométrique (upm) F
45 - 75 0.34 - 0.44
75 - 125 0.20 - 0.27

Guber et al. (2007) ont déterminé l'effet du fumier sur l'attachement de coliformes fécaux
aux particules pour différentes classes granulométriques dans des suspensions de sol dans
I'eau. Ils ont utilisé une technique de centrifugation pour séparer les bactéries attachées
aux particules et les bactéries en suspension. Une équation linéaire d’adsorption a été

appliquée (Equation 2.2) afin de calculer les valeurs de Kp pour trois types de sol et pour

11
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cinq fractions tamisées de chaque sol (Tableau 2.3). Il y a plus de de coliformes fécaux
associés aux argiles et a la glaise qu’au sable. Comparée a différents sols, 1’association au

sable est la plus variable.

S : la concentration équilibrée de bactéries au sol (UFC g=1)
C : la concentration équilibrée de coliformes fécaux en solution (UFC ml™)

Kp : le coefficient de partition (ml g™!)

Tableau 2.3 — Les valeurs pour Kp pour trois types de sol et pour cinq fractions tamisées de
chaque sol (Guber et al., 2007).

Sol et les fractions Kp (mlg™1)

granulométriques en suspension  Sol loameux fin  Argile sableuse  Sol loameux
Sol 513.2 46.3 9.40

Argile, < 2 um 580.9 54.4 43.4

Glaise, 2 - 50 pm 501.3 81.9 17.2

Sable, 62.5 - 125 ym 92.1 1.29 1.82

Sable, 125 - 250 pm 156.7 1.80 2.73

Sable, 250 - 500 pm 720.5 0.65 1.31

2.2.3 La vitesse de sédimentation

Peu d’études ont proposé des valeurs de vitesse de sédimentation des coliformes ou d’E. col.
Garcia-Armisen & Servais (2009) ont établi une relation entre la vitesse de sédimentation
et la charge de MeS. La vitesse de sédimentation d’E. coli était relativement constante
(0.066 m/h) pour l'eau de riviére a concentration de MeS supérieur & 50mg/1 (Figure
2.4). Auer & Niehaus (1993) ont proposé une vitesse de sédimentation de 0.048 m/h pour
des coliformes fécaux associés aux particules de 0.45 & 10 um et de 0.1m/h pour ceux
associés aux particules supérieur a 10 um. Jamieson et al. (2005) ont observé des vitesses
de sédimentation de 0.072 et de 0.108 m/h dans un fleuve alluvial pour respectivement des

particules de 45 & 75 um et des particules & 75 a 125 yum.

2.2.4 Comparaison des données
2.2.4.1 La densité des bactéries attachées aux particules

Les données de Jeng et al. (2005), Guber et al. (2007), Oliver et al. (2007) et Davies et al.

(2003) ont été analysées dans le but de faire ressortir quelques tendances.

12
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FIGURE 2.4 — La vitesse de sédimentation d’E. coli selon la concentration de MeS dans 'eau de

riviére (Garcia-Armisen & Servais, 2009).

Premiérement, la fraction sableuse (> 30 um) contribue marginalement a I’adsorption to-
tale (Figures 2.2 et 2.3). Cela peut s’expliquer par deux facteurs. D’abord, la surface totale
d’un gramme de particules varie selon le diamétre des particules. Par exemple, lorsque le
diamétre double, la surface totale par gramme sera diminuée de moitié. La fraction sa-
bleuse, ayant une surface spécifique relativement petite, a une capacité d’adsorption par
gramme moins élevée que les argiles ou la glaise. Cependant, cela n’explique pas toujours la
diminution si importante de I’absorption de la fraction sableuse. La raison de la diminution
plus forte de 'adsorption a la fraction sableuse se trouve a la surface des particules. Dans
les milieux & faible concentration ionique, les caractéristiques des particules deviennent
plus importantes et ce sont surtout les charges positives sur les particules qui attireront
les bactéries chargées négativement. C’est la matiére organique, a capacité d’échange ca-
tionique élevée, attachée aux particules comme les argiles et la glaise (Marshall, 1975) et
les charges positives au bord des argiles qui attirent les bactéries. Du sable sans couche
organique n’attachera donc que peu de bactéries. Guber et al. (2007) ont étudié la couche
organique sur les particules du sol et établi le rapport entre cette derniére et 1’adsorption
des bactéries. Leurs résultats indiquent que le sable ayant une couche organique a une
occupation bactérienne élevée. L’association microbienne a la fraction sableuse sera donc

dépendante de la présence ou I'absence d’'une couche organique. Cette conclusion a aussi
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été fait par Hipsey et al. (2006). Ils ont démontré que la corrélation entre la fraction de
bactéries attachées par classe granulométrique et la concentration en suspension est plus
élevée pour les argiles et la glaise que pour le sable.

Deuxiémement, pour la fraction argileuse (< 2 pum) et glaiseuse (2 & 30 pm), la densité
des bactéries par masse ou par surface dépend beaucoup des caractéristiques du sol. Pour
la modélisation, il faudra faire un choix quant a 'utilisation de ’expression de la densité
entre B, (nombre de bactéries sur des particules) par mm? et B, par g. La Figure 2.6(d)
montre une occupation d’E. coli par gramme plus ou moins constante jusqu’a 30 ym. La
diminution de 'occupation par gramme & partir de 30 um est causé par la surface spécifique

petite de la fraction sableuse. La valeur du B, par g diminue d’un facteur 10 au diameétre

de 100 pm en comparaison de la valeur initiale. ’occupation par surface (AAB;’ ) a tendance

A augmenter avec le diamétre de la particule. Les Equations 2.3 & 2.6 démontrent cette

relation.
AB
A’ﬂf = constante (2.3)
Am = A?”Lx%xpxgé3 (2.4)
As = Anx7x ¢ (2.5)
AB, AB, p
= = 2.6
As Am 6" ¢ (2:6)
AA% : le nombre de bactéries par gramme (UFC g—')
AA]’;p : le nombre de bactéries par surface (UFC mm~—2)

An : le nombre de particules (-)
p : la densité de la particule (g mm™3)

¢ : le diamétre de la particule (mm)

Les relations entre

AB AB . . C, )
Ao ou 1 F et le diamétre sont relativement linéaires dans une échelle

log-log. Cependant, AA% parait moins constant & partir d'un diamétre de 30 um (Figures
AB AB,

2.6 et 2.7). A partir de ce diamétre, 52 diminue et 2 reste moins constant et peut

Am
méme diminuer. Un AABS” constant est plus probable parce que les bactéries s’attachent a

ABp
Am

que plusieurs particules petites, & dimension d’ordre de grandeur des bactéries (¢ < 5 pum),

la surface des particules. Pour 'argile, est constant. Cela peut s’expliquer par le fait

ne peuvent attacher qu'une seule bactérie. Liinsdorf et al. (2000) ont décrit ce phénomeéne

AB By

2 diminue et devient plus constant si plusieurs particules
As Am

et seulement une bactérie s’attachent. Le Tableau 2.4 donne un exemple pour trois types

nommé clay hutches. Le

d’associations microbiennes. Le type 2 représente une association entre une particule (¢ =

5pm) et 25 bactéries. Le type 1 représente un clay hutch existant de 10 particules (¢ =
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5pm) et de 25 bactéries. Le type 3 représente une particule plus grande (¢ = 50 ym) et

2500 bactéries. Le AA% est égal pour les types 1 et 3 et le AABS” est égal pour les types 2 et

3. Un AA?: relativement constant peut donc étre expliqué par le phénomeéne de clay hutch.

Tableau 2.4 — Exemple de calcul pour le phénoméne de clay hutches

Typel Type2 Type3

B, 25 25 2500
¢ (pm) 5 5 50
n 10 1 1

Valeurs relatifs & Type 3
AByp

0.1 1 1
As

AB

it 4 1 10 1
Am

AB,
Am

fonction du diameétre des particules. Le terme b,, dépend de la concentration de bactéries

Finalement, la fonction exponentielle de ’'Equation 2.7 (Figure 2.5 ) décrit le en
en suspension, du coefficient de partition, ainsi que de la concentration et de la densité des
particules d'un certain diamétre (Equation 2.2). Le coefficient a dépend quant & lui des

caractéristiques de la forme des particules et de la formation de clay hutches.

AB,
pu— b @ 2-
ou
AB
log(—=) = log(bm) +a x log(9) (2.8)
Si ¢ < ¢, aestOet AA% est constant. L’'Equation 2.8 devient :
AB,
= b, 2.9
Ao (2.9)
Si ¢ > ¢, a est égale a -1 et Clest Aff qui est constant.
AB
log(-*) = log(bm) +log(dm) = log(9) (2.10)

15



Chapitre 2. Le comportement d’E. coli dans un bassin d’orage

log AB/Am

B === e

o
E

log Diamétre

AA%’ et le diamétre des Equations 2.9 et 2.10.

FIGURE 2.5 — Relation entre

16



Chapitre 2. Le comportement d’E. coli dans un bassin d’orage

WS g0 0 op Heo uoIsuodsns Uo SOIIJRU Op UOIFRIPUIUOD €[ 30 [ _[W D) ,0T Op e
109 "3 P UOIJRIFUDIUOD B "9°g UoIpenbyy [ v so[mored juos (g) 30 (1) s/DAN * (1) w/D N op syutod sioruroxd story
SOp eUULAOU INd[eA R 9P 9seq ' 9[NOed 189 (7) Ww/DA) * (L00g) P 12 A op (1) W/ mod smopea so] (p)
(WS 10 Op 3130 GO\ B[ OP UOIFRIPUIUOD B[ 40 _[W D[] ,0T OP I X1RIYJ SOULIOJI[0D Op UOIFRIFUIIUOD B “9°F,
uotyenbyy [ 9oae s9[no[ed Juos (g) 10 (1) /DN (1) W/ op syutod siorword Xnop sop duuafour Iafea ey 489 (g)
w/DAN "¢'g nedqe], np d37 op sinofea s9f 39 g'g UOIFRNDy] [ 09A® SOQ[MO[ed JU0s (T) W/ () Op SIndfea s (9) 39
(q) “(®) "10s op sod4y syuosoytp mod somorred sop SIRWIRIP NP UOIOUOY UL 8/ () 10 W/l Hoddel np uonnoAy — 9°g 4¥NDI

(p) osma[qes o131y (9)
((wrox) expgurer(y () aaggurer(q
10 100 1000 00-+4d1 T0-4T 20-d1 £0-AT
T0+3T1 Z0+dT
WHAT o £0+AT G
v =
(@) s/nan . a (1) s/0dn Q
(@) w/pan_ s0+ar & (1) w/odn . . &
(1) s/nan . . g (2) s/pan— . Po+HaT g
(1) m/pan ol (z) W/pan_ . g
YO-+AT B
5] Q
m/ S0-+dT m
q0+dT & ¥
* 90-+dT
90-+dT
xnowreo] 10§ (q) uy xnoureof [0 (e)
(wrux) expgurerq (ur) axjgurer
00+drt T0-41 Z0-A1 £0-AT 00-+4aT1 T0-aT Z0-A1 £0-AT
Z0-+41 £0+dT1
=
€OHAT = yorar S
/ o)
(1) s/0dn Q (1) s/0an 3
(1) m/pdn . 5 (1) w/Dan 5
(2) s/odn g gl &
/a1 par 2 (2) s/pan— s
(2) m/Dan— . vo-+art m (z) w/Ddn_ So+dr #
. =
. a Lo
~L Q
o4
S0+AT
s ) m . ® 90-+a1 m
1
V * A 6
901 Lo+at

17



Chapitre 2. Le comportement d’E. coli dans un bassin d’orage

TWOOT/DAN OFLSG 30 T 213ud jrerrea sanbrjeuios sa8erdIjod op UOIYRIILOU0D

er] -osno[qes uororty el anod JURISUOD JUOUIOATIR[OI )80 7~ 1oV 9D SINO[RA SOp OSB( B O[IIO[BD 180 - ‘OSIO[qeS

gv  gv » qgv
uor)oe] B[ Inod SNUIWIP 30 9STe[3 B[ 10 9IdIe,[ Inod JURISUOD JUSTIOAI)R[I )59 ﬁdﬂ (€007 “"Ip 72 SOIAR(]) JUOWIS[[ISSITLI
op meo,] suep senbrjewos sogeydroo sof mod senorred sop SIjPWRIP O] 10 quq (q) 1 MMM (e) e1yue uO)R[PY — A°C AUNDI]
(@) (®)
(urx) eajpurerq (o) sxpgurerq
T0-dT c0-dT1 €0-dT TO-dT c0-dT €0-dT
vO-d1 <0-de
Sueyp,[ op onpI0g [ Sueyp,[ op ar3a08
Sueya,[ ap gy, LLELIE Suweja [ op opapy . 10-dz
99JBUT ¥[ 9P J}I0G . b = 99.JeT €[ 9P B1}.10§ u x
29.eUI ¥[ 9p A9Iyuy , . ) x X ,m 99Iew e[ Op S1yuYy , M
. 20-91 m x * 00-+d2
TO-HT ’ T0+HT

8%/0dn%

18



Chapitre 2. Le comportement d’E. coli dans un bassin d’orage

2.2.4.2 Le coefficient de distribution

Le coefficient de distribution Kp (Equation 2.2) exprime la distribution des bactéries entre
I’eau et la matiére en suspension lors de I'atteinte de I'équilibre et est un parameétre utile
pour la modélisation. Le coefficient de distribution (Equation 2.2) calculé sur la base des
données de huit auteurs est analysé en fonction de la concentration de matiéres en suspen-
sion pour une échelle log-log (Figure 2.8). Les échantillons des huit auteurs proviennent
d’eau de ruissellement, de riviéres et d’eau usée. Les valeurs minimales, moyennes et maxi-
males sont calculées & partir des valeurs minimales, moyennes et maximales du nombre
totale d’E. coli , de la matiére en suspension et de la fraction d’E. coli attachés a la matiére
en suspension des données des huit auteurs. Il y a une relation linéaire entre le coefficient
de distribution et la matiére en suspension pour une échelle log-log (Equation 2.11). C’est-
a-dire qu’il y a relativement moins d’F. coli attachés dans les eaux plus chargées de MeS.
Il est probable que la MeS dans les eaux plus chargées ait une fraction sableuse plus élevée
qui n’attache qu'une petite fraction d’E. coli par rapport & sa masse totale. Cette relation
peut étre utile pour estimer la fraction d’E. coli attachée a ’aide d’une mesure de la MeS
d’un échantillon, mais peut donner une fausse estimation du Kp pour une classe spécifique

de particules.
log Kp = —0.988 x log MeS + 2.761 (R? = 0.85) (2.11)

*Moyenne Minimum “ Maximum

1E-+-04

1E+03 #

1E+02

1E+01

Ky (L/g)

1E+-00

1E-01 -

1E-02 T
1E-01 1E+00 1E+01 1E+02 1E+03 1E+04 1E+05

MeS (me/L)

FIGURE 2.8 — Coefficient de distribution selon la concentration de MeS & partir des données du
Tableau A.4.
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2.3 L’inactivation d’E. col:

L’inactivation d’E. coli dans un bassin d’orage se fait par trois mécanismes principaux :
(a) la mortalité de base, (b) la prédation et (c) la désinfection par la lumiére solaire (Struck
et al., 2008). L’inactivation est représentée par une décroissance de premier ordre & un taux
d’inactivation b (Equation 2.12). Le taux d’inactivation est la somme des taux des trois

mécanismes considérés.

N(t) = Ny x e ! (2.12)

N : nombre de bactéries
Ny : nombre de bactéries initiales
b : taux d’inactivation (j=!)

t : temps (j)

2.3.1 La mortalité de base

La mortalité de base décrit la mortalité naturelle et I'inactivation causée par tous les
phénomeénes qui ne sont pas considérés dans les autres taux. L’environnement chimique de
la bactérie et la température influencent la mortalité de base. Plusieurs auteurs (Struck
et al., 2008; Brookes et al., 2004) multiplient le taux de mortalité de base a 20°C par
un coefficient de température pour décrire I'influence de la température (Equation 2.13).
Mancini (1978) a proposé une équation qui décrit Iinfluence du milieu ionique et de la

température (Equation 2.14).
by = by x OL2 (2.13)

b = (Do + bs x S) x L2 (2.14)

b,, : taux de mortalité¢ a température T (j~1)

byo : taux de mortalité a 20°C (j~1)

bs : constante de proportionnalité de la salinité (L g=! j=1)
O : coefficient de temperature (-)

S : salinité (g/L)

Chapra (1997) a appliqué 'Equation 2.13 et a estimé le by de 0.8j7! et le &7 de 1.07.
Struck et al. (2008) ont prédit la concentration de pathogénes dans U'effluent d’un bassin
de rétention et d’un marais épurateur. Ils ont appliqué un modéle de mortalité qui tient
compte de la température, de 'intensité de la lumiére solaire et un terme de mortalité

qui inclut tous les autres facteurs comme la sédimentation, la sorption, la prédation, le
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pH, 'oxygéne dissous, la conductivité, etc. La mortalité de base d’FE. coli a été estimée de
1.4j7! et le @7 de 1.013. Garcia-Armisen & Servais (2009) ont mesuré 1'épuration d’E. coli
dans l'eau de riviére. Ils ont déterminé la mortalité d’E. coli en suspension de 0.732j71 et

d’E. coli attaché aux particules de 0.348j71.

Mayo & Kalibbala (2007) ont proposé un taux de mortalité qui dépend du pH et de
'oxygéne dissous (Equation 2.15).

bm = Kpg X pH + kOD x OD (215)

k,xr : constante de désinfection relatif au pH (0.001j71)
kop : constante de désinfection relatif a I'oxygéne dissous (0.0037m3g™! O j!)

OD : oxygéne dissous (g O m™3)

2.3.2 La prédation

La prédation peut réduire de maniére importante la concentration d’E. coli (Struck et al.,
2008). Cependant, elle est difficile & différentier du taux de mortalité de base et n’est donc

souvent pas considérée ou elle est incluse dans le taux de mortalité b,,.

2.3.3 La désinfection par la lumiére solaire

La désinfection par la lumiére solaire cause une inactivation notable, surtout dans des eaux
peu profondes (Curtis et al., 1992). La lumiére solaire, en particulier la lumiére ultravio-
lette, endommage les bactéries. Un premier effet est la photodissociation. La radiation est
absorbée directement par des cibles de la cellule qui dégradent par la suite des structures
cellulaires. Un effet plus prononcé est la photosensibilisation. Dans ce cas, la radiation est
premiérement absorbée par un sensibilisateur. Un sensibilisateur efficace demeure excité
suffisamment longtemps pour que ’énergie soit transférée a d’autres molécules en initiant
des réactions photosensibles. Quand 1’énergie est transférée a une molécule d’oxygéne,
quelques espéces réactives d’oxygeéne seront formées, par exemple 1'oxygéne singulet, le
superoxide, le peroxide d’hydrogéne ou les radicaux hydroxyles. C’est la photo-oxidation.
Il existe deux types de sensibilisateurs : les sensibilisateurs endogénes de la cellule bacté-
rienne et les sensibilisateurs exogénes en dehors de la cellule. Les sensibilisateurs endogénes
absorbent les radiations ayant une longueur d’onde inférieure & 500 nm, soit la lumiére ul-
traviolette. Ces longueurs d’ondes pénétrent peu dans des eaux eutrophes. Les sensibilisa-

teurs exogénes, quant a eux, sont des substances humiques et des pigments qui absorbent
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les radiations ayant une longueur d’onde entre 300 et 700 nm, soit le rayonnement pho-
tosynthétiquement actif (Curtis et al., 1992). La localisation des dommages causés par la
lumiére dépend des sensibilisateurs en question. Pour les longueurs d’ondes entre 300 et
700 nm, la membrane cytoplasmique est la cible la plus courante pour les sensibilisateurs
endogénes et exogénes, bien que 'ADN est endommagé par des sensibilisateurs exogénes
avec une affinité pour I’ADN (Curtis et al., 1992). Le dommage de la membrane a un impact
important, puisqu’il augmente la sensibilité aux variations du pH et & une concentration de
sel élevée. Aucune équation décrivant 'effet fortifiant des concentrations élevées d’oxygéne
dissous a la photo-oxidation et de I’'augmentation de la sensibilité avec le pH causé par des
dommages de la membrane cytoplasmique n’a été trouvée.

Chapra (1997) et Struck et al. (2008) ont utilisé I’équation suivante pour calculer le taux

de désinfection par la lumiére solaire :
by=a; x 1 (2.16)

b; : taux de désinfection solaire (j=1)
oy : constante de proportionnalité de la désinfection solaire (0.006 m?*W—j='  (Struck
et al., 2008))

[ : intensité de la lumiére solaire (W m™2)

La lumiére solaire entrant dans la colonne d’eau subit différentes influences. Premiérement,
une fraction est réfléchie par la surface de 'eau. Le facteur de réflexion est difficile a dé-
terminer puisque la distribution d’angles des ondes entrantes est complexe. S’il est postulé
que la radiation est la méme pour tous les angles d’ondes entrantes, un facteur de réflexion
de 6.6% est attendu. Pour un ciel nuageux, le facteur de réflexion peut étre d’approxima-
tivement 5.2% (Kirk, 1983).

Une deuxiéme influence non négligeable est la végétation. Struck et al. (2008) ont estimé
que, dans un marais épurateur avec une végétation dense, seulement 10% de la lumiére
atteint la surface pendant 6 heures par jour. La végétation n’a pas une grande influence
pendant les autres 18 heures. Dans la colonne d’eau, la radiation est absorbée et réfléchie
par les différentes composantes du systéme aquatique : 1'eau, la matiére en suspension (le
phytoplancton, les particules organiques et inorganiques) et la matiére organique dissoute.
Le coefficient d’extinction spécifique de la lumiére dans ’eau varie de 0.0144m~! pour
une longueur d’onde de 430nm a 0.105m~! pour une longueur d’onde de 310nm et de
0.650m~" pour une longueur d’onde de 700 nm (Kirk, 1983). Le coefficient d’extinction
spécifique de la MeS (mg L~!) est de 0.55m™! x MeS (Chapra, 1997).
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I=(1-f)x1Iyxeft (2.17)

[ : intensité de la lumiére solaire (W m™2)

Iy : intensité de la lumiére solaire a la surface (W m™2)
f, : facteur de réflexion (-)

K. : coefficient d’extinction (m™1)

H : longueur du trajet de la lumiére (m)

2.3.4 La protection des bactéries attachées aux particules contre

la radiation

La MeS interfére avec 'efficacité de la désinfection par la lumiére solaire par I’extinction.
Le résultat est une mortalité plus lente d’une fraction des bactéries. Ce phénomeéne est
nommé tailing. La mesure de 'extinction seule ne permet pas de modéliser 'inactivation
parce qu'une fraction des bactéries attachées aux particules est protégée de la lumiére ou
regoit une intensité plus faible (Madge & Jensen, 2006). De plus, le degré avec lequel les
particules interférent avec l'intensité de la radiation dépend de la largeur des particules.
Plusieurs auteurs (Brookes et al., 2004; Madge & Jensen, 2006; Wang et al., 2006; Winward
et al., 2008; Emerick et al., 2000) ont rapporté une survie prolongée des bactéries attachées
aux particules. Celles attachées aux particules d’'un diamétre plus large survivent plus
longtemps, ce qui cause le tailing (Figure 2.9). Fenner & Komvuschara (2005) partent
du principe qu’une fraction des bactéries attachées a une certaine classe de particules sont
protégées de la lumiére et que cette fraction est plus élevée pour les particules plus grandes.
Wang et al. (2006) ont mesuré 'efficacité de désinfection (dose d’UV : 20mJem™2) des
coliformes fécaux pour quatre classes de particules. Le Tableau 2.5 présente 'inactivation
des bactéries attachées a ces classes et 'inactivation des bactéries en suspension. La fraction
des bactéries attachées aux particules ayant un diamétre supérieur a 10 ym qui ne sont pas
influencées par la lumiére est de 7.1%, alors que ce taux est inférieur pour les particules

plus fines.
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FIGURE 2.9 — Nombre de coliformes survivant en fonction de la dose d’UV appliquée. Le phéno-
méne tailing causé par la protection des bactéries attachées aux particules contre

la radiation est illustrée (Emerick et al., 2000).

Tableau 2.5 — Inactivation des colifomes fécaux selon la classe de particules et des coliformes
fécaux en suspension, exprimée par la fraction de bactéries survivantes sur le
nombre de bactéries initiales (N¢/Ng) (Wang et al., 2006). F représente la fraction

influencée par la lumiére.

Classe de particules (um) -log(N;/Ng)  N;/Ng F
>10 1.148 7.115E-02 0.9289
5-10 2.765 1.717E-03  0.9983
2-5 4.017 9.607E-05 0.9999
<2 5.217 6.062E-06 0.9999
en suspension 5.28 5.248E-06 1.0
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Les méthodes d’énumération d’E. colz

En général, trois méthodes pour quantifier la concentration d’E. coli dans un échantillon
peuvent étre distinguées : I’énumération en milieu de croissance, la méthode du nombre le

plus probable (NPP) et des mesures de l'activité enzymatique.

3.1 L’énumération en milieu de croissance et la méthode
du NPP

L’énumeération en milieu de croissance est une méthode standardisée et a été utilisée par
plusieurs auteurs (Mahler et al., 2000; Borst & Selvakumar, 2003; Jamieson et al., 2005;
Schillinger & Gannon, 1985; Krometis et al., 2007; Davies & Bavor, 2000; Boutilier et al.,
2009; Henry & Dillaha, 2004; Guber et al., 2007; Struck et al., 2008). Cette méthode est
basée sur le principe que, dans un milieu spécifique, chaque bactérie se multiplie en formant
une colonie. Un échantillon avec FE. coli est incubé dans une gélose nutritive sur des boites
de pétri. Pendant l'incubation, chaque E. coli se multiplie en formant une colonie. Les
colonies sont énumérées aprés l'incubation et le nombre d’E. coli est rapporté en UFC
(Unités Formant une Colonie) par 100 ml d’échantillon. La méthode du NPP a été utilisée
par plusieurs auteurs (Fries et al., 2006; Cizek et al., 2008; Karim et al., 2004; Hamilton
& Luffman, 2009; Jeng et al., 2005; Characklis et al., 2005). Elle est basée sur leffet de
dilution d’un échantillon et la probabilité de détecter une bactérie dans des dilutions plus
élevées. Cing répétitions de trois dilutions sont préparées a partir d’'un échantillon et un
substrat décomposé spécifiquement par F. coli est ajouté a chaque volume. L’utilisation

du substrat par E. coli permet de conclure la présence d’E. coli dans chaque dilution. Une
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méthode statistique permet de calculer le NPP pour la détection d’E. coli dans différentes
dilutions.

Une énumération en milieu de croissance ou la méthode du NPP sous-estiment le nombre de
bactéries attachées aux particules. Les bactéries attachées aux particules ne forment qu’une
colonie par particule, alors qu’il peut y avoir plusieurs bactéries par particule (Garcia-
Armisen & Servais, 2009). Afin de déterminer la concentration totale des bactéries, des
techniques physiques ou chimiques ont été appliquées pour disperser les bactéries attachées
aux particules. Cependant, certains auteurs (Schillinger & Gannon, 1985; Krometis et al.,
2007; Struck et al., 2008; Hamilton & Luffman, 2009; Jeng et al., 2005; Characklis et al.,
2005) n’ont pas appliqué une technique de dispersion et ont donc sous-estimé le nombre

de bactéries attachées aux particules.

3.2 La dispersion des bactéries attachées aux particules

Krometis et al. (2009) et Soupir et al. (2008) ont testé différentes techniques chimiques
et physiques pour disperser les bactéries attachées aux particules. Krometis et al. (2009)
ont comparé une méthode physique, la sonification, et une méthode chimique, ’agent de
surface Tween-85.

La sonification est une méthode connue qui permet la destruction des cellules pour extraire
des enzymes ou d’autres substances cellulaires en utilisant une source d’ondes ultrasoniques.
Celles-ci créent des turbulences, nomméeseddys, dans ’eau qui font éclater les cellules si la
puissance des ondes est élevée. Lorsque la puissance des ondes est modérée, les turbulences
ne font que disperser les particules et les bactéries.

L’agent de surface Tween-85 occupe les sites actifs sur les particules et les bactéries de
sorte que les bactéries ne sont plus capable de s’adsorber aux particules.

Krometis et al. (2009) ont combiné une sonification (30s, 40 Hz a 10 ml d’échantillon) et
0.02% de I'agent de surface Tween-85. Ils ont observé que les deux techniques entrainent
la dispersion des agrégats de cellules dans de I’eau sans particules. Pour de I’eau contenant
des particules, ils concluent que le traitement avec Tween-85 est le plus efficace, soit 17%
de plus d’'UFC d’E. coli comparé a un témoin sans traitement.

Soupir et al. (2008) ont comparé deux méthodes physiques, la sonification et I’agitation, et
une méthode chimique, I’agent de surface Tween-85. Ils ont fait un traitement de sonifica-
tion (30s & 6 min, 50/60 Hz, 55 W), une agitation (10 min) et un traitement de I’échantillon
avec 'agent de surface Tween-85 et des combinaisons de ces traitements. Leurs résultats

sont comparables aux conclusions de Krometis et al. (2009). Le nombre d'E. coli énuméré
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augmente peu pour de courts traitements de sonification (30s) et leur nombre diminue
pour des traitements plus longs. Aprés avoir agité les échantillons pendant 10 min, ils ont
mesuré 24% de plus de UFC d’E. coli. La combinaison de 10 min d’agitation suivi par une
dilution dans 1 g/l Tween-85 a augmenté 'UFC de 45%.

3.3 La mesure de 'activité enzymatique

E. coli produit une enzyme, le GLUase ([3-D-glucuronidase), qui hydrolyse le substrat MU-
Glu (4-methylumbelliferyl-3-D-glucuronide) en formant le produit fluorescent MU (methy-
lumbelliferone). Cette réaction enzymatique spécifique est la base d’une nouvelle méthode
d’énumération d'FE. coli (Garcia-Armisen et al., 2005; George et al., 2000; Servais et al.,
2005). Celle-ci permet d’énumérer le nombre d’E. coli & base d’une mesure de 'activité
du GLUase. Ce type de mesure se fait en une demie heure (Garcia-Armisen et al., 2005).
Plusieurs études ont déja établi une forte corrélation en échelle log-log entre I'activité du
GLUase d’E. coli et la concentration d’'UFC mesurée (Servais et al., 2005; Garcia-Armisen
et al., 2005).

3.3.1 Le protocole de la mesure de P’activité enzymatique

George et al. (2000) ont proposé un protocole de mesure du GLUase. Dépendant de la
charge en MeS, entre 0 et 100 ml d’échantillon est filtré (pores de 0.2 um). Le filtre avec
les bactéries est placé dans 17 ml de tampon de phosphate & pH 6.9 et 3 ml d’une solution
de MUGIu et de Triton X-100. Le Triton X-100 est un agent de surface qui entraine la
perméabilité des membranes cellulaires de sorte que les enzymes GLUase puissent sortir
de la cellule. La concentration de MUGIu finale est de 165mg/1. La cinétique de Monod
de GLUase est saturée pour une telle concentration de MUGIu. La solution avec filtre est
incubée a 44°C pendant 30 min. Au 5 min, une aliquote de 2.9 ml est prélevé et le pH est
ajusté afin d’étre supérieur & 10. Ce pH arréte la réaction par GLUase et la fluorescence
du produit de décomposition MU est maximale dans ces conditions. La concentration du
produit de décomposition MU est mesurée a 'aide d’une spectroscopie fluorescente. La
longueur d’onde d’excitation est de 362 nm et celle d’émission est de 445 nm. L’intensité de
fluorescence est calibrée a ’aide de concentrations de MU connues. Les données de 'activité

enzymatique sont rapportées en pmol MU libéré par minute par 100 ml d’échantillon.
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3.3.2 L’induction de I’enzyme GLUase

L’enzyme (3-D-glucoronidase est une enzyme inductible. George et al. (2000) ont déterminé

que I'enzyme GLUase d’E. coli est induite dans des eaux douces et des eaux peu polluées.

3.3.3 La spécificité : les interférences avec des organismes non-
ciblés

L’enzyme GLUase a été trouvée chez plusieurs organismes autres que FE. coli (George

et al., 2000). Des bactéries faussement-positifs pourraient donc influencer la mesure qui ne

comprend aucune culture sélective. Fiksdal et al. (1997) et George et al. (2000) ont conclu

qu’il existe une certaine influence des bactéries faussement-positives, mais que celle-ci est

négligeable.

3.3.4 L’activité enzymatique d’E. col:

L’'Equation 3.1 donne la régression linéaire entre le log activité du GLUase (pmol MU
min~! 100ml™?) et le log nombre d’E. coli par 100ml. Dans cette équation, le coefficient a
mesuré est inférieur a 1 lorsque le nombre d’E. coli est mesuré & partir d’'une énumération
en milieu de croissance ou la méthode du NPP. Un coefficient a inférieur & 1 signifie que
lactivité enzymatique par E. coli mesuré avec ces méthodes augmente si la concentration
d’E. coli diminue. Un coefficient a égal a 1 signifierait que 'activité enzymatique par E. coli

est constante pour différents échantillons avec différentes concentrations d’E. coli.

log(activité de GLUase) = a x log(E. coli/100ml) 4 b (3.1)

Garcia-Armisen et al. (2005) et George et al. (2000) ont démontré que la pente inférieure
a 1 est causée par une présence plus grande de bactéries actives mais non cultivables dans
des eaux peu polluées. La méthode d’énumération en milieu de croissance ou la méthode
du NPP ne mesurent que les bactéries cultivables et non les bactéries actives mais non
cultivables. George et al. (2000) ont démontré que le coefficient a d’une série de dilution se
rapproche de 1 (Equation 3.2). Garcia-Armisen et al. (2005) ont quant & eux démontré que
la pente de la relation log-log entre I'activité du GLUase et le nombre d’E. coli par 100 ml
se rapproche de 1 lorsque la concentration d’E. coli est mesurée avec la procédure de DVC-
FISH (direct viable count - fluorescent in situ hybridisation) qui compte toutes les bactéries

(Figure 3.2). L’activité par compte totale d’E. coli est donc constante indépendamment
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de la concentration d’E. coli.

activité de GLUase = 10° x (E. coli/100ml)" (3.2)
6_
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FIGURE 3.1 — Régression linéaire log-log entre l'activité du GLUase et E. coli de ’eau de riviére
et de I’eau usée. Les coefficients a et b de ’Equation 3.1 sont respectivement 0.731
et -0.663 (Garcia-Armisen et al., 2005).
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FIGURE 3.2 — Régression log-log linéaire entre 'activité du GLUase et E. coli mesurée a 'aide
de la procédure de DVC-FISH de I’eau de riviére et de I'eau usée. Les coefficients a
et b de ’'Equation 3.1 sont respectivement 0.994 et -3.053 (Garcia-Armisen et al.,

2005).
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Chapitre 4
Le bassin d’orage

Le bassin d’orage échantillonné est situé dans le quartier résidentiel Faubourg le Raphaél
a Québec, QC, Canada. Le quartier compte 917 habitants. Le bassin recoit ’eau de ruis-
sellement d’un bassin versant de 15.1ha (Figure 4.1). Il a un volume de 3100m? et est

construit pour retenir I’eau d’orages pour une période de retour de 100 ans.

FIGURE 4.1 — Photos aériennes du bassin versant du bassin d’orage dans le quartier Faubourg
le Raphaél a Québec, QC, Canada (Google Earth, Mars 2010). (a) Le bassin
d’orage se situe au sud du quartier et la riviére Saint-Charles dans laquelle le
bassin verse, se situe a gauche de la photo. (b) L’entrée du bassin (1) et la sortie
(2) sont marquées. Lorsque la sortie du bassin est ouverte, I’eau coule dans le
ruisseau au milieu du bassin entre I’entrée et la sortie. La fermeture de la sortie

du bassin permet de retenir 'eau.
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Chapitre 5

La méthode d’énumération en milieu de

croissance

5.1 La méthode standardisée : Coliscan Easygel

Coliscan Easygel est une méthode commerciale d’énumération de coliformes totaux et
d’E. coli d’échantillons d’eau provenant de ’environnement et de 1’eau potable. Les bac-
téries sont incubées dans une gélose nutritive sur des boites de pétri. Les boites de pétri
ont un fond réactif qui entraine ’épaississement de la gélose. La méthode a été développée

par Micrology Laboratories et est brevetée (Micrologylabs, 2010).

FIGURE 5.1 — Bouteille de gélose de Coliscan Easygel.

Les coliformes sont membres de la famille des Enterobacteriaceae. Deux groupes se dis-
tinguent : les coliformes fécaux et les coliformes non-fécaux. La croissance des coliformes
fécaux se fait & une température de 44.5°C.

Le médium Coliscan Easygel contient deux sucres liés & un colorant différent. Le premier
sucre-colorant donne la couleur rose-mauve & la colonie lorsque coupé par ’enzyme (-

galactosidase. L’enzyme [-galactosidase est produit par tous les coliformes incluant E. coli.
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Le deuxiéme sucre-colorant donne la couleur bleue-verte a la colonie lorsque coupé par
Ienzyme (-glucuronidase. Seul E. coli produit les deux enzymes ([-galactosidase et (-
glucuronidase) et donc donne une couleur mauve - bleue a la colonie. Les autres bactéries

ne sont pas colorées ou ont une couleur brune, verte ou bleue clair.

FIGURE 5.2 — Une boite de pétri avec des colonies mauves-bleues d’E. coli , des colonies
roses-mauves de coliformes totaux et quelques colonies brunes de bactéries non-

identifiées.

L’analyse d’un échantillon se fait en trois étapes principales :

1. Les échantillons sont prélevés dans le bassin avec des bouteilles en plastique d’un litre.
Les bouteilles sont lavées avec un savon anti-bactérien, rincées a ’eau chaude, puis
trois fois a I’eau désionisée. Les échantillons sont gardés a 4°C pendant un maximum

de 24 h avant ’analyse.

2. La méthode d’ensemencement comprend différentes étapes : la dilution, I'inoculation,

la solidification de la gélose et 'incubation.

La dilution est faite dans une eau isoionique afin de minimiser le changement des
conditions environnementales des bactéries. L’eau d’échantillons filtrés a 0.45 ym est
utilisée comme eau de dilution. Des dilutions de 1, 10, 100, 1000 et 10000 fois sont
utilisées afin d’obtenir une bonne densité de bactéries. L’eau de dilution est testée
comme témoin.

L’inoculation comprend trois étapes, (a) 1 & 5ml d’un échantillon pur ou dilué est
ajouté a la gélose dans sa bouteille, (b) la gélose inoculée est homogénéisée par

agitation, puis (c) est versée dans la boite de pétri. Avant I'incubation, les boites sont
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reposées pendant environ 45 minutes pour laisser épaissir la gélose. L’'incubation est
faite a 35°C pendant 24 h. Un récipient d’eau est placé au fond de l'incubateur pour

maintenir ’humidité de ’air de sorte que les boites ne se desseéchent pas.

3. L’énumération se fait avec un crayon. Chaque colonie comptée est marquée pour
éviter des sous- ou surestimations. Le nombre d’E. coli (les colonies mauves-bleues
foncées) et de coliformes totaux (les colonies mauves-bleues foncées et les colonies

roses-rouges) sont rapportés en UFC (Unité Formant une Colonie) par 100 ml.

5.2 La décantation des particules a I’aide d’une centri-
fugation

La centrifugeuse Biofuge Pico de Heraeus Instruments a été utilisée. Celle-ci est compa-
tible avec des microtubes de 1.5ml. Le facteur d’amplification de la gravitation G et le
temps de centrifugation sont adaptables. Le G minimal de I'instrument est 2000, donc une
centrifugation & Gxt de 500 G x min se compose d’une centrifugation & 2000 G pendant

15s. Apres la centrifugation, 1 ml de surnageant est utilisé comme inoculant (Figure 5.3).

FIGURE 5.3 — Microtubes avec 1.5ml et 0.5 ml d’échantillon aprés I'extraction du surnageant.
La différence de hauteur de I’échantillon dans les deux microtubes est d’environ

1.3 cm.

5.3 La dispersion des bactéries attachées aux particules :

la sonification

La dispersion des bactéries attachées aux particules a été effectuée avec la sonde de sonifi-

cation d'un mastersizer (Mastersizer Micro, Malvern). Les ultrasons émis par la sonde ont
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une fréquence de 40 kHz. La puissance d’un traitement dépend du déplacement de la sonde
ce qui est un parameétre de 'appareil. Il n’était pas possible de transformer le déplacement
de la probe en une unité d’énergie qui exprime la puissance. La durée du traitement est le

deuxiéme paramétre a choisir.

5.4 La distribution des données d’énumération des bac-
téries
5.4.1 La distribution des populations microbiennes

Pour la plupart des analyses chimiques, la distribution des résultats est normale. Par
contre, la distribution d’énumération des bactéries n’est pas nécessairement symétrique
(Eaton et al., 2005). La courbe de fréquence d’une énumération en milieu de croissance
a une distribution asymétrique positive. Il y a donc plusieurs valeurs basses et quelques
valeurs élevées. Plusieurs techniques statistiques nécessitent une distribution normale des
données. Il est donc nécessaire de convertir les données afin d’obtenir une distribution nor-
male. Celle-ci peut étre obtenue en convertissant les valeurs en leurs valeurs logarithmiques

correspondantes.

5.4.2 La tendance centrale d’une distribution asymétrique

Lorsque la distribution des valeurs logarithmiques d’une distribution asymétrique est nor-
male, les données originales ont une distribution log-normale. La meilleure estimation de la
tendance centrale de données distribuées log-normale est la moyenne géométrique (Eaton

et al., 2005) :
>_log(x;)

lOg Zi‘g == T (51)

7y = /(1) .. (@n) (5.2)

L’estimation de I’écart-type géométrique devient :

S (logzy — log x;)?
oy =\| — (5.3)

n—1

La distribution d’une population microbienne est supposée log-normale. La distribution

des valeurs logarithmiques est normale avec la moyenne z, et la variation 03 : N(log fg,ag).
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5.4.3 La distribution des mesures d’énumération en milieu de crois-

sance

La méthode d’énumération d’E. coli en milieu de croissance nécessite 1'utilisation de dilu-
tions pour obtenir un nombre raisonnable de colonies par pétri. Une plus grande dilution
meénera a un écart-type arythmique plus large. C’est-a-dire que ’écart-type de I’énuméra-
tion est multiplié par le facteur de dilution. Par exemple, 1’écart-type d’'une énumération
sans dilution de 5, 10 et 20 UFC est de 7.64 UFC, mais aurait été de 764 UFC si une
dilution d’un facteur 100 avait été utilisée. Cependant, ’écart-type géométrique de 1’énu-
mération sans ou avec dilution est 2 (sans unités). La moyenne géométrique log Z, est
respectivement de 1 et de 3 pour les deux dilutions et o, est de 0.301 pour les deux me-
sures. L’écart-type géométrique permet de comparer plus facilement les résultats d’une

méthode d’énumération en milieu de croissance.
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Chapitre 6

La mesure de 'activité enzymatique
d’E. colz

E. coli produit 'enzyme GLUase ((-D-glucuronidase) qui hydrolyse le substrat MUGIlu
(4-methylumbelliferyl-3-D-glucuronide) en formant le produit fluorescent MU (methylum-
belliferone). L’activité enzymatique d’E. coli est corrélée avec la concentration d’UFC
mesurée en échelle log-log et est égale au taux de production du produit de décomposition
MU. La méthode de la mesure de l'activité enzymatique décrit par Garcia-Armisen et al.
(2005) est utilisée comme base.

La méthode est composée de trois étapes :
1. Une filtration de I’échantillon pour concentrer les bactéries sur le filtre.

2. L’incubation d’E. coli sur le filtre dans un milieu tamponné avec le substrat MUG]Iu.

E. coli décompose le substrat en formant le produit fluorescent MU.

3. La spectroscopie fluorescente de MU pour mesurer la concentration du MU produit.

6.1 La filtration

Un filtre en microfibre de verre (47 mme, 1.2 um pores, Whatman) et un filtre & membrane
de cellulose (47 mmeg, 0.45 um pores, Whatman) sont combinés pour la filtration. Le pre-
mier filtre empéche le colmatage et retient les grandes particules tandis que le deuxiéme
retient les particules fines et les bactéries. Selon la concentration de MeS, entre 0 et 100 ml
d’échantillon est filtré. La filtration doit étre faite en 10 minutes pour éviter la détérioration
du filtre.
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6.2 L’incubation

Protocole A (Annexe C) Les deux filtres sont placés dans un erlenmeyer de 150 ml
dans 17ml de tampon de phosphate (12.5g/1 KHyPO,) ayant un pH de 6.9 auquel 3 ml
d’une solution de MUGIu (Biosynth) et Triton X-100 est ajoutée (55 mg MUGIu et 20 pl
de Triton X-100 dans 50 ml d’eau désionisée). La concentration finales de MUGIu est de
165 mg/1. L’erlenmeyer est tenu dans un bain chaud & 44°C pendant 1’essai.

Pendant 25 minutes, une aliquote de 3 ml est prélevée au 5 minutes et 51 ul d’une solution de
NaOH (3mol/l NaOH) y est ajoutée pour ajuster le pH & 10.6. La solution dans I'erlenmeyer
est homogénéisé a la main avant de prélever les aliquotes. Ensuite, ’aliquote est filtré
(Millex-HV, Millipore) & 0.45 um afin de retenir des particules qui pourraient interférer
avec la mesure de la fluorescence. Avant I'analyse, les aliquotes sont gardés au noir a 4°C

dans des tubes en verre.

Protocole B (Annexe C) Les deux filtres sont placés dans un erlenmeyer de 150 ml
dans 34 ml de tampon de phosphate (12.5¢g/1 KHyPO,) ayant un pH de 6.9. Aprés 10 min,
17ml du surnageant est transféré a un autre erlenmeyer et 3ml d'une solution de MU-
Glu (Biosynth) et Triton X-100 est ajoutée a chaque erlenmeyer (55mg MUGIu et 20 ul
de Triton X-100 dans 50 ml d’eau désionisée). La concentration finales de MUGIu est de
165 mg/l1. Les deux erlenmeyers sont tenus dans un bain chaud a 44°C pendant ’essai.

Pendant 25 minutes, une aliquote de 3 ml est prélevée au 5 minutes des deux erlenmeyers
et 51 ul d’une solution de NaOH (3 mol/l NaOH) y est ajoutée pour ajuster le pH a 10.6.
La solution dans l’erlenmeyer est homogénéisé a la main avant de prélever les aliquotes.
Ensuite, I'aliquote est filtré (Millex-HV, Millipore) a 0.45 pum afin de retenir des particules
qui pourraient interférer avec la mesure de la fluorescence. Avant I'analyse, les aliquotes

sont gardés au noir & 4°C dans des tubes en verre.

6.3 La spectroscopie fluorescente

La fluorescence de MU est mesurée a une longueur d’ondes d’excitation de 362nm et une

longueur d’ondes d’émission de 445 nm (Garcia-Armisen et al., 2005).

Le spectrofluorométre a filtre Le spectrofluorométre a filtre (Turner Quantech, Barns-
tead, Thermolyne Corporation) avec un filtre & bande étroite de 360 nm pour I'excitation
et de 450 nm pour ’émission est utilisé. Le filtre a 360 nm a une plage de transmission de

20nm autour de sa valeur moyenne et le filtre de 450 nm a une plage de transmission de
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5nm. La transmission d’un filtre & bande étroite est maximale au milieu de la plage de

transmission et est typiquement inférieure a 1% aux limites de la plage de transmission.

Le spectrophotométre de fluorescence Le spectrophotométre de fluorescence (Cary
Eclipse Fluorescence spectrophotometer, Varian) a prisme de diffraction est utilisé & une

longueur d’ondes d’excitation de 362nm et une longueur d’ondes d’émission de 445 nm.

Les cuvettes Des cuvettes en verre optique (plage utilisable : 334 & 2500nm) et en
quartz (plage utilisable : 170 & 2700 nm) sont utilisées. Les cuvettes sont lavées a 1'eau et
au méthanol. Le méthanol est recommandé, puisque la solubilité de MU est meilleure avec
l'utilisation du méthanol (Merck, 1996).
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Chapitre 7

Logiciel de modélisation WEST

WEST (Word wide Engine for Simulation, Training and automation) est un logiciel com-
mercial de modélisation et de simulation (MOSTforWATER, Kortrijk, Belgique). WEST
permet de développer des modéles et de simuler des systémes qui peuvent étre décrits par
des équations différentielles et algébriques. Il est principalement utilisé pour simuler des
traitements d’eaux usées, des réseaux d’égouts et la qualité de rivieres. WEST se com-
pose de trois modules principales : la base de modéles, I'environnement de modélisation
et 'environnement d’expérimentation. Figure 7.1 présente la construction fonctionnelle du
logiciel WEST et les trois modules.

W EST

M odelling Environm ent M odel Base: M SL-USER
-HGE: Hierarchical Graphical Editer -symbolic inform ation
- quantities, units, default values, ranges
-term inal specification

- hierarchically structured M SL-USER
atom ic m odels

\ /M SL Parsing
MSL-EXEC (C++)
C\+t\(30m pilation

Experim entation Environment
-Compiled C++ librar

- Solvers
sim ulation
optim isation
- Data
-Plot Environment

_—

Coupled M odel

FIGURE 7.1 — La construction fonctionnelle de WEST (Vanhooren et al., 2003).
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7.1 La base de modéles

L’ensemble des modéles du logiciel WEST est implanté dans la base de modéles écrite en
langage MSL-USER (Model Specification Language). MSL est un langage de modélisation
et non de programmation, c’est-a-dire, il est déclaratif. MSL ne donne donc pas de solution
sur la facon dont le modéle doit étre résolu, mais il présente seulement les équations des
modeéles. Le compilateur de WEST est capable de lire le langage MSL-USER et de le
réécrire en un langage de programmation qui tient compte de la fagon dont le modéle doit
étre résolu. Pour le modéliseur, il suffit de comprendre le langage de MSL-USER pour
décrire un modéle.

Les équations d’un modéle sont regroupées en classes. Ces classes consistent de six sections.
La section interface définit les variables qui entrent et qui sortent du modéle par les termi-
nals. Les paramétres sont définis dans la section parameters. Ceux-ci sont fixés au début
d’une simulation et ne changent plus pendant ’expérience. Les variables indépendantes,
comme le temps, sont définis dans la section independent tandis que les variables dépen-
dantes se trouvent sous la section state. La partie qui comporte les équations, se compose
de deux sections. La section initials permet d’écrire les équations qui ne doivent étre cal-
culés qu’au début d’une simulation. Les autres équations algébriques et différentielles sont
écrites dans la section equations.

La hiérarchie de la base des modéles permet une ordonnance structurée (Figure 7.2). En
plus, de cette maniére, des parties communes de différents modéles ne doivent étre écrite

qu’une seule fois et peuvent étre réutilisées.

- (A% PhysicalDAEMaodels
== Wi T PAtomichd odel
=B i T PéAtomich odelfadithi olume
+ - ® 1% Wi T PAtomichd odehw/ith' aniableb/olume
+ - ®% Wi T PAtomick odehw/ithPumpedyolume
=% WhW T PAtomickodefw/ithFizedy olume
= ™8 FisvolumeConversiontd odel
=-®® Figolumed St Converzionkd odel
¥y FiolumedSU

FIGURE 7.2 — Exemple de la hiérarchie des classes d’un modéle dans WEST.
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7.2 L’environnement de modélisation

L’environnement de modélisation est développé pour pouvoir construire des systémes com-
plexes d’une maniére visuelle. Différents composants comme des réacteurs, des décanteurs,
des controleurs, des capteurs, etc. sont connectés dans cette interface graphique. Chaque
composant a une ou plusieurs entrées et sorties, les terminals. Il y a deux types de ter-
minals : ceux qui communiquent l'information de données provenant des capteurs, des
controleurs, etc. et ceux qui communiquent des flux de masse entre les composants. Un
nouveau composant a été congu pour cette étude : le bassin d’orage (Figure 7.3). Les deux

terminals considérés communiquent les flux de masse a I'entrée et a la sortie du bassin.

Météo ’
CTR _H.‘.?_z “
Bassm d’orage
= —" — .,
Oisealx o - - -~ Rivir_3
v
> 4 ~
s SN
P 4 BO_2 B3 T
, Rivdr_4
II. » '4;% - > Lé b
Orage Sedim®ntation rep B0 1 comb Yanne de sorie
\ - )
\ [ & sa i
S e g s
o~ BO_4 BOG5 =
.y R -

FIGURE 7.3 — L’environnement de modélisation de WEST, un exemple possible d’un modéle de

bassin d’orage hétérogéne.

7.3 L’environnement d’expérimentation

Les simulations sont effectuées dans I’environnement d’expérimentation de WEST. Dans
cet environnement, les parameétres, les conditions initiales et les entrées du modeéle sont dé-
finis. Quatre types de paramétres peuvent étre différentiés dépendant du modéle : (a) des
paramétres physiques (des surfaces, des hauteurs, des volumes, etc.); (b) des paramétres
cinétiques, qui définissent les vitesses des équations cinétiques (des taux de croissance,

etc.) ; des paramétres stoechiométrique, qui définissent les relations stoechiométrique entre
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les différents composants (des fractions, des coefficients de rendement, etc.) et des para-
meétres de réglage des controleurs.

La solution temporelle du modéle est calculée a I’aide d’'un intégrateur a choisir. L’intégra-
teur Runge-Kutta 4 avec un pas de temps variable, RK4ASC, sera utilisé dans ce projet.
Les parametres utilisés de I'intégrateur sont énumérés dans le Tableau 7.1.

Finalement, les sorties du modéle peuvent étre visualisées graphiquement ou numérique-

ment.

Tableau 7.1 — Les paramétres de I'intégrateur RK4ASC de WEST.

Parameétre Valeur
mnitial step size 1072
accuracy 1076

minimum step size 1074

mazimum step size 1072
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Résultats - méthodes de quantification
d’E. colr
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Chapitre 8

La méthode d’énumeration en milieu de

croissance

Ce chapitre présente les résultats de la campagne d’échantillonnage d’FE. coli et des coli-
formes fécaux dans le bassin d’orage & partir de la méthode d’énumération d’FE. coli en
milieu de croissance. Des essais de séparation des bactéries attachées aux particules de
celles en suspension et des essais de dispersion des bactéries attachées aux particules sont
discutés. La technique de séparation des particules avec les bactéries attachées permet de
mesurer la concentration d’E. coli en suspension et la technique de dispersion des bacté-
ries attachées aux particules permet de mesurer la concentration totale en E. coli dans un
échantillon. La différence entre ces deux concentrations donne la concentration d’E. coli
attaché aux particules. La fraction des bactéries attachées aux particules peut étre calculée

a partir de ces données.

8.1 Campagne d’échantillonnage

Les résultats d’énumération d’E. coli et de coliformes totaux de sept campagnes d’échan-
tillonnage pendant 1’été 2008 et 2009 sont présentés dans les Tableaux 8.1 et 8.2. Les
mesures de I’été 2008 ont été faites par Emilie Berrouard et celles de 1'été 2009 par Leen-
dert Vergeynst. Par temps sec, en général, la concentration d'E. coli varie entre 10% et
10® UFC/100ml et la concentration de coliformes totaux entre 10® et 10* UFC/100ml. La
concentration a la sortie est entre 1 a 4.5 fois plus élevée qu’a l'entrée pour les coliformes
totaux et entre 1 & 3 fois plus élevée pour E. coli. Dans certains cas, E. coli n’a pas été
détecté a 'entrée, mais I'a été a la sortie. Le bassin fonctionne donc comme une source

de coliformes totaux par temps sec. Par temps pluvieux, la concentration de coliformes
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totaux varie entre 10% et 105 UFC/100ml et celle d’E. coli entre 10% et 10* UFC/100ml.
Cette concentration est environ 10 et 100 fois supérieure a celle par temps sec pour E. coli
et les coliformes totaux respectivement. Il n’est pas possible d’établir une tendance quant
a la concentration a la sortie et a ’entrée par temps de pluie, puisqu’il y a une manque de
données. Les concentrations d’E. coli mesurées pendant cette campagne d’échantillonnage
se trouvent dans la plage des concentrations d’E. coli dans les eaux de ruissellement rappor-
tées dans la littérature (Chapitre 2). L’écart-type géométrique des énumérations d'E. coli
varie entre 0.04 et 0.33 et ’écart-type géométrique des énumérations des coliformes totaux
varie entre 0.01 et 0.52.

Tableau 8.1 — Résumé du Tableau A.1 des résultats d’énumération d’E. coli et des Coliformes

totaux par temps sec dans le basin d’orage avec la sortie ouverte.

Evénement / échantillon E. coli (log UFC/100ml) coliformes totaux (log UFC/100ml)

Moyenne  Ecart-type = Moyenne Ecart-type
20080728
Entrée Composite 2.10 0.28 2.91 0.01
Sortie Composite 3.20
20080818
Entrée Composite 3.13 0.04
Sortie Composite 3.16 0.07
20090625
Entrée Composite 2.29 0.27 2.53 0.52
Sortie Composite 2.80 0.18 3.08 0.24
20090707
Entrée Composite <1.37 <1.37
Sortie Composite 2.42 0.13
20090707
Entrée Ponctuelle <1.37 <1.37
Sortie Composite 2.42 0.13
20091008
Entrée Ponctuelle <1.77 2.97 0.14
Sortie Composite 2.38 0.33 3.64 0.11
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Tableau 8.2 — Résumé du Tableau A.2 des résultats d’énumération d’E. coli et des Coliformes

totaux par temps de pluie dans le basin d’orage avec la sortie fermée.

Evénement / échantillon E. coli (log UFC/100ml) coliformes totaux (log UFC/100ml)

Moyenne  Ecart-type  Moyenne Ecart-type
20090918
Entrée Composite 2.74 0.21 >4.29
20090923
Entrée Composite 4.40 0 >6.05
Sortie Composite <3.70 4.60 0.08

8.2 La décantation des particules par centrifugation

Afin de pouvoir mesurer la concentration des bactéries en suspension, il faut utiliser une
technique de séparation des particules avec les bactéries attachées. Il existe deux tech-
niques : la filtration et la centrifugation.

Une premiére technique, la filtration, est la technique la plus facile a effectuer. Des bactéries
ont en général des dimensions de 1 a 3 um. Une filtration a 5 um sépare les bactéries et
les particules de moins de 5 um des particules de plus de 5 um. Cependant, les particules
de moins de 5pum ne sont pas retenues sur le filtre. Ces particules pourraient attacher
une fraction non-négligeable des bactéries. En plus, les bactéries en suspension pourraient
étre retenues sur le filtre suite au colmatage. La filtration n’est donc pas une technique
adéquate.

Une deuxiéme technique, la centrifugation, est plus difficile a utiliser, mais permet de sépa-
rer les particules et les bactéries a base de leur dimension et de leur densité. La loi de Stokes
(Equation 8.1) stipule que la vitesse de chute d’une particule augmente avec la différence
entre la densité de la particule et celle du fluide et avec le diamétre de la particule élevé
au carreé.

La distance parcourue par une particule pendant une centrifugation est linéaire avec le fac-
teur d’amplification de la gravitation appliquée et le temps de décantation. Cette distance
de décantation peut étre exprimée en Gxt, avec G le facteur d’amplification de la gravité
g (9.81m/s?) et t le temps de décantation en minutes (Equation 8.2).

La décantation des bactéries est négligeable par rapport a la décantation des particules
pour des Gxt faibles. Par exemple, & 4°C et un Gxt de 500 g x min, une particule ayant

une densité de 1.5g/cm?® et un diamétre de 1 um décante de 0.52 cm et une bactérie ayant
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une densité de 1.01g/cm? et un diamétre de 2 ym décante de 0.04 cm (Equation 8.1).

(pp — pf)Gg¢2
18

Ar=a(G xt) (8.2)

VSZ

(8.1)

Vs : la vitesse de chute (m/s)

pp - la densité de la particule (kg/m?)

ps : la densité du fluide (kg/m?)

¢ : le diamétre de la particule (m)

g : la gravité (9.81m/s?)

G : le facteur d’amplification de la gravite (-)

= la viscosité du fluide (1.569 10~ 3 Pas a 4°C)

Az : la distance parcourue par une particule en chute (m)

a : une constante (s)

La Figure 8.1 présente les résultats d’énumération sur boite de pétri des coliformes totaux
avant et aprés une centrifugation a différents Gxt. Le Gxt varie entre 0g X min (pas de
centrifugation) et 20000 g X min. La concentration de bactéries diminue avec le G xt appli-
qué. Un Gxt faible permet de décanter une fraction des bactéries attachées aux particules
et un Gxt tres élevé permet de décanter les bactéries attachées aux particules mais aussi
les bactéries en suspension (par exemple a 20000 g X min). Un Gxt optimale permet de
décanter les bactéries attachées aux particules mais non les bactéries en suspension. Une
centrifugation & un Gxt optimal n’a pas été trouvée, mais un Gxt de 500 g X min est pré-
férable. La décantation de bactéries pour des valeurs de G xt plus élevées est considérable.
Pour un Gxt de 500g x min, 14% et 31% des coliformes totaux a décanté (Figure 8.1,
Essai 3 et 1). Noter qu'une centrifugation & un Gxt de 500 g x min en utilisant 1cm du
surnageant des microtubes est comparable a une décantation par gravité (G=1g) d’une

sédimentation statique avec une hauteur de 60 cm pendant 21 jours (Equation 8.2).
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FI1GURE 8.1 — Concentration de coliformes totaux énumérés aprés une centrifugation a différents
G Xt et écart-types géométriques pour chaque énumération. (Code d’échantillon :

Essai 1 : EP3 2209 ; Essai 2 : EP3 1809 ; Essai 3 : EC 2209)

8.3 La dispersion des bactéries attachées aux particules

Afin de pouvoir mesurer la concentration totale des bactéries (bactéries en suspension
+ bactéries attachées aux particules), il faut une technique pour disperser les bactéries
des particules de sorte que toutes les bactéries soient en suspension. Deux techniques de

dispersion seront discutées dans cette section : ’agitation et la sonification.

8.3.1 Agitation

Trois traitements sont comparés avec un témoin : une agitation, une centrifugation et une
agitation suivie d’une centrifugation (Figure 8.2). L’agitation sert & disperser les bactéries
attachées aux particules; la centrifugation sert a décanter les particules et les bactéries at-
tachées aux particules et I'agitation suivie d’une centrifugation sert & décanter les bactéries
attachées aux particules qui n’ont pas été dispersées suite a l'agitation.

L’échantillon témoin et ’échantillon aprés agitation n’ont pas été inoculés avec la bonne
dilution ce qui a fait qu’il y avait une densité d’'UFC trop élevée sur les boites de pétri.
Pour ces traitements, au moins 210 UFC/100 ml de coliformes totaux ont donc été dé-

tectés. La centrifugation a été effectuée & 10000 G x min. Cependant, selon les essais de

20



Chapitre 8. La méthode d’énumeration en milieu de croissance

centrifugation présentés a la Figure 8.1, une fraction des bactéries en suspension pourrait
étre décantée a ce Gxt.

La centrifugation a décanté une fraction d’UFC (Figure 8.2, Centrifugation et Agitation &
Centrifugation comparées a Agitation). Comparé a I’échantillon aprés agitation, 1’échan-
tillon centrifugé contient moins de coliformes totaux détectés. La concentration de coli-
formes totaux de I’échantillon agité et centrifugé ne différe presque pas de la concentration
de I’échantillon centrifugé. Une dispersion des bactéries attachées aux particules ne peut
donc pas étre conclue

Ces résultats sont comparables aux résultats de Soupir et al. (2008), qui ont démontré

qu'une agitation ne disperse pas toutes les bactéries attachées aux particules.
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FI1GURE 8.2 — Comparaison d’un traitement de centrifugation et de centrifugation et agitation.
La centrifugation est faite & 10000 G x min et I'agitation de 100 ml d’échantillon
est faite dans une bouteille de 200 ml pendant 10 min. (Code d’échantillon : EC
1809)
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8.3.2 Sonification

Il y a deux paramétres qui déterminent la puissance d’un traitement de sonification : le
temps de traitement et 'amplitude d’ondes ultrasoniques. Le déplacement ou 'amplitude
de 'unité de la sonde qui cause les ondes ultrasoniques est un paramétre de l'appareil.
Différentes valeurs de déplacement pendant une sonification de 15s sur 25 ml d’échantillon

ont été comparées. Ces essais n’influencent pas le nombre de bactéries détectées (Figure
8.3).
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FIGURE 8.3 — Concentration de coliformes totaux et E. coli aprés un traitement de sonification

a différents déplacements pendant 15s. (Code d’échantillon : EC 2209)

La dispersion de bactéries aprés une sonification avec un déplacement de 6 um est mesurée
pour différents temps de traitement dans 25ml d’échantillon. La Figure 8.4 présente ces
résultats. Le temps de traitement n’a pas une influence considérable sur la dispersion des
bactéries attachées aux particules.
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FIGURE 8.4 — Concentration de coliformes totaux aprés différents temps de traitement de soni-

fication avec un déplacement d’ondes ultrasoniques de 6 ym. (Code d’échantillon :

EP3 2209)
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8.4 Essails de croissance et de décroissance

La croissance et la décroissance d’FE. coli et des coliformes totaux on été suivies pendant
17 jours a partir d’échantillons de 200 ml gardés a 4°C et & 23°C au noir.

A 4°C et 4 23°C, E. coli et les coliformes totaux se sont multipliés de facon exponentielle
d’un facteur 10* jusqu’au jour 5 a 7 (Figures 8.5 & 8.8). A 4°C, les bactéries ne peuvent
pas se multiplier et une activation des bactéries actives mais non cultivables plutét qu’une
multiplication est supposée. En effet, Garcia-Armisen et al. (2005) ont démontré que seule-
ment 1 a 20% d’E. coli dans des eaux provenant de I’environnement sont cultivables. Moins
I’eau est polluée, plus il y a de bactéries qui sont actives mais non cultivables. L’échantillon
avec code BP 2410 a été prélevé dans le bassin aprés la premiére neige en octobre 2009.
Il est donc possible que les changements de conditions du milieu causés par la neige aient
modifié le comportement des bactéries.

La croissance et la décroissance des bactéries sont ajustées a un modeéle de croissance /
décroissance exponentielle (Equation 8.3). A partir du jour 5 & 7, la décroissance expo-
nentielle débute & un taux moyen de —0.216 jour™! pour E. coli et de —0.228 jour~! pour
les coliformes totaux. Ces taux de décroissance sont comparables & ceux rapportés dans
la littérature. Hellweger et al. (2009) rapportent que les taux de décroissance / croissance
rapportés dans la littérature se situent entre —2.7 jour™! et 0.018 jour™!. Un taux de crois-
sance exponentielle plus variable est observé pour les premiers jours; celui-ci varie entre
0.92jour ! et 4.17jour!. Peu d’articles rapportent un taux tellement élevé, ce qui soutient

I’hypothese des bactéries actives mais non cultivables.

X = Xgexp(bt) (8.3)

X : Concentration bactérienne (UFC/100ml)
t : Temps (jours)

b : Taux de croissance (jours™')
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FIGURE 8.5 — Concentration d’E. coli pendant un essai de croissance / décroissance a 4°C.
(Code d’échantillon : BP 2410)
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FI1GURE 8.6 — Concentration d’E. coli pendant un essai de croissance / décroissance a 23°C.
(Code d’échantillon : BP 2410)
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FIGURE 8.7 — Concentration de coliformes totaux pendant un essai de croissance / décroissance
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8.5 Discussion

La méthode Colyscan Easygel ne répond pas aux exigences de cette étude sur quatre

points : sa plage de mesure, son exactitude, sa résolution et sa précision.

La plage de mesure Il est essentiel de trouver la bonne dilution pour obtenir une densité
de colonies sur la boite acceptable. En pratique, les colonies sont bien identifiable s’il y en
a moins de 100 par boite. D’autre part, une densité de moins de 20 colonies par boite n’est
pas statistiquement significative (Micrologylabs, 2010). La densité préférable des colonies
par boite est donc entre 20 et 100 colonies pas boite, c¢’est-a-dire une plage d’un facteur
5. Par conséquence, la limite de quantification est de 20 UFC par boite pour un volume
maximal de 5ml d’échantillon ou de 400 UFC/100ml, soit un facteur 4 de la concentration
minimale d’E. coli attendue dans les échantillons du bassin.

La concentration attendue d’E. coli dans le bassin d’orage est de 10* & 10* UFC/100ml
avec des extrémes jusqu’a 101 UFC/100ml. 11 faut donc faire au moins trois dilutions par
échantillon pour garantir une densité de colonies dans la plage de mesure. Pour augmenter
la précision, au moins trois répétitions sont exigées sur chaque énumération, donc neuf
boites de pétri par échantillon.

Il faut considérer que le coiit ne se compose pas que du prix du matériel (9 fois 3.17 $ par
boite (Tableau A.5)), mais aussi du temps d’analyse au laboratoire. En plus, la boite et les

bouteilles ne sont pas récupérables et une grande quantité de déchets est donc produite.

L’exactitude La méthode ne permet pas de quantifier les bactéries attachées aux par-
ticules parce que chaque particule colonisée par E. coli ou par des coliformes totaux ne
donne qu’une colonie. Le nombre d’'UFC énuméré est donc une sous-estimation du nombre
réel de bactéries. Plusieurs techniques physiques et chimiques pour disperser les bacté-
ries attachées ont été testées et seulement une dispersion chimique avec ’agent de surface
Tween-85 a donné des résultats significatifs (Krometis et al., 2009; Soupir et al., 2008).
Dans ce mémoire, les essais de dispersion des techniques physiques (agitation et sonifica-
tion) n’ont pas augmenté la concentration les bactéries, ces résultats sont comparables aux
ceux de Krometis et al. (2009) et Soupir et al. (2008).

Dans les eaux provenant de l’environnement, une fraction non négligeable des bactéries
peut étre actives mais non cultivables. Selon Garcia-Armisen et al. (2005), seulement entre
1 et 20% d’E. coli sont cultivables. Des essais de croissance / décroissance en milieu de

croissance comme le Coliscan Easygel ne distinguent pas la croissance de l'activation des
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bactéries actives mais non cultivables. Une mesure objective des taux de croissance ou

décroissance n’est donc pas possible avec cette méthode.

La résolution et la précision En question de la modélisation de la répartition d’E. coli
entre 'eau et les particules et comme la fraction d’FE. coli attachées aux particules se situe
entre 20 et 50% (Chapitre 2), il faut une méthode de haute résolution pour distinguer ces
bactéries de celles en suspension. Une méthode qui est capable de distinguée une différence
de concentrations d’E. coli d’au moins 20% en faisant trois répétitions est visée. La préci-
sion d’une énumération en milieu de croissance, exprimée comme l’écart-type géométrique,
est souvent trop faible. L’écart-type géométrique d’une énumération significative, c¢’est-a-
dire lorsqu’il y a plus de 20 colonies par boite, est de 0.01 & 0.12 pour les coliformes totaux
et diminue avec la densité des colonies sur le pétri (Figure 8.9).

Le test t permet de calculer I'écart-type géométrique maximal acceptable pour distinguer
20% de bactéries en faisant trois répétitions. Un test unidirectionnel est utilisé. Selon
I’hypothése nulle, la concentration moyenne des deux mesures est égale. L’hypothése al-
ternative dit que la concentration moyenne mesurée avec une méthode qui compte toutes
les bactéries (log pg1) est plus grande que la concentration mesurée avec une méthode qui
ne compte que les bactéries en suspension (log fi,2), par exemple aprés une centrifugation
(Equation 8.4). La valeur de t doit étre supérieure & a2 (n—1) afin de rejeter I'hypothese
nulle, ce qui équivaut a un écart-type géométrique maximal de 0.0428 en supposant 1’écart-
type géométrique des deux mesures log X, et log X9 égales (Equations 8.5 a 8.7). En
effet, avec un tel écart-type géométrique, une différence de la concentration des bactéries de
20% sera mesurable en faisant trois répétitions. Seulement la moitié des mesures présentées

dans la Figure 8.9 avait une écart-type géométrique inférieure a 0.0428.

Hy : logpg = log pige (8.4)
Hy = log pgt > log pge

o8



Chapitre 8. La méthode d’énumeration en milieu de croissance

;= lOg Xgl — lgg ng (85)
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t= = et Xpp = (1- f)Xpn (8.6)
2.5
n
H; t> ta;g (n—1) = 2.776
—log(1 —
g, < o9 =1) _ ¢ u0g (8.7)

X, : moyenne géométrique de I’échantillon

Sy écart-type géométrique de 1’échantillon (Equation 5.3)
n : taille de 1’échantillon (3)

f : fraction des bactéries attachées aux particules (20%)
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FIGURE 8.9 — L’écart-type géométrique de trois répétitions selon la densité de colonies sur le

pétri de deux échantillons.
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8.6 Conclusion

La concentration d’E. coli mesurée pendant 1’été 2008 et 2009 dans le bassin d’orage variait

entre 102 et 10* UFC/100ml, ces valeurs se trouvent dans la plage des valeurs trouvées dans

la littérature. La campagne d’échantillonnage a établi plusieurs problémes de la méthode

Coliscan Easygel d’énumération d’E. colt en milieu de croissance :

Des problémes pour trouver la dilution nécessaire d’un échantillon qui méne & une densité
de colonies par boite entre 20 et 100 colonies.

Des incertitudes causées par les bactéries actives mais non cultivables.

Cette méthode sous-estime la concentration des bactéries attachées aux particules. Une
technique de dispersion qui détache les bactéries attachées aux particules est donc né-
cessaire afin de pouvoir énumérer la concentration totale d’E. coli. Deux techniques
physiques (agitation et sonification) ont été testées, mais n’étaient pas efficaces.

La qualité des données d’énumération d’FE. coli a partir de la méthode Coliscan Easygel
est insuffisamment en question de la modélisation de la répartition d’E. coli entre ’eau et
les particules. La précision nécessaire, afin de distinguer une différence des concentrations
d’E. coli de 20%, est souvent trop basse causée par une écart-type géométrique des

énumération souvent trop grande.

Une autre méthode de quantification d’E. coli est nécessaire pour pouvoir satisfaire aux

exigences reliées a la modélisation de cette étude.
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Chapitre 9

La méthode de mesure de 'activité

enzymatique d’FE. colz

Le développement de la méthode de mesure de I'activité enzymatique d’E. coli comporte
trois étapes : (a) la vérification de la qualité des mesures de fluorescence de MU, (b) des
essais de mesure de 'activité enzymatique a partir d‘échantillons avec une concentration
d’E. coli connue et (c) des essais de mesure de 'activité enzymatique a partir des échan-

tillons du bassin d’orage. Le deux premiéres étapes ont été réalisées dans cette étude.

9.1 La qualité des mesures de fluorescence

9.1.1 Les normes de qualité

L’Organisation internationale de normalisation (ISO) établit des normes pour la qualité
des mesures. Pour les deux spectrofluorometres utilisés, trois normes de la mesure de MU
sont vérifiées : (a) la limite de quantification (LDQ), (b) la reproductibilité de jour en jour
et (c) la linéarité. La LD(Q d’une mesure correspond a dix fois I’écart-type de six répétitions
effectuées a une concentration 5% du domaine de mesure (ISO15839, 2003). La reproducti-
bilité de jour en jour correspond & I’écart-type de six mesures effectuées sur six jours a des
concentrations correspondant a 35% et a4 65% du domaine de mesure (ISO15839, 2003). La
linéarité est évaluée a I'aide d'un test statistique d’hypothése (Dochain & Vanrolleghem,
2001) qui évalue si un modéle quadratique j décrit les données de meilleure fagon qu’'un

modeéle linéaire . Le F-test unidirectionnel est utilisé. La valeur de f :

(SSR; — SSR;)/(pj — pi)
SSR;/(N — pj)

f= (0.1)
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est comparée avec la distribution F,, ;. v—p, afin de décider si le modele plus complexe j
différe significativement du modele i. SSR correspond & la somme des erreurs carré entre
la concentration de MU mesurée y; et modélisée g, pondérées avec 1’écart-type oy, de trois
répétitions (il a été postulé que 'écart-type augmente linéairement avec la concentration
de MU mesurée) :

ssR= 3" (% g’“)Q 9.2)

K Tk
p correspond au nombre des parameétres du modele (p;=3 et p;=2) et N au nombre de

données.

9.1.2 La plage de la concentration de MU anticipée

L’'Equation 9.4 décrit la relation linéaire en échelle log-log entre la concentration d’E. coli
et lactivité enzymatique (AE) (George et al., 2000). Cette équation permet d’estimer les
concentrations de MU anticipées (Section 3.3). La Figure 9.1 présente la concentration
de MU anticipée calculée a partir des Equations 9.3 et 9.4 aprés 5 et 25 minutes selon le
nombre d’E. coli sur le filtre. Comme la concentration d’E. coli anticipée dans le bassin est
entre 102 et 10* UFC/100 ml et qu’environ 100 ml d’échantillon sera filtré, la concentration
de MU anticipée se trouve entre 1072 et 107 mol MU/1. La concentration de MU sera

mesurée dans une solution avec un volume de 20 ml.

(AE x 100 ml filtré) x ¢
20 ml
log(AE) = 0.731 x log(E. coli par 100 ml) — 0.663 (9.4)

MU(t) = (9.3)

t : le temps (min)
MU : la concentration de MU (pmol MU/1)
AE : T'activité enzymatique de GLUase (pmol MU min~! (100ml)~!)

9.1.3 Les essais de qualité de la mesure de fluorescence

Plusieurs essais ont été effectués avec des concentrations de MU entre 1076 et 1071° mol MU/1.
A partir de la solution de base de MU, soit de 102 mol MU/1 en méthanol, les dilutions
nécessaires sont effectuées dans un tampon de phosphate (12.5g/1 KH,PO,) a pH 10.7.

Trois séries de dilutions ont été mesurées :
1. une série A avec une concentration de MU entre 107% et 107 mol/1

2. une série B avec une concentration de MU entre 1077 et 107 mol/1
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3. une série C avec une concentration de MU entre 107 et 107'% mol/1

Pour chaque série, les dilutions de 100, 95, 80, 65, 50, 35, 20, 5, 2, 1 et 0% ont été mesurées
avec le spectrofluoromeétre a filtre et avec le spectrophotométre a fluorescence. La mesure

de chaque dilution est répétée trois fois.

9.1.3.1 Le spectrofluorométre a filtre

La réponse du spectrofluorométre a filtre est linéaire pour la série B, mais non pour la série
A (Tableau A.6 et Figures B.1 a B.6 ). La série B a une LDQ d’environ 10~® mol MU/1 et
la réponse du spectrofluorométre est linéaire. La série A n’est pas linéaires et ’écart-type

des mesures de la série C est trop grand (Les Figures B.5 et B.6).

9.1.3.2 Le spectrophotomeétre de fluorescence

La réponse du spectrophotométre de fluorescence est significativement linéaire pour les
séries A et B et a une LDQ plus basse que celle du spectrofluorométre a filtre. Le Tableau
A.7 présente les résultats de la LDQ et les valeurs de f pour le test de linéarité. La série
C n’était pas significativement linéaire mais a été acceptée vu les erreurs relatives trés
basses (Figure B.12). Les trois séries ont une LDQ entre 2.0 1079 et 5.6 1072 mol MU/I1. Les
Figures B.7 a B.12 présentent la réponse du spectrophotométre, 1’écart-type de trois répé-
titions et la concentration modélisée selon la concentration de MU mesurée. L’écart-type
des mesures augmentait avec la concentration de MU mesurée ce qui confirme I'hypothése
qui a été faite pour le test de linéarité (Equation 9.1).

Le spectrophotomeétre de fluorescence répond aux exigences de la mesure de 'activité en-
zymatique, soit (a) une plage de linéarité suffisamment grande et (b) une LDQ de la série
C correspondant a la concentration minimale de MU anticipée. Les séries A et C couvrent
toute la plage d’intérét, c’est-a-dire entre 107 & 10~ mol MU/1 (Figure 9.1). Le coefficient
de variation de six mesures sur six jours a des concentrations correspondant a 35 et 65%
du domaine de mesure, soit la reproductibilité de jour en jour, est de 1.30 & 4.63%. Les

séries A et C ont été utilisées comme courbes d’étalonnage.
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Tableau 9.1 — La reproductibilité de jour en jour, exprimée comme 'écart type (N=6) de six
mesures sur six jours différents & des concentrations correspondant a 35% et a

65% du domaine de mesure.

Série de dilution Concentration de MU Moyenne Ecart type CV

(mol MU/1) (mol MU/1)  (mol MU/1)
A 100% (1.04E-6)
35% (3.66E-6) 3.84E-07 1.78E-08 4.63%
65% (6.79E-6) 6.94E-07 2.12E-08 3.05%
B 100% (1.04E-7)
35% (3.66E-7) 3.72E-08  S8.19E-10  2.20%
65% (6.79E-7) 6.83E-08 1.57E-09 2.29%
C 100% (1.04E-8)
35% (3.66E-8) 3.74E-09 4.86E-11 1.30%
65% (6.79E-8) 6.98E-09 1.74E-10 2.49%
S-t5' T t25' U7 (série A) 100216 ~~~ (série B) 100218 — ‘(série C) 100302
1E+04
1E+03

1E+02

1E+01

MU (nmol/1)

1E+00

1E-01
1E-+00 1E+01 1E+02 1E+03 1E+04 1E+05 1E+06 1E+-07

UFC

FIGURE 9.1 — La concentration de MU anticipée aprés 5 et 25 minutes selon le nombre d’E. coli.
Les plages de réponse linéaire des séries A, B et C sont présentées. Les séries A
et C couvrent toute la plage d’intérét (102 a 10* UFC/filtre).

64



Chapitre 9. La méthode de mesure de 'activité enzymatique d’E. coli

9.2 Les essais de la mesure de Dactivité enzymatique
d’E. colr

Les essais de la mesure de I'activité enzymatique ont été effectués a partir d’un échantillon
de I'affluent d’un décanteur primaire d’une usine de traitement d’eau usée. L’échantillon a
une concentration d’E. coli de 1.1210° UFC/100ml (n=6, o,= 0.0997).

9.2.1 Incubation sans filtre

D’abord, quatre essais sans filtration ont été effectués a partir de 1 ml d’échantillon. Ces
essais ont pour but de limiter les erreurs pouvant étre entrainées par I'utilisation du filtre.
La Figure 9.2 montre que l'augmentation de la concentration de MU est linéaire pendant
ces essais. L’activité enzymatique est de 65nmol MU/min/100ml avec un coefficient de
variation de 20% (Tableau 9.2). Il est postulé que la concentration d’E. coli est constante
pendant ’essai afin de pouvoir calculer I'activité enzymatique.

L’estimation des deux paramétres (AE et MUj) est effectuée en appliquant la méthode des
moindres carrés pondérées avec la concentration mesurée, c’est-a-dire, la minimisation de

la fonction objective J de ’'Equation 9.5 :

Jzz<yi—iﬂi

=1 Yy

)2 (9.5)

ou y; est la concentration de MU mesurée et g; est la concentration de MU modélisée. Il a
été confirmé que ’écart-type d’une mesure de la concentration de MU augmente de fagon
linéaire avec la concentration mesurée, ce qui autorise la pondération avec la concentration
mesurée (Section 9.1). La minimisation de la fonction objective J a été effectuée avec le

solver du logiciel Excel.
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FIGURE 9.2 — Concentration de MU mesurée et modélisée d’une incubation sans filtration (Code
100310A).

Tableau 9.2 — Activité enzymatique (AE) et concentration initiale (MUp) estimées dans les

quatre essais sans filtre. La valeur minimale J,,; de la fonction objective J est

présentée.

Code AE MU, Jopt
(nmol MU /min/100ml) (nmol MU/I)

100310A 7 61 0.021
100310B 58 43 0.0486
100310C 75 102 0.0294
100324 A 51 154 0.1725
Moyenne 65
Ecart-type 13
Coefficient de variation 20%

9.2.2 Incubation avec filtre selon le protocole A

Un essai avec filtration peut entrainer des erreurs liées a la présence du filtre. Les bactéries
peuvent se détacher du filtre pendant un essai. Trois situations peuvent étre distinguées :
(a) toutes les bactéries restent attachées au filtre, (b) toutes les bactéries se détachent
pendant les cinq premiéres minutes ou (c) seulement une partie des bactéries se détache du
filtre. Un modéle de détachement a été développé afin de mieux comprendre le détachement.

La Figure 9.3 présente 1’évolution discontinue du volume de la solution dans l’erlenmeyer
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entre I'étape 7 et 1+ 1. Les conditions avant le prélévement d’une aliquote recoivent I'indice

© et celles apreés le prélévement recoivent I'indice @,

Aliquote i
Aliquote i+1
> i+1
1
A —
i+17
Temps

FIGURE 9.3 — Evolution discontinue du volume de la solution dans 'erlenmeyer entre étape i et

i+ 1.

Les Equations 9.6 4 9.9 décrivent la concentration des bactéries dans 1’erlenmeyer pendant

un essai lorsque un aliquote de 3ml est prélevée au cinq minutes. Dans 'erlenmeyer, le

nombre de bactéries totales Bt est toujours égale a la somme du nombre de bactéries sur

le filtre Bf et du nombre de bactéries en suspension Bs :

(9.6)

La concentration de bactéries totales avant le prélévement d’une aliquote (indice ©) pour

I’étape i+1 :
Bf, = Bf¥ x (1 - FD)™

Bs$,, = BsY + BfY x FD*

BfS, + Bs%,

i+1 i+1
C<Bti6+1) = +Ve .
i+1

9.7)
(9.8)

(9.9)

La concentration de bactéries totales apres le prélévement d’une aliquote (indice ) pour

I’étape i+1 :
Viil = V;Jerl — AV

® @
B Bsiiy

C(Bt5,) = —£ +
Z Vih o Vit
VQ
+1
Bsjy, = Bsiy, VZ_@
it1
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t : temps (min)

At : intervalle de temps entre le prélevement des aliquotes (5 min)

1 : 'étape de l'essai, ¢ augmente d’une unité aprés chaque prélévement

V' : le volume de solution dans l’erlenmeyer (1)

AV : le volume de l'aliquote prélevée au cinq minutes (3 ml)

Bt, Bf et Bs : le nombre d’E. coli total, attaché au filtre et en suspension (UFC)
C(Bt) : la concentration totale d’E. coli dans Ierlenmeyer (UFC/100ml)

FD : la fraction d’E. coli détachée du filtre par minute (min—!)

Le premier cas (a), ou toutes les bactéries restent attachées aux filtre, entraine un nombre
de bactéries totales Bt contant dans ’erlenmeyer et donc la concentration totale des bacté-
ries C'(Bt) augmente lorsque le volume diminue aprés chaque prélévement d’une aliquote.
Le deuxiéme cas (b), ou toutes les bactéries sont dissoutes dans la solution, entraine une
concentration constante des bactéries. La Figure 9.4 présente une simulation (Equations
9.6 4 9.12) de la concentration d’E. coli relative a la concentration initiale selon la fraction
de bactéries détachées par minute (FD). La concentration totale d'E. coli dans 'erlen-
meyer augmente de 20% au maximal si la fraction détachée par minute est supérieure a
0.2min"". Si la fraction détachée par minute est inférieure a 0.01 min~!, le nombre de bac-
téries reste plus ou moins constant pendant I’essai et la concentration augmente lorsque les
aliquotes sont prélevées. Si la fraction détachée par minute se situe entre 0.01 et 0.2min™!,

la concentration d’F. coli dépend plus de la valeur de FD.
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FIGURE 9.4 — Concentration anticipée relative a la concentration initiale pendant les cing étapes

d’un essai selon la fraction détachée par minute (FD).

Quatre essais, selon le protocole A (Chapitre 6), sont effectués a partir de 1 ml d’échantillon
filtré. Pendant ces essais, la production de MU n’est pas constante, mais augmente avec la
concentration d’E. coli (Figure 9.5). De plus, les erreurs de mesure de la concentration de
MU sont plus grandes que pendant les essais sans filtration. Ces erreurs peuvent étre dii a
des limitations de diffusion de MUGIu et de MU dans le filtre. Un mélange standardisée
pourrait éliminer ces limitations de diffusion. Le Tableau 9.3 présente ’activité enzymatique
(AE), la fraction détachée par minute (FD) et la concentration initiale de MU (MUy)
estimées a 1'aide des Equations 9.13 et 9.14.

C(MUZ,) = C(MUF) + ae x C(Bt7) x At (9.13)

C(MU) : la concentration de MU dans Ierlenmeyer (pmol/1)

ae : lactivité enzymatique par E. coli (pmol MU /min/E. coli )

L’estimation de ces trois paramétres est effectuée en appliquant la méthode des moindres

carrés pondérées, c’est-a-dire, la minimisation de la fonction objective J de I’'Equation

9.14 .
J:Z<yifgi)2 (9.14)

i=1 Yi

69



Chapitre 9. La méthode de mesure de 'activité enzymatique d’E. coli

ol y; est la concentration de MU mesurée et ¢; est la concentration de MU modélisée. Il a
été confirmé que ’écart-type d’'une mesure de la concentration de MU augmente de fagon
linéaire avec la concentration mesurée, ce qui autorise la pondération avec la concentration
mesurée (Section 9.1). La minimisation de la fonction objective J a été effectuée avec le
solver du logiciel Excel.

Il peut étre observé que l'activité enzymatique des essais avec filtration est plus basse que
lactivité enzymatique sans filtration pour le méme échantillon en comparant les valeurs
des Tableaux 9.2 et 9.3. Il se peut qu’il y ait des enzymes glucuronidases extracellulaires qui
ne soient pas retenues par le filtre (Communication personnelle, Julien Passerat, Université
Libre de Bruxelles).

800

700
600

MU (nmol/1)
[T - 1 |
[ — I — ]
— I —
n

200
100

0 5 10 15 20 25 30
Temps (min)

FIGURE 9.5 — Concentration de MU modélisée et mesurée selon le protocole A d’une incubation
avec filtration (Code 100310E).
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Tableau 9.3 — Activité enzymatique (AE), fraction détachée par minute (FD) et concentration
initiale (MUp) estimées dans les quatre essais selon le protocole A. La valeur

minimale J,,; de la fonction objective J est présentée.

Code AE FD MU, ot
(nmol MU /min/100ml) (min~!) (nmol MU/1)

100310D 44 0.81 56 0.203
100310E 32 0.03 38 0.118
100310F 25 0 42 0.174
100324B 37 0.04 50 0.335
Moyenne 34 0.21

Ecart-type 8 0.39

Coefficient de

variation 23% 179%

La Figure 9.6 présente la fonction objective J selon AE et FD dans une graphique de
contour, la valeur de J,, et le contour de confiance a 95% des paramétres estimées sont
indiqués. L’intervalle de confiance & 95% des paramétres estimées (FC, AE et MUy) cor-
respond aux valeurs des paramétres lorsque la valeur de J est inférieure a la valeur de J,,.;
de 'Equation 9.15 (Dochain & Vanrolleghem, 2001) :

LFa;p;Ndam—p> (9-15)

Jcrit = Jopt X (1 +
data — P

Jopt : la valeur minimale de la fonction objective J

p : le nombre de paramétres a optimiser (3)

Nyata : le nombre de données (6)

Fop:Nyura—p © la valeur de la distribution I avec p et Ngqt, — p degrés de liberté a un seuil

de confiance de o« = 0.05.

L’activité enzymatique et la fraction détachée par minute ne sont pas corrélées lorsque la
valeur de FD est plus grande que 0.2min~! (Figure 9.6(a)). Cependant, une corrélation
plus grande a été observée lorsque la fraction détachée par minute est inférieure 4 0.2 min=!
(Figure 9.6(b)), c’est-a-dire qu’une augmentation de FD peut étre compensée par une aug-
mentation d’AE. Il y a donc un probléme d’identifiabilité qui peut entrainer une estimation

moins précise de 'activité enzymatique.
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FIGURE 9.6 — Graphique de contour de la fonction objective J d’essais selon le protocole A selon

I’activité enzymatique et la fraction détachée par minute.

9.2.3 Incubation avec filtre selon le protocole B

Un concept d’expérience a été développé (protocole B, Chapitre 6) qui permet de briser
la corrélation entre FD et AE et donc d’estimer I'activité enzymatique et la fraction déta-
chée par minute avec une meilleure précision. La Figure 9.7 illustre les différentes étapes
du concept d’expérience. Premiérement, 1 ml d’échantillon est filtré et ce filtre est ajouté
a 34ml de tampon de phosphate dans un erlenmeyer. Le détachement des bactéries du
filtre commence. Aprés 10 min, 17ml du surnageant est prélevé, versé dans un deuxiéme
erlenmeyer et 3ml de la solution de MUGIu est ajoutée aux deux erlenmeyers. Le premier
erlenmeyer contient le filtre avec les bactéries non-détachées et la moitié des bactéries dé-
tachées du filtre tandis que le deuxiéme erlenmeyer contient I’autre moitié des bactéries
détachées du filtre. Pendant I’essai, la concentration d’E. coli dans I’erlenmeyer sans filtre
est constante puisque toutes les bactéries sont dissoutes. La concentration d’E. coli dans
I'erlenmeyer avec filtre augmente selon le modéle de détachement (Equations 9.6 a 9.12).
La Figure 9.8 montre que l'activité enzymatique était constante pendant un essai sans

filtration et augmentait pendant un essai avec filtration.
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. 10 min 3 ml
[ AT\ MUGIu
A— )
34 ml 34 ml f o\
! Cz:i
17 ml

FI1GURE 9.7 — Illustration des étapes du concept d’expérience.

Le protocole B décrit donc deux expériences sous des conditions différentes qui, combinées,
meéneront & 'estimation d’un seul jeu de paramétres : AE, FD et MU,. L’estimation des
paramétres avec plusieurs jeux de données est appelée estimation multi-réponse (De heyder
et al., 1994; Dochain & Vanrolleghem, 2001) et est une technique avantageuse lorsqu’il y
a un probléme d’identifiabilité, soit la corrélation des parameétres trop importante. L’esti-
mation des trois parameétres est effectuée en appliquant la méthode des moindres carrés

pondérés, c’est-a-dire, la minimisation de la fonction objective J de 'Equation 9.16 :

52

j=1 i=1

ou y;; est la concentration de MU mesurée et g;; est la concentration de MU modélisée

avec ¢ l'indice de 'aliquote et j 'indice de I’erlenmeyer.
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FIGURE 9.8 — Concentration de MU modélisée et mesurée selon le protocole B (Code 100331CD).

Le Tabeau 9.4 présente les résultats des trois parameétres optimisés pour les cing es-
sais de décorrélation. La fraction détachée par minute est de 0.021 min~! en moyenne
et son coefficient de variation est de 59%. L’activité enzymatique était en moyenne de
21 nmol MU /min/100ml avec un coefficient de variation de 29%. La précision de l'estima-
tion de l'activité enzymatique n’a donc pas été améliorée comparé a la précision d'une
incubation selon le protocole A. Cependant, I'estimation de FD était plus précise puisque
le coefficient de variation a passé de 179% a 59% (Tableaux 9.3 et 9.4).

La Figure 9.9 présente un graphique de contour de la fonction objective J selon AE et
FD. La surface du contour de J..; (Equation 9.15, Ny,—12 et p=3) de ces essais de
décorrélation est réduite comparativement a la surface du contour de J..;; de ’essai selon
le protocole A. La réduction de cette surface est en partie due au plus grand nombre de
données par parametre. Un essais de décorrélation selon le protocole B donne 12 points de
données pour 'estimation de 3 parameétres tandis que un essai selon le protocole A donne
seulement 6 points de données pour l'estimation des mémes trois paramétres. De plus,
la forme des contours moins étendue ou plus circulaire permet de conclure que les deux
paramétres (AE et FD) ont été décorrélés grace au concept d’expérience et donc qu’ils

peuvent étre estimés de maniére plus indépendante.
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Tableau 9.4 — Activité enzymatique (AE), fraction détachée par minute (FD) et concentration
initiale (MUp) estimés dans les cing essais de décorrélation (protocole B). La
valeur minimale de la fonction objective J,p; est présentée (Minimisation de la

fonction objective J effectuée avec le solver) du logiciel Excel.

Code AE FD MU, Jopt
(nmol MU /min/100ml) (min~') (nmol MU)/1

100331AB 32 0.030 44 0.275
100331CD 21 0.021 105 0.070
100331HI 16 0 88 0.335
100324CD 21 0.031 33 0.622
100324EF 18 0.023 39 0.264
Moyenne 21 0.021
Ecart-type 6 0.012
Coefficient de
variation 29% 59%
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FIGURE 9.9 — Graphique de contour d’un essai de décorrélation (protocole B) de la fonction

objective J selon 'activité enzymatique et la fraction détachée par minute.
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9.2.4 Mesure de 'activité enzymatique d’une série de dilution

L’activité enzymatique d’une série de dilution a partir de ’échantillon de 'usine de traite-
ment d’eau usée a été effectué selon le protocole A afin de vérifier la méthode. L’activité
enzymatique par F. coli (ae) doit étre identique pour ces différentes dilutions d’un échan-

tillon, c’est-a-dire, le coefficient a de 'Equation 9.17 doit étre égale a 1.

log(AE) = a x log(E. coli/100ml) + b (9.17)

Pour ces essais, la fraction détachée par minute (FD) a été fixée a 0.021 min~!

, ce qui
est le résultat de 'estimation des parameétres des essais de décorrélation. Le Tableau 9.5
présente 'activité enzymatique (AE) et la concentration de MU initiale (MUg) réestimée
des essais du Tableau 9.3 (facteur de dilution = 1) et celle d'une série de dilution (facteur de
dilution = 2, 3.33 et 10) en considérant la fraction détachée par minute égale a 0.021 min—*
(Tableau 9.4). AE et MUg sont estimés en appliquant la méthode des moindres carrés
pondérés (Equation 9.14). Le coefficient de variation de I'activité enzymatique des quatre
répétitions de dilution 1 a été réduite a 11% lorsque FD est fixée & 0.021 min~!, comparé
au coefficient de variation de 20% lorsque FD était un paramétre a estimer (Tableau 9.3).
Il faut remarquer que FD est un paramétres sensible, c’est-a-dire que la concentration
d’E. coli dans l'erlenmeyer varie beaucoup si FD se trouve entre 0.01 et 0.2min~!. FD a
été estimée a 0.021 min~! avec un coefficient de variation de 59% (Tableau 9.4), ce qui est

dans la plage sensible du paramétre.
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Tableau 9.5 — Activité enzymatique (AE) et concentration initiale de MU (MUp) estimées d’une
série de dilution mesurée selon le protocole A. La valeur minimale de la fonction
objective Jp; est présentée. La fraction de détachement par minute (FD) a été

fixée & 0.021 min—1!.

Code Dilution E. coli AE MU, Jopt
log UFC/100ml (nmol MU /min/100ml) (nmol MU/1)

100310D 1 5.06 28 56 0.376
100310E 1 5.06 30 38 0.120
100310F 1 5.06 27 42 0.229
100324B 1 5.06 34 50 0.339
Moyenne 30

Ecart-type 3.3

Coefficient de variation 11%

100310G 2 4.75 7.9 30 1.290
100310H 3.33 4.55 8.7 39 0.126
1003101 10 4.06 2.26 40 0.224

La Figure 9.10 présente 1’activité enzymatique selon la concentration d’E. coliv de la série
de dilution dans une échelle log-log. La pente (coefficient a de I'Equation 3.1) est de 1.11
ce qui est relativement proche de 1, c’est-a-dire que 'activité enzymatique par E. coli (ae)
était relativement constante pour différentes dilutions.
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FIGURE 9.10 — Régression linéaire pour une échelle log-log entre ’'activité enzymatique et la

concentration d’F. colt pour une série de dilution d’un échantillon.

9.3 Discussion

La méthode de la mesure de I'activité enzymatique a démontré des avantages par rapport
a la méthode d’énumération en milieu de croissance. Les améliorations sont considérables
pour la plage de mesure et I'exactitude. Le cotit de cette méthode est de 6.00$ par essai dont
5.73% pour les huit filtres : les deux filtres pour filtrer I’échantillon et les six filtres pour filtrer
les 6 aliquotes pendant 'essai (Tableau A.5). Le coiit de la mesure de l'activité enzymatique
est donc le double du cott de la méthode d’énumération en milieu de croissance, soit 3.17$
par boite de pétri. Cependant, pour obtenir une densité de colonies acceptable sur la
boite, il faut souvent mesurer trois dilutions, ce qui fait 3.17$ fois trois dilutions fois trois
répétitions ou donc 28.53%. Pour une mesure de l'activité enzymatique, il suffit d’effectuer
trois répétitions d’une mesure, ce qui fait 18.00$. Le temps d’analyse d'un essai est d’environ
30 minutes mais il faut ajouter le temps pour effectuer la filtration (£ 2 minutes) plus te
temps pour mesurer la fluorescence (£ 1 minute par aliquote). Deux a trois essais peuvent

étre effectués a la fois.

La plage de mesure La mesure de l'activité enzymatique peut étre réalisée dans la plage

de mesure relativement indépendant de la concentration d’E. coli d’un échantillon. Pour
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cette étude, la plage d’intérét de la concentration d’E. coli est de 102 a 10* UFC/100ml.
La concentration de MU anticipée varie entre 1072 & 107 mol MU/1 et deux courbes d’éta-
lonnage de la mesure de fluorescence couvrent ’ensemble de cette plage. Pour mesurer
des concentrations d’F. coli plus élevée, il suffit de calibrer le spectrofluoromeétre pour des
concentrations de MU plus élevée. La limite de détection du spectroflourométre correspond
a une concentration de MU de 2.0 107 mol/l, c’est-a-dire 10> UFC d’E. coli sur le filtre
ou une concentration d'E. coli de 10> UFC/100ml en filtrant 100 ml d’échantillon. Une fil-
tration d’une plus grande volume permettra de mesurer des concentrations d’E. coliv plus

basses.

L’exactitude Cette méthode ne sous-estime pas la concentration des bactéries lorsqu’une
fraction est attachées aux particules. Une centrifugation permet de séparer les particules
avec les bactéries attachées et donc de mesurer la concentration des bactéries en suspension.
De plus, la mesure de 'activité enzymatique quantifie toutes les bactéries, donc aussi les

bactéries actives mais non cultivables.

La résolution et la précision Compte tenu de la modélisation de la répartition d’E. cols
entre l'eau et les particules et comme la fraction d’E. coli attachés aux particules se situe
entre 20 et 50% (Chapitre 2), il faut une méthode de haute résolution pour distinguer ces
bactéries de celles en suspension. Une méthode qui est capable de distinguée une différence
de concentrations d’FE. coli d’au moins 20% en faisant trois répétitions était visée. La préci-
sion d’une énumération en milieu de croissance, exprimée comme 1’écart-type géométrique,
était souvent trop faible (Section 8.5).

La distribution de l'erreur d’une mesure de fluorescence peut étre considérée normale (Ea-
ton et al., 2005). La tendance centrale est donc la moyenne arithmétique. Le test ¢ unidirec-
tionnel permet de calculer I’écart-type arithmétique maximal acceptable afin de distinguer
20% de bactéries en trois répétitions. Selon I’hypothése nulle, la concentration moyenne des
deux mesures est égale. Selon I’hypothése alternative, la concentration moyenne mesurée
avec une méthode qui compte toutes les bactéries (j41) est plus grande que la concentra-
tion mesurée avec une méthode qui ne compte que les bactéries en suspension (p42), par
exemple aprés une centrifugation (Equation 9.18). La valeur de ¢ doit étre supérieure a
ta:2 (n—1) afin de rejeter 'hypotheése nulle, ce qui équivaut & un coefficient de variation (CV)
maximal de 8.82% en supposant 1’écart-type des deux moyennes X, et X,o identiques
(Equations 9.19 & 9.21).
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HO © a1l = Ha2 (918)
Hy @ a1 > a2

Xal - XaQ v s
= 2—52 et Xag = (]. — f) X Xal (919)
n
H = t> ta;g (n—1) = 2.776 (920)
Sa
v = Do S g (9.21)

Xal 2
E Zfo¢;2 (n—1)

X, : moyenne arithmétique de 1’échantillon

S, 1 écart-type arithmétique de I’échantillon

n : taille de I’échantillon (3)

f : fraction des bactéries attachées aux particules (20%)

CV : coefficient de variation
Le coefficient de variation des essais effectués était de 20% (Tableau 9.2) pour une incuba-
tion sans filtre et de 23, 29 et 11% pour différents essais avec filtre (Tableaux 9.3, 9.4 et 9.5).
Les coefficients de variation obtenus des essais effectués étaient donc trop élevés. Plusieurs

nouveaux essais devront confirmer la précision d’une mesure de 'activité enzymatique.

9.4 Conclusion

La méthode de la mesure de 'activité enzymatique d’E. coli a été développée. Cette mé-

thode répond a plusieurs problémes d’une énumération en milieu de croissance :

e La plage de mesure est suffisamment grande pour mesurer les concentrations d’E. coli
attendue dans le bassin d’orage et peut facilement étre élargie pour des concentrations
d’E. coli plus élevées.

e Elle donne une estimation de la concentration d’E. coli plus exacte, c’est-a-dire, elle ne
sous-estime pas la concentration lorsqu’il y a des bactéries attachées aux particules ou
des bactéries actives mais non cultivables.

e Une technique pour disperser les bactéries attachées aux particules n’est donc plus né-

cessaire.
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Le cotit de la mesure de 'activité en moins élevé que le cotit d’une énumération en boite
de pétri en tenant compte des plusieurs dilutions qui doivent étre essayer afin d’obtenir

une densité de colonies acceptable sur la boite de pétri.

Cependant, une précision plus élevée, afin de pouvoir distinguer une différence de 20% de

la concentration d’FE. coli, n’as pas été obtenue.

9.5 Perspectives

La méthode de la mesure de 'activité enzymatique est préte pour étre tester sur des échan-

tillons environnementaux du bassin d’orage. Cependant, quelques considérations devraient

étre vérifiées :

La mesure de l'activité enzymatique d’'un échantillon aprés une centrifugation, ce qui
décante les bactéries attachées aux particules, permettra de mesurer la concentration
d’E. coli en suspension. La différence entre cette concentration et la concentration to-
tale d’E. coli est la concentration d’E. coli attaché aux particules. Une centrifugation
de grandes volumes (£ 100ml) est nécessaire pour étre compatible avec la mesure de
I'activité enzymatique.

Confirmation de l'effet d’une série de dilution d’'un échantillon. La mesure de I'activité
enzymatique d’une série de dilution devrait donner une activité enzymatique par E. coli
constante pour chaque dilution. Cette considération est importante et renforcera la fia-
bilité de la méthode. Quelques essais ont déja été effectués (Section 9.2.4), mais doivent
encore étre confirmés.

L’effet de la concentration en MeS sur le détachement des bactéries du filtre. Les essais
effectués dans cette étude proviennent d’un échantillon de I'afluent d’un décanteur pri-
maire d’une usine de traitement d’eau usée dont la concentration d’FE. coli est plus élevée
que la concentration anticipée dans le bassin d’orage. Ces essais ont donc été effectués
avec des petits volumes de sorte que le nombre de bactéries sur le filtre soit dans la plage
anticipée mais la charge en MeS était relativement basse. Les concentrations d’E. coli
dans le bassin d’orage sont moins élevées et des plus grands volumes seront filtrés de
sorte qu’il y aura plus de MeS sur le filtre.

Pendant une campagne d’échantillonnage, la fraction détachée par minute d’FE. coli pour-
rait étre estimée une fois a ’aide du protocole B (Chapitre 6). Cette valeur estimée pour-

rait étre utilisée pour estimer 'activité enzymatique d’E. coli de plusieurs échantillons.
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De plus, quelques améliorations possibles devraient étre évaluées :

Les filtres forment une partie importante du cotit de la mesure de ’activité enzymatique.
Il faudrait évaluer les filtres utilisés pour vérifier si une réduction du coftit serait possible.
Pour écourter le temps d’analyse, le spectrophotométre de fluorescence (Cary Eclipse
Fluorescence spectrophotometer, Varian) peut étre équipé d'un lecteur pour micro-
plaques ce qui permettrait de mesurer la fluorescence de 96 aliquotes en 50 secondes
(Varian, 2010).

Un filtre & pores de 0.2 um pourrait étre utilisé afin de minimiser les pertes d’enzymes
extracellulaires. Aussi les caractéristiques (comme I’hydrophobicité) du matériel du filtre
pourraient étre optimisées afin de mieux retenir les enzymes.

Un mélange standardisée du contenu de l’erlenmeyer pourrait limiter les erreurs de me-
sure de la concentration de MU causée par la diffusion limitée du substrat et du produit
de décomposition dans le filtre.

Le protocole de la mesure de 'activité enzymatique pourrait étre modifié afin d’éliminer
les variations de la concentration d’E. coli liées au détachement du filtre. La concen-
tration de MU pourrait n’étre mesurée qu’au début et a la fin de d’un essai avec filtre.
Comme le volume de la solution ne changera plus pendant 1’expérience, cette méthode
assurerait une concentration d’F. coli constante pendant 1’essai, comme dans un essais
sans filtre. Suivant cette approche, un protocole C (Annexe C) a été élaboré, mais il n’a
pas encore été testé. Il y a plusieurs autres avantages a ce protocole. une plus grande
intensité de mélange serait permise et stimulera la diffusion du substrat et du produit
de décomposition dans le filtre. Ce protocole permettra d’accomplir plusieurs essais a
la fois car il suffira de prélever des aliquotes au début et a la fin de 'essai, une plus
grande capacité de mesures de la concentration d’E. coli serait possible. Le cotit de cette
méthode reviendrait & 2.13$ par essai grace a la diminution des filtrations a effectuer

pour 'analyse de la fluorescence.
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Résultats - la modélisation
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Chapitre 10
Un concept de description de transport

La modélisation des conversions de matiére dans des réacteurs biologiques ou chimiques a
été conceptualisée dans une approche généralisée. L’idée de cette généralisation est d’écrire
les équations de conversion dans une matrice de stoechiométrie et une matrice de cinétique.
Ce concept a structuré la modélisation des conversions. Par contre, la modélisation de
transport de la matiére entre des systémes ou sous-systémes (des réacteurs ou des compar-
timents d’'un réacteur) n’a pas encore été structurée. Ce chapitre traite le développement
d’'une formulation matricielle générale qui décrit le transport de masse entre différents

systémes ou sous-systeémes.

10.1 Le transport

Le transport de matériel est le résultat (a) de 'advection, (b) de la diffusion ou (c) de la
sédimentation / flottation. L’advection est le transport avec le déplacement de 1'eau. La
diffusion est le transport d’échange de masse entre deux systémes. Si les deux systémes
sont en déséquilibre, I’échange de masse nette est non nulle. Ce transport est proportionnel
au gradient de concentration. La sédimentation / flottation est causée par la gravité. Les
processus de transport déplacent des masses (a) de l’environnement vers le systéme, (b)
entre les sous-systémes et (¢) du systéme vers l’environnement.

Une masse d'un composant 1 peut étre transportée par les frontiéres du systéme ou des
sous-systémes. Son processus de transport est caractérisé par un flux de masse spécifique j;.
Un flux de masse spécifique est une propriété intensive et vectorielle et indique la quantité
de masse 1 transportée par unité de temps par unité de surface. La frontiére d’un systéme

est divisée en t surfaces par lesquelles t processus de transport sont définis. Le transport
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net J; d’'un composant est une propriété extensive et scalaire :

J = Zjn,l,t x Ay (10-1)
t

J; @ le transport total du systéme (M; T1)

jnt ¢ le flux spécifique de masse du processus de transport t ayant une direction normale

a la surface A; (M; L=2 T1)

A, : la surface par laquelle chaque flux t est transporté.
jnit est positif si le processus de transport t ajoute de la masse dans le systéme et est
négatif si le processus extrait de la masse du systéme. Le flux j,;,; est obtenu par le
produit vectoriel :

Joat = —Jjie X 7 (10.2)

th : le flux spécifique de masse du processus de transport t, une propriété vectorielle (M;
L2771

7i : vecteur ayant une direction normale a la surface et vers l'extérieure (-)

10.2 Le transport macroscopique

Le transport macroscopique décrit (a) le transport de la masse dans le systéme entre les
compartiments et (b) la sortie des masses du systéme vers I’environnement. Tous ces trans-
ports sont définis & travers les frontiéres du systéme et des sous-systémes et sont le résultat
d’advection et de sédimentation. Le transport macroscopique décrit le déplacement d’une
masse du systéme dont la concentration est connue. L’entrée de masse de ’environnement
vers le systéme n’est pas décrite par le transport macroscopique car sa concentration n’est
pas une variable d’état du systéme. Le transport macroscopique est calculé par un vecteur
i (-) multiplié par un flux de masse spécifique j; (g m=2s71).
Le flux de masse spécifique j; entre deux compartiments k; et ky (j[ky — ko|[l]) est le
résultat de la vitesse de transport v (m s~!) multipliée par la concentration C' (g m™?) de
la masse transportée. Le flux de masse spécifique (g m™2 s71) entre les compartiments est
donc :

Jlkr = ka][l] = Clka][l] x v[ky — ko]l (10.3)

La vitesse de transport est orientée selon la direction du transport et est donc positive. Le
flux de masse spécifique j[k; — kol[]] a la méme direction que la vitesse de tranport. Le
flux de masse j; est :

gl = kall) = =it x jlks — k][l (10.4)
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avec 7 un vecteur ayant une direction normale a la surface et vers I'extérieure.

Le flux de masse j; du compartiment k; est de :
Gkl = = (1) x k1 — k][l (10.5)
Le flux de masse j; du compartiment k, est de :

k][] = —(=1) x jlky — k2][l] (10.6)

Un processus de transport entre les compartiments ks et k; a un flux vectoriel j:- (ko — kq[]

qui est aussi positif :
Flke — K1][l] = Clko][l] X v[ko — K1][1] (10.7)

La vitesse de transport est orientée selon la direction du transport et est donc positive. Le

flux vectoriel j[ky — ky|[l] est donc positif. Le flux j; des compartiments k; et ky est de :
Gkl = =(=1) x jlka — k(1] (10.8)
Jlka]ll] = (1) x jlk — Ri][l] (10.9)
La direction d’un processus de transport (k; — ko ou ky — ki) n’existe que si la vitesse
de transport est positive entre les compartiments k; et ko ou respectivement entre les
compartiments ks et ky. La fonction <U> élimine les vitesses négatives et donne la valeur v

siv>0et0siv<O0:

v siv>0
(v) = (10.10)
0 siv<0

Les flux nets J; calculé a partir des équations 10.5, 10.6, 10.8 et 10.9 pour les compartiments

ky et ko peuvent, selon équation 10.1, étre écrits de la maniére suivante :

J[Ra]ll] = (=1) X Ay X (Glkr = o] [l]) + (+1) X Agypy X (ilk2 — Ki[I])  (10.11)
Et

Tkl = (—1) x Ayt X Gilks — Fa][l]) + (+1) X Agy oy x (Gl — K2)[1])  (10.12)
Sous forme matricielle, le transport vectoriel entre k; et ko s’écrit de la maniére suivante :

[J[k‘l] % [<U[k71 — ko)
J[kg] <'U[k2 — k1]>

-1 +1
+1 -1

Ak1—>k2 0
0 Akg%kl

Cl] 0
0 Clke]

](mla
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En général, le transport macroscopique par composant, avec 1 I'indice du composant, T le

nombre de transports et K le nombre de compartiments, s’écrit de la maniére suivante :

MacroscopicTransport PerComponent[k][l] = ny x Ci[l] x A X v[l] (10.14)

La matrice n; contient K x T vecteurs nlt][k] (avec valeur -1, +1 ou 0) qui donnent la

direction aux transports :

n[t1][1] ... nltr][1]
ng = : - | (10.15)
nl[tr|[K] ... nftr][K]
KxT
La matrice diagonale C; contient sur I’axe diagonale les T concentrations C; transportées.
Clty] 0 ... 0
o . 0 :
Glil= | : o - o (10.16)
0 ... 0 Cltr]].
TxT Z
La matrice diagonale A; contient les T surfaces par lesquelles les concentrations sont trans-
portées.
Alt;] 0 0
0O . 0 :
A= 11 0 . 0 (10.17)
0 ... 0 Alty]
TxT

La vecteur v; contient les vitesses positives des T transports.
<U[t1]>

v ]l] = ' 10.18
1] (oftal) (10.18)

T x1

7

Le produit des termes Cy[l], A; et vl], étant Ji[l], est le flux du transport macroscopique :
Jt[l] = Ct[l] X At X Ut[l] (1019)
La transposée du terme n,|l], étant n[l], est la connectivité du transport macroscopique :

mell] = ne[l]" (10.20)
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10.3 Le transport diffusionnel

Le transport diffusionnel décrit la diffusion de masse causée par un gradient de concen-
tration entre deux sous-systémes. Cette diffusion cause I’absorption ou l’adsorption / dé-
sorption entres deux sous-systémes. Des équations semblables aux équations du transport
macroscopique peuvent étre utilisées pour décrire le transport diffusionnel. La matrice
diagonale C; (Equation 10.16) du transport diffusionnel contiendrait sur 'axe diagonale
les gradients considérés entre deux compartiments du systéme et le vecteur v, (Equation
10.18) du transport diffusionnel contiendrait les coefficients de cinétique de diffusion. Le
développement des matrices de transport diffusionnel n’est pas présentés car il n’y a pas

de transports diffusionnels considérés dans le modéle présenté dans la section 11.

10.4 Les matrices de conversion et de transport

La Figure 10.1 présente les matrices de conversion et de transport macroscopique. Les
matrices de conversion se composent d’une matrice de steechiométrie () et d’'une matrice
de cinétique (p). Les matrices de transport se composent d’une matrice de flux de masse (J)
et d'une matrice de connectivité (7). Les deux types de transport considérés, le transport

macroscopique et le transport diffusionnel peuvent étre présentés dans les mémes matrices.

Conversion

Cinétique

Processus j

Transport

[Compartment k

Transport t

FIGURE 10.1 — La présentation des matrices de conversion et de transport.

La variation de masse par unité de temps causée par des conversions et des transports
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macroscopiques ou diffusionnel peuvent étre écrites comme suit :

Jmaz

ConversionPerComponent|k][l] = V[k] x Z vijlk][l] x plj][k]
= (10.21)

Transport PerComponent[k|[l] = Zn[t] [1] x J[t][K][!]

t=1

ou [ est l'indice du composant, k£ l'indice du compartiment, j 'indice du processus de

conversion et t I'indice du processus de transport.
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Chapitre 11

Modélisation du comportement d’un

pathogéne et d’une classe de particules

L’enlévement d’E. coli dans un bassin dépend de plusieurs processus. Une fraction non
négligeable d’E. coli est enlevée par la décantation de la matiére en suspension. Deux
parameétres clé pour la décantation sont la partition d’E. coli entre I'eau et la matiére
en suspension et la vitesse de sédimentation de la matiére en suspension. L’inactivation
dans le bassin d’orage, avec une basse concentration de nutriments, est considérable et est

renforcée par la désinfection par la lumiére solaire.

11.1 La définition du modéle : STMal

STMal(Stormwater Tank Model #al), ou modéle d'un bassin d’orage #al, décrit le com-
portement d'un pathogene, F. coli, en interaction avec une classe de particules. L’indice a
correspond au modeéle de transport et I'indice 1 correspond au modéle de conversion. Le
bassin est décrit par plusieurs bassins en série et en paralléle afin de bien modéliser 1'hé-
térogénéité horizontale et les courants dans le bassin. Chaque bassin comprend un nombre
couches qui représentent I’hétérogénéité verticale du bassin, similaire au modéle de Takacs
et al. (1991). Chaque couche est un réacteur complétement mélangé et homogéne dans
toutes ses caractéristiques.

Le modéle au complet est construit a base de trois définitions : les composants, les médias
et les compartiments. Les médias et les compartiments sont les sous-systémes du bassin.
Le bassin est composé de K compartiments (indice k) et chaque compartiment est composé
de M médias (indice m) et L composants (indice 1). Les L composants du systéme sont

regroupés en M médias.
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11.1.1 Les composants du STMal

STMal compte 4 variables d’état, les composants. Les composants solubles sont identifiés
par S et les composants particulaires par X. Les composants solubles ne décantent pas
tandis que les composants particulaires sont caractérisés par une vitesse de sédimentation.

1. H20 |g Hy0] : La masse d’eau

2. Spary |Unités de pathogénes| : Les pathogénes dans la colonne d’eau.

3. X [g MES] : Les particules caractérisées par une vitesse de décantation.

4. Xparg |Unité de pathogénes| : Les pathogénes attachés aux particules.

11.1.2 Les médias du STMal

Les composants sont regroupés en deux médias (Tableau 11.1). Un médium regroupe cer-
taines caractéristiques qui sont similaires pour plusieurs composants qui ’appartiennent
comme la vitesse de sédimentation de X et Xpary. Le regroupement en médias permet
de réduire le nombre d’équations nécessaire pour décrire un comportement similaire des
composants.

1. Water : regroupe tous les composants solubles (Spary) et I'eau (H20). Ces compo-
sants sont transportés par 'advection, c¢’est-a-dire qu’ils ont une vitesse de transport
égale a celle de l'eau.

2. Particle : regroupe une classe de particules (X) et les composants attachés a cette
classe de particules (Xpary). Ces composants ont une vitesse différente de celle de

I’eau causée par la sédimentation.

Tableau 11.1 — La matrice des indices des médias

Médias m — Water Particle

Componants | — H20 SpATH X XparH
g H2O] | [U PATH] | [g MES] | [U PATH]

11.1.3 Les compartiments du STMal

La Figure 11.1 présente un bassin & trois couches. Chaque couche a un volume V[k| et
une surface A identique, est alimentée par un débit d’entrée, vidée par un débit de sortie
et est en relation avec la couche au-dessus et au-dessous. Le déversement de la couche 1
(Surverse) se fait quand le volume maximal du bassin est atteint par remplissage et est

égal a la somme des débits d’entrée moins la somme des débits de sortie.
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Couche 1
@ xm)
Couche 2

Couche 3

FIGURE 11.1 — Schéma du modéle STMal proposé avec trois couches.

11.2 Les équations différentielles du STMal

Dans le modéle, la matrice M contient la masse de chaque composant 1 de chaque compar-
timent k. M a les dimensions K x L. La variation de la masse de chaque composant 1 de
chaque compartiment k par unité de temps est la somme de la conversion du composant

et de son transport.

1. ConversionPerComponent [M s™!| : La variation de la masse des composants dans
chaque compartiment causée par des conversions. Les conversions sont décrites par
le modele STM1.

2. TransportPerComponent |[M s7!| : La variation de la masse des composants dans
chaque compartiment suite (a) a lentrée, (b) a la sortie et (c) au transport par
advection du médium Water et de sédimentation du médium Particle entre les

couches. Les transports sont décrits dans le modéle STMa.

dM

e [k][l] =ConversionPerComponent[k|[l]

(11.1)
+ Transport PerComponent[k]([l]

11.3 Le transport : STMa

Dans le Chapitre 10, une formulation matricielle qui facilite ’écriture des équations diffé-
rentielles de transport a été développée. Cette formulation pour décrire le transport ma-

croscopique (advection et sédimentation) s’applique aux transports des composants entre
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les compartiments et a la sortie des composants du systéme, c’est-a-dire aux transports
des masses dont la concentration est connue dans la matrice M. Les entrées de masse dans
chaque compartiment ne peuvent donc pas étre décrites par cette formulation et doivent
étre ajoutées comme un flux entrant du modéle.

L’équation différentielle de transport du modéle STMa s’écrit comme suivant :

Transport PerComponent[k][l] =In fluxPerComponent[k][l] (11.2)

+ MacroscopicTransport PerComponent[k|[l]

1. InfluxPerComponent [M T~!| : Le transport des composants de I’environnement dans

les compartiments. Ce transport net J; est toujours positif.

2. MacroscopicTransportPerComponent [M T~1] : Le transport macroscopique d’advec-
tion et de sédimentation / flottation des composants entre les compartiments et la
sortie des composants de chaque compartiment vers ’environnement. Ces proces-
sus de transport déplacent une masse d’'un composant du systéme qui est définie
dans la matrice M. Le transport net J; de ce processus est positif ou négatif pour le

compartiment.

11.3.1 Les débits dans le bassin

Chaque couche est caractérisée par un débit d’entrée, un débit de sortie et un débit qui
monte, c¢’est-a-dire versant dans la couche au-dessus. Le débit d’entrée (Qinlk]) et le débit
de sortie (Qout[k|) de chaque couche sont des entrées du modéle et ont une valeur positive.
Le débit qui monte (Qup[k]) est une variable et est calculé & partir des Equations 11.3 et
11.4 (Vallet et al., 2010). La valeur de Qup|k| peut étre négative ou positive. Qup[1] est le
débit de la surverse du bassin et Qup|K+1], avec K le nombre de couches, est le débit de

Iinfiltration. L’infiltration sera négligée pour cet exemple de STMa.

av
Quplk] = Qin[k] — Qout[k] + Quplk + 1] — E[k] (11.3)
V L
%[k:] est la variation du volume de chaque couche :
n — t

v Qin=Qout Gy < v
E[k] = Kmaz (11.4)

0 siV > Vs

93



Chapitre 11. Modélisation du comportement d’un pathogéne et d’une classe de particules

11.3.2 Le transport macroscopique

Le transport macroscopique par composant de STMa est écrit de la maniére suivante :

T

M acroscopicTransport PerComponent|k|[l] = Z nlt][l] x J[t][k][1] (11.5)
t=1

La Figure 11.2 présente les 9 processus de transport qui sont considérés dans STMa avec
trois couches : 3 transports montants, 3 transports descendants et 3 transports sortants
des couches. Les Tableaux 11.2 et 11.3 montrent le flux de masse et la connectivité des 9
processus de transport. La cinétique de HoO et Spary du médium Water et celle de X et
Xparg sont identiques. Il est donc suffisant d’écrire que les cinétiques par médium.
La Figure 11.3 présente les vecteurs des transports macroscopiques sortants du comparti-
ment k et I'influx de compartiment k. Le flux d’un transport macroscopique d’un médium
correspond a la concentration du composant du médium multiplié par la longueur du vec-
teur net qui est la somme vectorielle des vecteurs qui influencent le médium. Le vecteur
net doit avoir une orientation normale et vers 'extérieure du compartiment k et a donc

une valeur positive.

TTloverﬂow T1lout
—>
Couche 1 T \LT12
T21 T2out
— 5
Couche 2 T lT23
T32 T3out
—>
Couche 3 lT3underﬂow

FIGURE 11.2 — Présentation des transports macroscopiques de ’exemple du modéle STMa avec
trois couches. Tloverflow est la surverse du bassin et T3underflow est l'infiltra-

tion.
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Transport macroscopique - - - Influx

TQk>k-1 T Qk-k-1
| Compartiment k |
O--4->
— X : ® -
Qk,out . Médium . ', Médium 3 Qk,out

. H20 . Rk
'_ 20 Water 3 +.. Particle

Frow Al‘ )

le>k+1 le>k+1

FIGURE 11.3 — Les transports macroscopiques (advection et sédimentation) et linflux de la
couche k du STMa.

Tableau 11.2 — La matrice des flux des transports macroscopiques J|t][k|[1].

Compartiments k — || 1 | 2 | 3
| Transports t

T1loverflow -1

T21 1]-1
T32 1]-1
T12 -1 1
T23 1)1
Tlout -1

T2out -1
T3out -1
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Tableau 11.3 — La matrices de connectivité des transport macroscopiques n[t|[m| des médias
Water et Particle.

Média m — J|t][Water| J|t][Particle]
| Transport t lg s lg s7!]
Tloverflow C[1]x(Qup[1]) | C[1]x(Qup[l] - vxxA)
T21 C[2]x{Qup[2]) | C[1|x(Qup|2]| - vxxA)
T32 C[3]x{Qup[3]) | C[3]x(Qup|3] - vxxA)
T12 C[1]x (-Qup[2]) | C[1]x(-Qup[2| + vx xA)
T23 C[2]x (-Qupl[3]) | C[2]x(-Qup[3] + vx xA)
Tlout C[1]x(Qout/[1]) C[1]x(Qout[1])
T2out C[2]x (Qout|[2]) C[2]x (Qout[2])
T3out C[3]x(Qout|[3]) C[3]x (Qout|[3])
T3undeflow 0 0

11.3.3 Les paramétres de transport pour le bassin d’orage

Garcia-Armisen & Servais (2009) ont estimé la vitesse de décantation globale d’E. coli selon
la charge en MeS dans 'eau de riviére. Ils ont rapporté une vitesse moyenne constante de
0.066 mh~! & partir d'une concentration de MeS de 50mg/1. Auer & Niehaus (1993) ont
estimé la vitesse de sédimentation des coliformes fécaux attachés aux particules de 0.45 a
10 pm de 0.048 mh~! et de 0.1 mh~! pour les coliformes fécaux attachés aux particules de
> 10 pm.

Tableau 11.4 — La définition, la valeur et les unités du paramétre de transport macroscopique

Symbole | Définition Valeur | Unité

vx La vitesse de sédimentation du médium Particle 1.6 m j!

11.4 Les Conversions : STM1

11.4.1 Les conditions environnementales : la température, la concen-

tration de sel et la lumiére solaire

La température, I'intensité de la lumiére solaire et la salinité ne sont pas considérées comme

composants du modeéle, mais comme des conditions environnementales. Les trois conditions
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environnementales des conversions de STM1 sont :
1. I [W m™?| : L’intensité moyenne de la lumiére solaire dans chaque compartiment.
2. T |°C] : La température de ’eau dans le bassin.
3. Ssa |[g m™3| : La salinité de 'eau dans le bassin.

La température et la salinité sont considérées comme étant uniformes pour tous les com-
partiments (Tableau 11.5). L’intensité de la lumiére solaire est considérée comme étant
uniforme pour chaque couche mais diminue entre les couches selon la loi de Lambert-Beer
suite & I'extinction par 1’eau et par la présence de la MeS. L’intensité de la lumiére solaire
a la surface de la couche 1 est influencée par la réflexion et par I'atténuation causée par
la végétation du bassin. Kirk (1983) a estimé que la valeur du facteur de réflexion se situe
entre 5.2% et 6.6%. Struck et al. (2008) ont estimé que, dans un marais avec une végéta-
tion dense, seulement 10% de la lumiére atteint la surface pendant 6 heures par jour. La
végétation n’a pas une grande influence pendant les autres 18 heures. L’intensité moyenne
de la lumiére solaire pour une année est estimée a 120 Wm~?2 et I'atténuation a la surface

a 28%. Le coefficient d’extinction totale pour chaque couche k (Chapra, 1997) :
K [k] = K.(MeS) x C[k][X] + K.(H50) (11.6)
L’intensité & la surface de chaque couche de hauteur H :
Io[k] = Io[k — 1] x e~ Kelb=1lxH (11.7)
avec 'intensité a la surface de la premiére couche :
Io[1] = (1 = Fra) X Lsurface (11.8)

Chapra (1997) a décrit 'intensité moyenne de la lumiére dans un bassin avec un hauteur

d’eau H comme suit :

H
[ e Kexhdn
0

I =1,x i (11.9)
L’intensité moyenne de la lumiére pour chaque couche k :
h1
f e—Ke[k:]xhdh
Ik] = Io[k] x ™ = (11.10)
Lylk
Ik} = — [12][>1 =X (1- e~ HelklxH) (11.11)
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Tableau 11.5 — Les définitions, les valeurs et les unités des paramétres des conditions environ-

nementales
Symbole | Définition Valeur Unité
Tsurtace L’intensité de la lumiére solaire a la surface du bassin 120 W m—?
Fr, Atténuation de la lumiére solaire & la surface du bassin 0.28 -
K.(MeS) | Coefficient linéaire de I'extinction de lumiére par la MeS | 0.55* | m~ gMeS™!
K.(H20) | Coefficient d’extinction de la lumiére par 'eau 0.05" m?
T Température de I’eau dans le bassin 10 °C
Sat La salinité 0 ppt

11.4.2 Les processus de conversion

Le STM1 inclut six processus de conversion d’E. coli :

1. Mortalité de Sparg : 'inactivation des pathogénes dans la colonne d’eau causée par

la mortalité de base et causée par le sel (Chapra, 1997).

2. Désinfection de Spary : I'inactivation des pathogénes dans la colonne d’eau causée

par la lumiére solaire (Chapra, 1997).
3. Croissance de Sparpy : la croissance des pathogénes dans la colonne d’eau.

4. Mortalité de Xpary : I'inactivation des pathogénes sur les particules causée par la
mortalité de base et causée par le sel (Chapra, 1997).

5. Désinfection de Xpa7rg : 'inactivation des pathogénes sur les particules causée par
la lumiére solaire. Une fraction des pathogénes est protégée de la lumiére solaire
(Chapra, 1997).

6. Croissance de Xparg : la croissance des pathogénes sur les particules.

7. Sorption de PAT H sur X : la sorption linéaire des pathogénes entre ’eau et les par-
ticules. La concentration de pathogénes solubles Spary en équilibre avec la concen-
tration des pathogénes attachées aux particules Xparg est décrite par la sorption
linéaire.

La conversion des composants s’écrit de la maniére suivante :

ConversionPerComponent|k][l] = V[k] x i“ v[711k][] x pl7][k] (11.12)

j=1

a. Chapra (1997)
b. Struck et al. (2008)
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Les Tableaux 11.6 et 11.7 présentent les matrices de stoechiométrie et de cinétique des

processus de conversion.

Tableau 11.6 — La matrice de stoechiométrie v|j|[k|[1]

Composants i — H,O Sparu|K| X[k] XparulK]|
| Processus j lg HaO] [ U | | ¢ MES | [ U |
Mortalité de Sparg -1
Désinfection de Sparg -1
Croissance de Spary 1
Mortalité de Xpary -1
Désinfection de Xparg S
Croissance de Xparg 1
Sorption de PATH sur X -1 1

Tableau 11.7 — Les équations de cinétique p|j|[k]

Processus j L’équation de cinétique p;
[s m™ s7]
Mortalité de Spars (bspary + Ksa * Ssair) X 055 % C[k][Sparn]
Désinfection de Spary arl[k] x Clk][SparH]
Croissance de Spary USpars X 955020 x Clk|[SparH]
Mortalité de Xpary (bxpary + Ksat * Ssair) X 9,?’2_020 x C[k|[XparH]
Désinfection de Xparw arl[k] x Clk|[Xparu]
Croissance de Xparg WX pary X 95;30 x C[k|[Xpary]
Sorption de PATH sur X || ks X <C’[k] [Sparu] x C[K][X] — W)
D

11.4.3 Les paramétres de conversion pour le bassin d’orage

Le Tableau 11.8 présente les paramétres des conversions d’FE. coli du cas d’étude avec
STM1. Les taux de mortalité de base bg,,,, €t bx, .., sont estimés & respectivement
0.8j7! (Chapra, 1997) et 0.4j'. Le bx,,.,, de STMI est estimé inférieur & bg, ., ce
qui représente que ’environnement du biofilm sur les particules est plus protégé contre la

prédation et d’autres influences du milieu. Le coefficient Kg,; et est considéré identique

pour Sparg et Xpary.
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La fraction de Xpary exposée a la lumiére Fx, ., est estimée a 95% (Tableau 2.5).
La croissance des pathogénes n’est pas prise en compte et le taux de croissance est donc
0j~! pour les deux types de pathogénes. Les pathogénes Xparpy attachés aux particules
organiques ou aux particules avec une couche organique utiliseront la matiére organique
comme substrat et peuvent avoir un taux de croissance plus élevé.

Le coefficient de distribution Kp est estimé a 0.005m3®g~'. La concentration de MeS a
I'entrée du bassin d’orage est en moyenne de 163 mg/1 (Tableau 11.9), ce qui correspond
a un Kp de 0.002 a 0.008m3g™! (Figure 2.8) ou en moyenne 0.005m3g~!. Un Kp de
0.005m3g~! correspond & 45% des pathogénes totaux adsorbées aux particules, lors de
'atteinte de I’équilibre. Le coefficient cinétique d’adsorption est estimé & 0.58 m3g=1j~!

(Chen et al., 2003).

Tableau 11.8 — Les définitions, les valeurs et les unités des paramétres des conversions d’FE. coli

Symbole | Définition Valeur Unité
bsparn | Le taux de mortalité de base de Spary 0.8? it
bxp.ry | Le taux de mortalité de base de Xparpy 0.4 i1

Kga: | Le coefficient de mortalité dii a la salinité 0.02* | j=!ppt!
0,20 Constante de dépendance de b di a la température | 1.013P -

Uspary | Le taux de croissance de Spary 0 it

Uxpary | Le taux de croissance de Xparg 0 it
0,20 Constante de dépendance de p dii & la température | 1.013P -
ar Le coefficient de mortalité de la lumiére 0.006 | m2 W—1tj-!

Fx,.ru.1 | La fraction de Xpary exposée a la lumiére 0.95 -

Kp Coefficient de distribution 0.005 m3 g1
ks Coefficient cinétique de premier ordre d’adsorption | 0.58 | m?® g=!j~!

a. Chapra (1997)
b. Struck et al. (2008)
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Tableau 11.9 — La concentration moyenne de MeS & ’entrée du bassin d’orage pour plusieurs

événements de pluie (Carpenter, 2010).

Date MeS
(jj/mm/aaaa) | (mg/L)
14/05/2009 679
06/25/2009 959
07/07/2009 139
07/11/2009 106
07/13/2009 61
07/18/2009 51
07/27/2009 43
08/02,/2009 35
08/21/2009 71
08/21/2009 74
09/18/2009 79
09/18/2009 62
Moyenne 163

11.5 La simulation du comportement d’E. colz

Les équations de transport et de conversion du modéele STMal ont été implantées dans
la base de modéles de WEST en langage de modélisation MSL-USER. Le comportement
d’E. coli dans un bassin décrit par trois couches avec un volume constant est simulé. Les
débits d’entrée et de sortie sont nuls et les valeurs initiales des variables d’états sont de
103 UFC/100ml d’E. coli en suspension (Spary) et de 163 mg/1 en MeS (X) pour les trois
couches. Le volume initial du bassin est de 6001 et la surface est de 1 m?. Les Figures 11.4
a 11.7 présentent les résultats de la simulation.

Les MeS des couches 1 et 2 décantent dans la couche 3. Il n’y a pas d’entrée de MeS dans la
premiére couche, sa concentration est donc celle qui diminue la plus rapidement. Ensuite,
la concentration en MeS de la couche 2 diminue moins rapidement de par I’entrée de MeS
provenant de la couche 1. La concentration en MeS de la couche 3 augmente jusqu’a la fin
de la premiére journée lorsque toutes les MeS ont décantées.

La concentration de Spary diminue rapidement au début. Cette diminution est causée par

I’adsorption des pathogénes aux MeS. La concentration de Xp ry augmente proportion-
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nellement. Aprés cette répartition, il y a la désinfection solaire et la mortalité qui causent
la décroissance des pathogénes en suspension. Le taux de mortalité augmente jusqu’a la fin
de la premiére journée aprés quoi il reste constant. Cette augmentation est causée par la
décantation de la MeS ce qui entraine ’augmentation de 'intensité de la lumiére et donc le
taux de la désinfection solaire. La présence de MeS dans la couche 3 diminue l'intensité de
la lumiére ce qui cause un taux de mortalité moins élevé dans cette couche (Figure 11.7).
Aprés la répartition entre 'eau et les MeS, l'effet de la décantation est cumulatif a la
mortalité et la désinfection solaire pour les pathogénes attachés a la MeS. Les fractions
de Xpary décantées des couches 1 et 2 entrent dans la couche 3, ce qui fait augmenter la
présence de pathogénes attachés aux MeS pendant la premiére demi-journée aprés quoi la

mortalité détermine I’épuration.

Les taux d’épuration de premier ordre d’E. coli (Sparny et Xpary) aprés la premiére
journée, qui sont égales aux pente des simulations en échelle log-normale (Figure 11.8),
sont de respectivement de 1.2 et 957! dans les deux premiéres couches. Ceux-ci sont plus
élevés pendant la premiére journée du a la décantation. Ce taux est de 0.46 ! pour Spary
et Xparg aprés la premiére journée dans la couche 3. La concentration élevée en MeS dans
cette couche protége les pathogénes contre la lumiére solaire et entraine une mortalité
moins élevée. Le taux d’épuration de premier ordre d’E. coli dans le bassin est de 0.57j7!

pendant les quatre premiéres journées.
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FIGURE 11.4 — Simulation de la concentration en MeS pour les trois couches du bassin.
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FIGURE 11.5 — Simulation de la concentration des pathogénes en suspension pour les trois

couches du bassin.
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FIGURE 11.6 — Simulation de la concentration des pathogénes attachés aux particules pour les

trois couches du bassin.
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FIGURE 11.7 — Intensité de la lumiére solaire au-dessus du bassin, a la surface de la premiére

couche et 'intensité moyenne dans les trois couches.
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FIGURE 11.8 — Simulation de la concentration des pathogénes pour les trois couches du bassin

et la concentration moyenne du bassin.

11.6 Discussion

Le concept des matrices de transport permet au modéliseur de schématiser les équations
différentielles de transport. Cependant, un modéle plus modulaire permettrait d’utiliser des
modules pour construire plus facilement une certaine configuration. Trois types de couches,
soit des modules, peuvent étre distingués dans un bassin d’orage : une couche de fond, une
couche de surface et plusieurs couches intermédiaires. La fagon d’écrire les équations de
transport dans ce mémoire ne permet pas une telle modélisation modulaire.

Le modele STMal simule, & partir d'une premiére estimation des paramétres, un taux
d’épuration d’E. coli de 0.57j~! dans un bassin d’orage d’une profondeur de 60cm. Ce
taux est plus élevé a la surface qu’au fond du bassin. De plus, un modéle avec plus que
trois couches, simulera un taux de désinfection solaire plus élevé. Dans un modéle de trois
couches complétement mélangées, la concentration en MeS devient trés élevée dans la
couche au fond, c¢’est-a-dire dans un tiers du bassin. Dans cette couche de fond, 'intensité
de la lumiére solaire est donc trés basse ce qui cause un taux de désinfection solaire limité.
La réduction d’E. coli dans les couches supérieures d’un bassin d’orage est plus élevée que

dans les couches du fond. Le taux de réduction plus élevé dans les couches a la surface
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démontre l'intérét d’une vidange graduelle d’un bassin d’orage.

11.7 Conclusion

la formulation matricielle qui a été développée facilite la présentation et I'écriture des
transports d’advection, de sédimentation et de diffusion entre différents compartiments
d’un systéme. Deux matrices de transport, une matrice de flux et une matrice de connec-
tivité, ont été présentées et ont été appliquées pour un modeéle multicouche.

Le modéle multicouche STMal qui décrit le comportent d’E. coli et d’une classe de parti-
cules dans un bassin d’orage a été concu. Ce modéle décrit le transport et les conversions
de l'eau, les pathogénes en suspension, des particules et des pathogénes attachés aux par-
ticules en deux sous-modeéles : le modéle de transport STMa et le modéle de conversion
STM1. STMa décrit le transport d’eau, d’un pathogéne et d’une classe de particules entre
les différentes couches du bassin d’orage et entre le bassin d’orage et I’environnement. Les
processus de transport considérés sont l'advection et la sédimentation. STM1 décrit (a) la
mortalité et la croissance d’E. coli corrigée pour la température, (b) la désinfection solaire
et (c) la répartition d’E. coli entre l'eau et les particules. Un modéle d’extinction de la
radiation, causée par les particules, a été appliqué pour décrire 'intensité de la lumiére so-
laire dans chaque couche. Ces phénomeénes d’élimination d’E. coli dans un bassin d’orage

ont été simulés avec des parameétres par défaut trouvés dans la littérature.
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Plusieurs auteurs ont étudié des pathogénes dans I'eau de ruissellement et ont rapporté
des concentrations d’E. coli entre 10% et 10* UFC/100ml. En général, 20 a 50% d’E. coli se
trouvent attachés aux particules. Ces particules influencent I’élimination d’E. colt dans un
bassin d’orage. Premiérement, les particules diminuent la désinfection solaire par ’extinc-
tion de l'intensité de la radiation et en protégeant les bactéries attachées. Deuxiémement,
la répartition augmente I’épuration d’E. colt dans un bassin d’orage par la décantation
des bactéries attachées aux particules. Les données de répartition fournies par plusieurs
auteurs ont été étudiées et quelques tendances ont été ressorties. (a) Le nombre de bac-
téries attachées aux particules exprimé par gramme de MeS est plutdt constant pour des
particules d'un diameétre inférieur a 30 pm. La plupart des pathogénes attachées est asso-
ciée aux particules inférieures & 30 um. Il est donc avantageux d’exprimer le nombre de
bactéries par gramme pour la de modélisation. (b) Une relation linéaire pour une échelle
log-log entre le coefficient de distribution d’E. coli entre I’eau et la MeS et la concentration
en MeS a été établie. Cette relation donne une estimation de la fraction d’E. coli attaché

aux particules a I’aide d’une mesure de la concentration en MeS.

Un bassin d’orage a été échantillonné et la concentration d’E. coli et des coliformes totaux
a été mesurée a partir d’'une énumération en milieu de croissance (la méthode Coliscan
Easygel). Peu de données valables ont été obtenues mais, en générale, la concentration
d’E. coli se trouve entre 10% et 10* UFC/100ml ce qui est consistent avec la littérature.
Cependant, plusieurs problémes d’énumération en milieu de croissance ont été détectés.
D’abord, a partir d’'un échantillon dont la concentration en E. coli est inconnue, il faut
souvent essayer trois dilutions afin d’obtenir une densité de colonies par boite de pétri de

fagcon a ce que les colonies soient bien identifiable. De plus, cette méthode ne répond pas
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aux exigences de la qualité des données par rapport a la modélisation des phénomeénes
de répartition des bactéries entre 1’eau et les particules. Le nombre de bactéries est sous-
estimé lorsqu’il y a des bactéries attachées aux particules et I'écart-type géométrique des
mesures était souvent supérieur a 0.04, ’écart-type géométrique maximal acceptable afin

de distinguer une différence de concentration d’E. coli de 20%.

Une nouvelle méthode de mesure de I'activité enzymatique d’E. coli a été développée. Cette
méthode consiste a effectuer une filtration, une incubation avec le substrat 4-methylum-
belliferyl-3-D-glucuronide, puis une spectroscopie fluorescente du produit de décomposition
methyllumbelliferone. Des courbes d’étalonnage ont été testées afin de pouvoir mesurer les
concentration de MU anticipée de 1072 & 107% mol /1. Le détachement des bactéries du filtre
pendant un essai complique la mesure de 'activité enzymatique et un probléme d’identifia-
bilité entre le détachement et I'activité enzymatique a été détecté. Une estimation multi-
réponse a permis par contre d’estimer ces deux parameétres a partir d'une expérience de
décorrélation. Lorsque la charge en MeS sur le filtre était négligeable, la fraction de déta-

chement par minute mesurée était de 0.021 min—!.

Quelques avantages d’une mesure de 'activité enzymatique par rapport a une énumération
en milieu de croissance ont été identifiés. (a) La méthode de I'activité enzymatique résulte
dans une mesure du nombre d’E. coli total, sans sous-estimer les bactéries attachées aux
particules. Une technique pour disperser les bactéries attachées aux particules n’est donc
plus nécessaire. De plus, cette méthode mesure aussi les bactéries actives mais non culti-
vables, ce qui peut signifier une grande différence si seulement 1 a 20% des bactéries dans
de l’eau provenant de I'environnement est cultivable. (b) Pour mesurer des concentrations
d’E. colv plus élevées, il suffit de développer des nouvelles courbes d’étalonnage pour me-
surer la concentration de MU. (c) Le cotut d’une mesure de l'activité enzymatique est de
6.00$ mais pourrait étre réduite a 2.13$ en modifiant le protocole. La méthode de Coliscan
Easygel cotite 3.17$ par essai et, de plus, il est souvent nécessaire de mesurer plusieurs
dilutions afin d’obtenir des colonies bien identifiables sur la boite de pétri, ce qui augmente

le cotit proportionnellement.

Un modeéle multicouche d’un bassin d’orage a été congu. Le modeéle STMal ou (Stormwater
Tank Model #al) décrit (a) la décantation d’une classe de particules et d'un pathogéne
attaché a cette classe avec une seule vitesse de décantation, (b) I'adsorption réversible des
pathogenes entre 1’eau et les particules avec une équation d’adsorption réversible et (c) la

mortalité et la désinfection solaire des pathogénes en tenant compte de I’environnement
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protégé des pathogénes attachés aux particules. Une formulation matricielle a été intro-
duite, ce qui facilite I’écriture des équations différentielles de transport entre les différents

compartiments du modéle multicouche.

La méthode de la mesure de l'activité enzymatique est préte pour étre testée sur des
échantillons environnementaux du bassin d’orage. Quelques perspectives concernant cette
méthode ont déja été formulées. Des mesures de concentration d’E. coli dans le bassin
d’orage devront démontrer ’applicabilité de cette méthode pour la modélisation.

La généralisation du modeéle STMal pour plusieurs classes de particules nécessite la connais-
sance de la répartition des pathogénes entre ces différentes classes et I’eau. Des techniques
de sédimentation statique permettent de séparer les différentes classes de particules par
rapport a leurs vitesses de sédimentation. Ces techniques reproduisent de maniére plus
réaliste le comportement des particules dans la colonne d’eau que des techniques de filtra-
tion fractionnelle. Des essais de VICAS (Chebbo & Gromaire, 2009; Vallet et al., 2010),
une technique de sédimentation statique, pourraient étre effectués afin de séparer les dif-
férentes classes de particules et les pathogénes attachés & ces classes. La précision de la
mesure de l'activité enzymatique sera un parameétre important afin de pouvoir distinguer
la concentration d’E. coli attaché & ces différentes classes de particules. Une résolution
élevée obtenue d'une mesure précise de l'activité enzymatique permettra une modélisation

adéquate de ces phénomenes.
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Annexe A. Tableaux

Tableau A.1 — Les résultats d’énumération d’E. coli et Coliformes totaux par temps sec dans le

basin d’orage avec la sortie ouverte.

Evénement / échantillon Volume Dilution E. coli E. coli Coliformes totaux Coliformes totaux
(ml) (UFQC) (log UFC/100ml) (UFQC) (log UFC/100ml)

20080728

Témoin 5 1 0 0

Entrée Composite 1 1 2 2.30 8 2.90

Entrée Composite 5 1 4 1.90 41 2.91

Moyenne 2.10 2.91

Ecart type 0.28 0.01

Sortie Composite 1 1 4 16 3.20

20080818

Témoin 3 1 0 0

Entrée Composite 3 1 45 3.18 Gel globalement rosé

Entrée Composite 3 1 45 3.18 Gel globalement rosé

Entrée Composite 3 1 41 3.14 Gel globalement rosé

Entrée Composite 3 1 38 3.10 Gel globalement rosé

Entrée Composite 3 1 36 3.08 Gel globalement rosé

Moyenne 3.13

Ecart type 0.04

Sortie Composite 3 1 46 3.19 Gel globalement rosé

Sortie Composite 3 1 36 3.08 Gel globalement rosé

Sortie Composite 3 1 42 3.15 Gel globalement rosé

Sortie Composite 3 1 54 3.26 Gel globalement rosé

Sortie Composite 3 1 41 3.14 Gel globalement rosé

Moyenne 3.16

Ecart type 0.07

20090625

Témoin 5 1 0 0

Entrée Composite 5 1 7 2.15 11 2.34

Entrée Composite 3 1 4 2.12 4 2.12

Entrée Composite 1 1 4 2.60 13 3.11

Moyenne 2.29 2.53

Ecart type 0.27 0.52

Sortie Composite 3 1 17 2.75 31 3.01

Sortie Composite 2 1 9 2.65 15 2.88

Sortie Composite 1 1 10 3 22 3.34

Moyenne 2.80 3.08

Ecart type 0.18 0.24

Ponctuel Basin 3 (21min) 1 1 2 2.30 19 3.28

Ponctuel Basin 31 (1h 11min) 3 1 9 2.48 15 2.70

a. Moins de 20 UFC par boite de Pétri
b. Traitement ultrasonique : 45s, déplacement de 6 pm, volume de 25 ml
c. Traitement de centrifugation : 500 g X min

121



Annexe A. Tableaux

Evénement / échantillon Volume Dilution E. coli E. coli Coliformes totaux Coliformes totaux
(ml) (UFC)  (log UFC/100ml) (UFC) (log UFC/100ml)

20090707

Témoin 5 1 0 0

Entrée Composite 5 1 0 <1.30 0 <1.30

Entrée Composite 5 1 0 <1.30 0 <1.30

Entrée Composite 3 1 0 <1.52 0 <1.52

Moyenne <1.37 <1.37

Ecart type

Sortie Composite 3 1 6 2.30 TNC P

Sortie Composite 3 1 11 2.56 TNC P

Sortie Composite 2 1 5 2.40 TNC P

Moyenne 2.42

Ecart type 0.13

Entrée Ponctuelle 6 (24min) 5 1 14 2.45 TNC P

Entrée Ponctuelle 6 (24min) 3 1 5 2.22 TNC P

Moyenne 2.33

Ecart type 0.16

Entrée Pontuelle 9 (31min) 3 1 14 2.67 TNC P

Entrée Pontuelle 9 (31min) 2 1 5 2.40 56

Moyenne 2.53

Ecart type 0.19

20091008

Entrée Ponctuelle 1 1 0 <2.00 13 3.11

Entrée Ponctuelle 1 1 0 <2.00 7 2.84

Entrée Ponctuelle 5 1 0 <1.30 44 2.94

Moyenne <1.77 2.97

Ecart type 0.14

Entrée Ponctuelle © 1 1 0 <2.00 12 3.08

Entrée Ponctuelle © 1 1 0 <2.00 8 2.90

Entrée Ponctuelle © 5 1 0 <1.30 59 3.07

Moyenne <1.77 3.02

Ecart type 0.10

Entrée Ponctuelle ¢ 1 1 0 <2.00 9 2.95

Entrée Ponctuelle ¢ 1 1 0 <2.00 6 2.78

Entrée Ponctuelle 4 5 1 0 <1.30 51 3.01

Moyenne <1.77 2.91

Ecart type 0.12

Sortie Ponctuelle 1 1 4 2.60 56 3.75

Sortie Ponctuelle 1 1 1 2 34 3.53

Sortie Ponctuelle 5 1 17 2.53 225 3.65

Moyenne 2.38 3.64

Ecart type 0.33 0.11

Sortie Ponctuelle © 1 1 1 2 49 3.69

Sortie Ponctuelle © 1 1 1 2 48 3.68

Sortie Ponctuelle © 5 1 10 2.30 241 3.68

Moyenne 2.10 3.68

Ecart type 0.17 0.005

Sortie Ponctuelle 4 1 1 3 2.48 32 3.50

Sortie Ponctuelle 4 1 1 0 44 3.64

Sortie Ponctuelle 4 5 1 10 2.30 205 3.61

Moyenne 2.39 3.59

Ecart type 0.12 0.07
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Tableau A.2 — Les résultats d’énumération d’E. coli et Coliformes totaux par temps de pluie

dans le basin d’orage avec la sortie fermée.

Evénement / échantillon Volume Dilution E. coli E. coli Coliformes totaux Coliformes totaux
(ml) (UFQC) (log UFC/100ml) (UFQC) (log UFC/100ml)

20090918

Entrée Composite 0.7636 1 3 2.59 >150 >4.29

Entrée Composite 0.7636 1 0 >150 >4.29

Entrée Composite 0.7636 1 6 2.90 >150 >4.29

Moyenne 2.74% >4.29

Ecart type 0.21*

Entrée Composite b 0.7636 1 2 2.42 >150 >4.29

Entrée Composite b 0.7636 1 2 2.42 >150 >4.29

Entrée Composite b 0.7636 1 5 2.82 >150 >4.29

Moyenne 2.55%

Ecart type 0.23%

Entrée Composite © 0.7636 1 1 2.12 83 4.04

Entrée Composite © 0.3818 1 3 2.90 65 4.23

Entrée Composite © 0.7636 1 0 81 4.03

Moyenne 2.51% 4.10

Ecart type 0.55% 0.12

Entrée Composite d 0.7636 1 0 97 4.10

Entrée Composite d 0.7636 1 0 131 4.23

Entrée Composite ¢ 0.7636 1 1 2.12 100 4.12

Moyenne 4.15

Ecart type 0.07

20090923

Sortie Composite © 1 50 0 <3.70 9 4.65

Sortie Composite © 1 50 0 <3.70 7 4.54

Moyenne <3.70 4.60*

Ecart type 0.08%

Entrée Composite 1 50 5 4.40 125 5.80

Entrée Composite £ 1 50 5 4.40 >400 >6.30

Moyenne 4.40*

Ecart type 0

20091024

Basin Ponctuel & 5 1 2 1.61 TNC

Basin Ponctuel & 5 1 1 1.30 TNC

Basin Ponctuel & 5 1 6 2.08 TNC

Basin Ponctuel & 5 1 1 1.30 TNC

Moyenne 1.57%

Ecart type 0.37*

Basin Ponctuel & 1 10 0 <3.00 16 4.20

Basin Ponctuel & 1 1 0 <2.00 13 3.11

Basin Ponctuel & 1 10 0 <3.00 11 4.04

Basin Ponctuel & 1 1 0 <2.00 106 4.03

Basin Ponctuel & 1 10 0 <3.00 15 4.18

Basin Ponctuel & 1 1 0 <2.00 108 4.03

Basin Ponctuel & 1 10 0 <3.00 12 4.08

Basin Ponctuel & 1 1 0 <2.00 79 3.90

Moyenne <2.50 3.95%

Ecart type 0.35%
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Tableau A.3 — Données d’E. coli, coliformes totaux et MeS des échantillons utilisés pour les
essais de centrifugation et dispersion. EC, EP et BP représentent respectivement
un échantillon Composite de I’Entrée, un échantillon Ponctuel de 'Entrée et un

échantillon Ponctuel du Bassin

Code d’échantillon EC 1809 EP3 1809 EC 2209 EP3 2209 BP 2410

E. coli (log UFC/100ml)
Moyenne 2,59 2,33 4,12 3,7 1,57
Ecart type 0,39 0,37

Coliformes totaux (log UFC/100ml)

Moyenne >4,30 5,39 5,78 5,35 3,95
Ecart type 0,11 0,04 0,35
MeS (mg/1) 185 120 146 120 29 (4,6)

Moins de 20 UFC par boite de Pétri

Traitement d’agitation : 10 min shaker

Traitement de centrifugation : 10000 G * min

Traitement d’agitation et de centrifugation : 10 min shaker + 10000 G * min
Vidange du basin

Début de la pluie aprés le vidange du basin

©® - ® 20 T

Echantillon pris prés de la sortie avant le vidange du basin, vidange a cause de risque de débordement
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a. Des échantillons d’eau de drainage des zones résidentielles, commerciales, industrielles et libres
b. Des échantillons de trois riviéres qui recoivent le drainage des aires déterminées comme zone rési-
dentielle, commerciale et institutionnelle
c. Des échantillons de deux riviéres qui regoivent ’eau de ruissellement de zones résidentielles et insti-
tutionnelles
d. Des échantillons d’eau de ruissellement urbaine
Des échantillons d’un fleuve alluvial dans un environnement rural
Essai d’adsorption avec E. coli et un sol argileux-glaiseux
Des échantillons de 'efluent d’une fosse septique
Des échantillons de ’efluent d’un marais épurateur de I’efluent d’une fosse septique
Des échantillons d’eau usée d’une laiterie
j- Des échantillons d’une riviére

50 s o

—-
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Tableau A.6 — La LDQ et le test auxiliaire f du test statistique de linéarité du spectrofluoromeétre

a filtre. La réponse du spectrofluorométre est significativement linéaire si la valeur

def < F.

Code Figures Série de dilution (mol MU/1)  LDQ f  F(0.05,1, N-3)

100121 A (1.04E-6) 1,27E-8  20.48 5.32
10012251 B.1 et B.2 A (1.04E-6) 1.46E-7 22.84 5.59
09120951 B (2.10E-7) 1.38E-8  0.29 5.59
100120  B.3 et B4 B (2.09E-7) 1.09E-8  1.26 5.32
09120952 C (2.10E-8) 2.71E-9  0.04 5.59
10012252 B.5 C (2.09E-8) 7.54E-8 -4.18 6.61
100126 B.6 C (2.09E-8) 1.51E-9  4.07 5.99
100128 C (2.09E-8) 1.46E-8 -1.87 5.99

Tableau A.7 — La LDQ et la valeur de f du test de linéarité du spectrophotométre de fluores-

cence. La réponse du spectrophotométre est significativement linéaire si la valeur

de f < F.
Code  Figures Série de dilution (mol MU/1)  LDQ f F(0.05, 1, N - 3)
100216 B.7 et B.8 A (1.04E-6) 5.62E-9 1.06 5.32
100218 B.9 et B.10 B (1.04E-7) 4.32E-9 0.46 5.32
100302 B.11 et B.12 C (1.04E-8) 2.04E-9 547 5.32
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Figures
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*Moyenne
8000 Ecart type s 800
.

6000 . 600 §
= =
=) . *é

4000 = 400 &

»
2000 200
»
0 0

0E-+00 2E-07 4E-07 6E-07 BE-07 1E-06 1E-06
Concentration MU (mol/1)

FIGURE B.1 — Les unités d’intensité de fluorescence de MU mesurées avec le spectrofluorométre

a filtre et 'écart-type de la série A. (code : 100122s1)
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FIGURE B.2 — La concentration de MU modélisée et 'erreur relative de la série A. (code :

100122s1)
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FIGURE B.3 — Les unités d’intensité de fluorescence de MU mesurées avec le spectrofluoromeétre
a filtre et 'écart-type de la série B. (code : 100120)
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FIGURE B.4 — La concentration de MU modélisée et I'erreur relative de la série B. (code : 100120)
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FIGURE B.5 — Les unités d’intensité de fluorescence de MU mesurées avec le spectrofluorométre

a filtre et I'écart-type de la série C. (code 100122s2)
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FIGURE B.6 — Les unités d’intensité de fluorescence de MU mesurées avec le spectrofluorométre
a filtre et I'écart-type de la série C. (code : 100126)
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FIGURE B.7 — L’'unité d’intensité de fluorescence de MU mesuré avec le spectrophotométre de

fluorescence et I’écart-type de la série A. (code : 1000216)
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F1GURE B.8 — La concentration de MU modélisée et I'erreur relative de la série A. (code : 100216)
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FIGURE B.9 — L’'unité d’intensité de fluorescence de MU mesuré avec le spectrophotométre de

fluorescence et ’écart-type de la série B. (code : 1000218)
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F1GURE B.10 — La concentration de MU modélisée et l'erreur relative de la série B. (code :

100218)
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FIGURE B.11 — L’unité d’intensité de fluorescence de MU mesuré avec le spectrophotomeétre de

fluorescence et ’écart-type de la série C. (code : 1000302)
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F1GURE B.12 — La concentration de MU modélisée et lerreur relative de la série C. (code :
100302)
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Annexe C

Protocoles de mesure de 'activité

enzymatique d’FE. colz

Réactifs

Tampon de phosphate

Préparer 12.5g/1 K H,PO, (M = 136.09 gmol™!) dans de I’eau desionisée et ajuster le pH
a6.9.

Le tampon est utilisé pour maintenir le pH optimal pour la réaction enzymatique.

Solution de MUGIu

Préparer une solution de 1.10 g/l MUGlu et 40ml/1 de 1/100 (vaol/vol)Triton X-100 dans

le tampon de phosphate.

Préparer seulement la quantité nécessaire pour 1'utilisation immédiate.

Composition finale par essai : 3.3 mg MUGIu et 8 ul Triton X-100. 4-Methylumbelliferyl-
B-D-glucuronide dihydrate (MUGIu) : Cy6H609.2H,0 : M = 388.32 gmol ™! (conservation

a -15 °C, protégée de la lumiére)

MUGIu est hydrolysé par I’enzyme 3-D-glucuronidase en glucuronide et 4-methylumbelliferone
(MU). MU est fluorescent. Triton X-100 est un agent de surface non-ionique et est utilisé

pour augmenter la perméabilité des membranes des cellules bactériennes.

136



Annexe C. Protocoles de mesure de l'activité enzymatique d’E. coli

Solution de NaOH (3M)

Préparer 120 g/l NaOH (M = 40.00 g mol™!) dans de 'eau desionisée.
La solution de NaOH est utilisée pour ajuster le pH du tampon de phosphate et pour

ajuster le pH des aliquotes & 10.7 pour une fluorescence maximale

Courbes d’étalonnage de MU

Préparer une solution mére de MU : 1072 mol/l MU en méthanol (MU, 4-methylum-
belliferone, M= 176.17 g/mol). Préparer a partir de la solution mére de MU des solutions
de 107%mol/1, 10~¥ mol/1 et 1072 mol/l MU dans le tampon de phosphate a pH 10.7.

La réponse du spectrophotomeétre de fluorescence (Cary Eclipse Fluorescence spectropho-

tometer, Varian) est linéaire dans ces deux plages.

Protocole A

chauffer un bain & 44.5°C

e chauffer les échantillons & température piéce

e préparer la solution de MUGIu dans le tampon de phosphate dans un erlenmeyer de
150 ml (3 ml solution de MUGIu dans 17 ml tampon de phosphate) et chauffer la dans le
bain a 44.5°C (15 minutes)

e filtrer un échantillon (+ 100 ml, dépendant de la charge en MeS) sur un mized cellulose
easter filtre (0.45um pores, 47mm &, Whatman) + glass microfibre filtre (47mm @,
Whatman)

e prélever une aliquote de 3ml (concentration initiale) et ajouter les deux filtres (temps
= Omin)

e homogénéiser avant de prélever les aliquotes

e prélever des aliquotes de 3ml (temps= 5, 10, 15, 20, 25 min)

e ajuster le pH des aliquotes a 10.7 (50 ul 3M NaOH (calibrer))
ajuster le pH de l'aliquote a 10.7 (£150 ul 3M NaOH (calibrer)) et filtrer (Millex-HV,
0.45 pm pores)

e mesurer la fluorescence & A\ excitation 362nm et A émission 445 nm

Protocole B

e chaufler un bain & 44.5°C
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Annexe C. Protocoles de mesure de l'activité enzymatique d’E. coli

chauffer les échantillons & température piéce

préchauffer 34 ml du tampon de phosphate dans le bain & 44.5°C (15 minutes)

filtrer un échantillon (£ 100 ml, dépendant de la charge en MeS) sur un mized cellulose
easter filtre (0.45 um pores, 47mm &, Whatman) + glass microfibre filtre (47 mm @,
Whatman)

ajouter les deux filtres (temps = 0 min)

a temps = 10 min, homogénéiser et prélever 17 ml du surnageant

ajouter 3ml aux deux erlemeyers et prélever une aliquote de 3ml (temps = 10 min,
concentration initiale)

prélever des aliquotes de 3ml (temps= 15, 20, 25, 30, 35 min)

ajuster le pH des aliquotes & 10.7 (£50 ul 3M NaOH (calibrer))

ajuster le pH de l'aliquote & 10.7 (£150 ul 3M NaOH (calibrer)) et filtrer (Millex-HV,
0.45 pm pores)

mesurer la fluorescence a A excitation 362nm et \ émission 445 nm

Protocole C

chauffer un bain a 44.5°C

chauffer les échantillons a température piéce

préparer 20 ml la solution de MUGIu dans le tampon de phosphate dans un erlenmeyer
de 150 ml et chauffer la dans le bain a 44.5°C (15 minutes)

filtrer un échantillon (£ 100 ml, dépendant de la charge en MeS) sur un mized cellulose
easter filtre (0.45 um pores, 47 mm ®, Whatman) + glass microfibre filtre (0.45 um pores,
47mm ¢, Whatman)

prélever une aliquote de 9ml (concentration initiale) et ajouter les deux filtres (temps
= O min)

ajuster le pH de l'aliquote a 10.7 (£150 ul 3M NaOH (calibrer)) et filtrer (Millex-HV,
0.45 pm pores)

rincer le filtrer avec de I'eau afin de le réutiliser pour la deuxiéme aliquote.

prélever une aliquote de 9ml (concentration finale) (temps = 30 min)

ajuster le pH des aliquotes a 10.7 (£150 ul 3M NaOH (calibrer)) et filtrer (Millex-HV,
0.45 pm pores)

mesurer la fluorescence a \ excitation 362 nm et A émission 445 nm
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