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Résumé

RESUME

‘Les Hydrocarbures Aromatiques Polycycliques (HAP) sont des molécules qui posent un
grave probléme environnemental & cause de leurs propriétés toxiques, cancérigénes, voire
tératogénes.

Les sites d’anciennes usines a gaz ou les mines sont souvent pollués par ces produits issus
de la combustion incompléte de matiéres organiques.

Notre travail a été réalisé a partir d’échantillons de sol issus d’un site d’ancienne usine 2
gaz contaminé par des HAP. Une dépollution biologique sur terres excavées, sur le site, devait
débuter quand ce travail de thése a commencé.

Nous avons d’abord étudié la biodégradabilité naturelle des 16 HAP ciblés par I’Agence
de Protection de I’Environnement des Etats-Unis (U.S. E.P.A.) & partir d’échantillons de sol
prélevés sur le site.

Pour cela, nous avons étudié leur biodégradabilité pour différents parameétres
environnementaux : humidité du sol, pH du sol, aération (par addition ou non de sciure) et
température.

Nous avons ainsi mis en évidence une biodégradation naturelle pouvant atteindre 90%
pour les HAP de 2 2 4 cycles, alors que les HAP de 5 et 6 cycles sont peu ou pas biodégradés.
Les variations des différents paramétres environnementaux ont une influence sur la cinétique de
dégradation des HAP étudiés, mais pas sur les teneurs finales des HAP (équilibre non déplacé).

Nous avons également procédé a la sélection en batch de micro-organismes, issus du sol
pollué échantillonné, capables de croitre sur différents HAP de 3 et 4 cycles (fluorene,
phénanthreéne, anthracéne, fluoranthéne et pyréne) comme seule source de carbone.

Quatre consortia de micro-organismes (des bactéries) se sont révélés intéressants pour
leur versatilité d’utilisation des HAP et leurs capacités de dégradation. Les souches impliquées
dans ces consortia ont été identifi€es par des méthodes classiques de microbiologie.

Leur croissance sur les HAP (cristaux) semble limitée par des phénomenes de transfert
vers la phase aqueuse. L’addition de surfactant pour augmenter la solubilité apparente et la
disponibilité des HAP dans le milieu a des effets variés et contradictoires en fonction des HAP et
des consortia.

Des métabolites, non identifi€s, de la dégradation des HAP par les micro-organismes ont
été mis en évidence dans les surnageants de culture, ce qui semble indiquer que la dégradation
des HAP par les micro-organismes sélectionnés est partielle.

Nous avons ensuite étudié la dégradation des 16 HAP cibles dans des microcosmes de sol
pollué inoculés avec les consortia sélectionnés.

Les premiers essais ont été réalisés sur un sol stérilisé par autoclavage dans le but
d’évaluer les capacités propres des 4 consortia & dégrader des HAP dans une matrice complexe.
Seule la dégradation des HAP de 3 et 4 cycles a pu ainsi étre mise en évidence.

Les essais suivants ont été réalisés dans des microcosmes de sol non stérile (naturel)
inoculés avec 2 consortia dans le but d’évaluer leur comportement dans un environnement déja
peuplé de micro-organismes et leur apport en inoculation d’un sol réel. Is accélerent le processus
de biodégradation, mais ne réduisent pas les teneurs finales en HAP.
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Une pollution est définie comme une nuisance ou un risque pérenne pour les personnes ou
I’environnement. :

En 1994, date a laquelle ce travail a commencé, 669 sites pollués ont été recensés en
France par le Ministére de I’Environnement (Ministére de I’Environnement, 1994).

Parmi ces 669 sites, la nature de la pollution de 431 sites était identifiée, 66 de ces sites
étant pollués par des Hydrocarbures Aromatiques Polycycliques (HAP).

Les HAP posent un probléme environnemental dans la mesure ou ils ont des propriétés
toxiques, cancérigénes, voire méme tératogénes.

IIs sont présents dans les combustibles fossiles et sont formés au cours de la combustion
incompléte de maticre organique.

Les HAP sont des composés hydrophobes et leur persistance dans les écosystémes est due
principalement a leur faible solubilité aqueuse. Ils ont tendance a s’adsorber sur les sols et les
sédiments a cause de leur caractére hydrophobe.

L’hydrophobie, la persistance environnementale et la génotoxicité augmentent avec la
taille des HAP. Les problémes de toxicité vont de la toxicité chronique a la cancérogénése.

Le devenir possible des HAP dans I’environnement inclut la volatilisation, la
photooxydation, I’oxydation chimique, la bioaccumulation, 1’adsorption aux particules de sol, la
lixiviation et la dégradation microbienne.

Des études récentes ont montré que la dégradation microbienne des HAP est le processus
principal de décontamination des sédiments et des sols de surface.

Ces composés peuvent €tre minéralis€s ou partiellement transformés, soit par une
communauté de micro-organismes, soit par un micro-organisme particulier.

Les techniques d’extraction par dégazage sous vide ou par pompage, sont peu efficaces
sur les sols contaminés par les HAP & cause des propriétés physico-chimiques de ces composés.
Aussi, la biorémédiation des sols contaminés par les HAP est un moyen alternatif de
détoxification qui peut remplacer les méthodes traditionnelles comme I’incinération.

La dépollution biologique est un moyen plus doux et naturel puisqu’il s’agit d’exploiter
les capacités de la nature.

Aussi, le probléeme environnemental des HAP couplé a I’intérét de leur biodégradation
nous a conduits & entrer en contact avec la société ICF Environnement qui a travaillé notamment
sur le Grand Stade de France et était intéressée par des recherches concernant les HAP et les
processus de dépollution biologique.

Cette société a ainsi mis a notre disposition des échantillons de sol prélevés sur un site
d’ancienne usine a gaz contaminé par des HAP, site dont la biorémédiation a été initiée
simultanément a nos travaux.

Le but de notre travail était donc d’étudier des parametres environnementaux intervenant
dans le processus de dépollution pour évaluer leur influence sur I’efficacité de la biorémédiation
(vitesse de dégradation et teneurs finales des HAP) naturelle par la microflore indigéne du sol.
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Une méthode souvent préconisée dans la littérature pour améliorer la biodégradation est
I'inoculation du sol pollué avec des micro-organismes adaptés a la dégradation. Aussi, nous
avons sélectionné en batch des bactéries a partir de la microflore indigéne du sol en raison de leur
capacité a utiliser des HAP de 3 et 4 cycles comme seule source de carbone. Il est intéressant de
travailler avec des micro-organismes indigénes car des souches exogénes ont souvent plus de
difficultés a s’adapter & 1’environnement du sol quand elles y sont inoculées.

Nous avons utilisé des HAP de 3 et 4 cycles car ils sont biodégradés naturellement dans le
sol, ce qui n’est pas le cas des HAP plus gros : nous avions donc davantage de chances de réussir
la sélection, ce qui nous a permis de mettre au point le protocole de sélection. Nous espérions en
outre que ces micro-organismes seraient capables de dégrader les HAP plus gros, soit
directement, soit par cométabolisme.

Nous avons ensuite étudié les capacités de dégradation de ces rmcro-orgamsmes en batch,
puis en microcosmes de sol.

La partie bibliographique comporte trois chapitres. Le premier chapitre (I) concerne les
micro-organismes présents dans le sol, leur nature, 1’influence des facteurs physico-chimiques sur
leur activité, les phenomenes d’adaptation a la dégradation des xénobiotiques et les interactions
possibles entre micro-organismes.

Le deuxieme chapitre (II) concerne I’interaction entre le sol et les polluants. Elle est
fonction de la molécule polluante, de la nature du sol et se traduit en termes de coefficients
d’adsorption et de mobilité de la molécule organique.

Le troisieme chapitre (IIT) de 1a bibliographie concerne la pollution des sites d’anciennes
usines a gaz, en particulier par les HAP, les caractéristiques physico-chimiques des HAP et leur
biodégradation.

La deuxiéme partie, Matériels et Méthodes, qui correspond au quatrieme chapitre (IV),
expose les protocoles utilisés dans notre travail.

La troisieéme partie, Résultats et Discussion, comporte 4 chapitres.

Le chapitre V traite de la biodégradation naturelle des HAP en microcosmes de sol en
fonction de différents parameétres environnementaux (humidité, pH, aération, température). Cela
permet de déterminer les HAP biodégradables, leur taux et leur vitesse de dégradation en fonction
des parameétres physico-chimiques étudiés.

Le chapitre VI concerne la sélection et I’identification des bactéries (consortia) capables
d’utiliser des HAP de 3 et 4 cycles comme seule source carbonée.

Le chapitre VII présente I’étude de la croissance de ces consortia sur différents HAP, de
la dégradation des HAP, de I’influence de I’addition d’un surfactant (Tween 80) sur I’utilisation
des HAP par ces consortia, et des métabolites de la dégradation des HAP.

Enfin, le dernier chapitre (VIII) s’intéresse d’abord a l’inoculation des consortia
sélectionnés dans des microcosmes de sol stérilisé pollué par des HAP pour déterminer leurs
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capacités de dégradation des HAP dans un sol. Ensuite, il présente les résultats de I’inoculation
de sol pollué non stérile avec deux consortia sélectionnés pour évaluer I’effet que peut avoir

I’inoculation avec ces micro-organismes sur la biodégradation naturelle (vitesse et teneurs
finales) des HAP dans le sol.
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CHAPITRE I : LES MICRO-ORGANISMES DES SOLS

Les organismes du sol appartiennent, d’une part a tous les groupes connus de
micro-organismes (bactéries, actinomyceétes, champignons, algues, protozoaires) (Alexander,
1977 ; Paul and Clark, 1989), et d’autre part a certains groupes d’animaux, essentiellement
des nématodes, des annélides et des arthropodes (Paul and Clark, 1989). La Figure I-a illustre
cette diversité et souligne les interactions et les relations trophiques qui existent dans ce
milieu. Les plantes n’interviennent pas seulement comme source ou apport d’énergie, mais
aussi comme organisme interagissant avec les micro-organismes.

Figure I-a : Les différents groupes d’organismes présents dans lcm’ d’un horizon
de surface d’un sol de prairie (Paul and Clark, 1989).

1.1 - Classification rapide

Les micro-organismes constituent, indépendamment des animaux et des végétaux, un
troisiéme groupe d’organismes, les protistes. Ils sont unicellulaires ou multicellulaires, mais
ne présentent pas de différenciation en tissus et organes. Ils comprennent 2 groupes : les
protistes inférieurs ou procaryotes et les protistes supérieurs ou eucaryotes.

Les procaryotes sont dépourvus de véritable noyau et contiennent une molécule simple
d’ADN souvent circulaire. Ils comprennent les bactéries, les actinomycetes (bactéries
filamenteuses) et les Cyanophycées (algues bleu-vert).

Les eucaryotes possédent un noyan pourvu d’une membrane nucléaire et des
chromosomes. Ce sont les champignons, les algues, les protozoaires, ces deux derniers
groupes représentant une biomasse moins importante dans le sol (Tableau I.1-a).
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()rganismes. Nombre (UFC/g de sol sec)

BACTERIES 108

ACTINOMYCETES 1053 106
CHAMPIGNONS . 105

ALGUES 1044 10°
PROTOZOAIRES 10¢

Tableau I.1-a : Abondance des micro-organismes dans les sols (Bonneau et Souchier,
1994).

I.2 - Bactéries, Actinomyceétes, champignons et algues

I.2.1 — Bactéries

Les bactéries sont les organismes les plus nombreux du sol (Tableau I.1-a). Elles sont
unicellulaires, parfois mobiles et leur taille peut varier de 0,2 2 10 pm. Des échanges de
matériel génétique se produisent par conjugaison (transfert de matériel génétique d’un
donneur vers un receveur avec contact direct), par transduction (transfert direct d’ ADN par un
virus attaquant la bactérie), ou par transformation (transfert d’un fragment de matériel
chromosomique d’une bactérie donatrice 4 une bactérie réceptrice, sans contact direct).

Il existe plus de 200 genres bactériens différents. Parmi les plus représentés dans le
sol, on peut citer (Alexander, 1977) :

- les Arthrobacter, Gram variables a croissance lente, qui peuvent représenter 5 a2 60%
des colonies,

- les Pseudomonas, Gram- mobiles, représentant 3 & 20% des UFC (unités formant
colonie). IIs utilisent une grande variété de substrats organiques : sucres, acides aminés, acides
humiques, huiles et de nombreux pesticides,

- le genre Bacillus, batonnets sporulants Gram+ ou Gram variables, souvent mobiles,
qui est également bien représenté dans les sols : de 7 4 67%,

- les Clostridium, bactéries anaérobies utilisées pour la production d’alcool et de
solvants.

1.2.2 - Actinomycétes

Ce sont des bactéries hétérotrophes qui forment une structure végétative de type
mycélien, plus fine que celle des champignons (1,0 4 1,5 pm).

Dans le sol, les genres les plus fréquents sont les Streptomyces qui représentent jusqu’a
90% des genres identifi€s, et les Nocardia. IIs sont particulierement aptes & dégrader des
substances organiques difficilement décomposables et produisent des vitamines et des
antibiotiques (Bonneau et Souchier, 1994).

1.2.3 - Champignons

Bien que moins nombreux que les bactéries dans les dénombrements sur boite de Pétri,
les organismes hétérotrophes eucaryotes que sont les champignons sont les principaux
responsables de la décomposition des résidus organiques dans les sols. IIs sont divisés en
sous-groupes selon leurs caracteéres morphologiques.

Les Basidiomycetes appartiennent a la classe des champignons dits supérieurs. Ce sont
des décomposeurs trés actifs de résidus ligneux comme la cellulose et/ou la lignine. Le
nombre d’espéces fongiques dégradant la lignine a été estimé a 2.000 (Gilbertson, 1980) ;
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elles sont classées en fonction du type de pourriture du bois, qui correspond a différents types
d’attaques enzymatiques : pourriture brune et pourriture blanche.

1.2.4 - Algues

Les algues microscopiques sont des organismes unicellulaires, groupés en colonies ou
filamenteux. Leurs principales activités dans les sols sont la fixation du CO,, la fixation
biologique de 1’azote, et la consolidation des surfaces. Leur capacité a solubiliser des
minéraux, a produire des substances de croissance pour les plantes et & absorber ou dégrader

les polluants des sols a été soulignée dans la littérature (Warshawsky et al., 1988).

1.2.5 - Répartition dans les sols

Dans les sols, les micro-organismes sont beaucoup plus nombreux dans les litiéres, les
horizons de surface et la rhizosphe¢re des plantes ol les conditions énergétiques et
nutritionnelles sont les meilleures (Tableau 1.2.5-a).

Micro-organismes Nombre UFC/g de matiére séche
Grands groupes taxonomiques )

Bactéries 1200.10¢ 50.10¢
Actinomyceétes 46.10¢ 7.10¢
Champignons 12.105 105
Protozoaires 24.102 103
Algues 5.108 27.10°
Groupes nutritionnels bactériens

Ammonifiants 500.106 4.10¢
Anaérobies 12.106 6.10¢
Dénitrifiants 126.106 10°

Tableau 1.2.5-a : Compara.lson de la population microbienne d’un sol rhizosphérique
et d’un sol non-rhizosphérique (Bonneau et Souchier, 1994).

1.3 - Activités microbiennes dans les sols

L’activité des micro-organismes du sol ne se manifeste que si les conditions
énergétiques et nutritionnelles sont satisfaites. Les nutriments doivent répondre a 3 besoins :
fournir de 1’énergie pour la croissance cellulaire, fournir des matériaux pour la synthése des
constituants cellulaires et &tre utilisables comme accepteurs des électrons libérés au cours de
la production d’énergie (Figure 1.3-a).

Les écologistes microbiens ont identifi€ des limites de conditions environnementales
critiques qui affectent I’activité des micro-organismes du sol (Tableau I1.3-a).

Beaucoup de ces conditions sont contrdlables et peuvent &tre modifi€es pour
augmenter la biodégradation des composés organiques, si cela est nécessaire.
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Donneurs d'électrons Acerptenrs d'électrons
Inorganiques Fe?, NH;, § 2', Ses 0, '
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so:-

co,

Organiques
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structure
cellulaire
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et inorganiques Produits finaux og

intermédiaires du
métabolisme
(acides, complexants...)

Figure 1.3-a : Schéma général de I’activité microbienne.

Facteurs environnementaux

Niveaux optima

Eau du sol disponible 25-85% de la capacité de rétention de I’eau; potentiel
hydrique = 0,01MPa
Oxygéne Meétabolisme aérobie :
oxygene dissous > 0,2 mg/l ; pores remplis 2 10% d’air
minimum

Métabolisme anaérobie :
‘oxygeéne < 1% en volume

Potentiel redox Aérobies et aérobies facultatifs : > 50 mV
Anaérobies : <50 mV; pH = 5,5-8,5
Nutriments Suffisamment d’azote, de phosphore et d’autres nutriments

pour ne pas inhiber la croissance microbienne (le ratio
conseillé de C:N:P est de 120:10:1).
Température 15-45°C (mésophiles)
Tableau I.3-a : Optima des conditions environnementales pour la croissance
microbienne (Sims et al., 1990).

L.3.1 - Facteurs physico-chimiques

13.1.1-TL’eau

L’eau est nécessaire a la vie microbienne et le potentiel hydrique (y, qui correspond &
I'énergie avec laquelle l'eau est retenue dans le sol) contre lequel les micro-organismes
doivent extraire I'eau du sol régule leur activité.

v =RT.In(a,/V)

ou:

R : constante des gaz parfaits

T : température (K)
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V : volume molaire partiel
a,, : activité de I'ean
 : potentie]l hydrique (en -MPa ou -bar)

Les micro-organismes qui ont besoin de 1'eau pour leur métabolisme sont capables de
la désorber méme & des potentiels trés élevés. Le potentiel hydrique de 1’eau pure est nul.

L’activité de I’eau dépend du nombre de moles d'eau, du nombre de moles de soluté et
des coefficients d'activité pour l'eau et le soluté. Par définition, 1’activité de 1’eau distillée
libre est 1,0. La plupart des micro-organismes exige une activité de l'eau voisine de 0,96 pour
avoir un métabolisme actif, mais des champignons et des lichens peuvent croitre a des
activités de 0,6 (Tableau 1.3.1.1-a).

Activité de Bactéries Champignons
I'eau (a,)
1,00 Caulobacter
Spirillum
0,90 Lactobacillus Fusarium
Bacillus Mucor
0,85 Staphylococcus Debaromyces
0,80 Penicillium
0,75 Halobacterium Aspergillus
0,60 Saccharomyces rouxii
Xeromyces bisporus

Tableau L.3.1.1-a : Activités de l'eau requises pour la croissance de divers micro-
organismes (Atlas and Bartha, 1993).

L’eau du sol sert aussi de milieu de transport a travers lequel de nombreux nutriments
et composés organiques diffusent jusqu’a la cellule microbienne, et grice auquel les déchets
métaboliques sont éliminés. Les mouvements de l'eau, liés au potentiel hydrique, sont a
l'origine du transfert des substrats, nutriments et gaz, dissous dans les agrégats du sol. IIs
interviennent surtout lorsque le potentiel hydrique est élevé. L’eau affecte aussi I'état
d’aération du sol, la nature et la quantité de produits solubilisés, la pression osmotique
sol-eau, ainsi que le pH du sol (Paul and Clark, 1989).

Un exces d’humidité peut affecter négativement 1’activité microbienne en empéchant
le mouvement de I'air et donc en diminuant la quantité d’oxygene disponible, source
principale d'accepteurs d'électrons pour la majorité des micro-organismes du sol (Alexander,
1977).

Si I’oxygene est consommé plus rapidement qu’il n’est remplacé par diffusion, un sol
aérobie peut devenir anaérobie : la teneur en eau des sols peut donc modifier les activités
microbiennes. La modification quantitative et qualitative des populations microbiennes au
cours de la diminution de la teneur en eau du sol est directement liée a la capacité de ces
populations a extraire 1'eau retenue dans les pores trés fins ou a la quantité d'air disponible.
Les populations fongiques, aérobies strictes, vont croitre avec la baisse de la teneur en eau a
laquelle certaines pourront résister jusqu'a des valeurs correspondant a des potentiels
hydriques de -500 bar.

La disponibilité de 'eau dans les sols est traditionnellement mesurée en relation avec
la WHC (pour Water Holding Capacity) du sol. La quantité d'eau qui reste dans un sol apres
saturation du sol en eau et écoulement libre de I'eau est définie comme une WHC de 100. Les
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conditions optimales pour 1'activité des micro-organismes aérobies du sol sont situées entre
50% et 70% de la WHC, ce qui correspond 2 une activité de 1'eau entre 0,98 et 0,99. Si le sol
contient plus d'eau que cela, il y a des interférences avec la disponibilité de 1'oxygéne (Atlas
and Bartha, 1993). :

L3.1.2 - L’oxygeéne

Si l'accepteur d'électrons du métabolisme microbien est I'oxygene, la respiration est
aérobie ; s'il est minéral, autre que l'oxygéne (NO;~, NO,, Mn#, Fe*, SO, CO,), la
respiration est anaérobie. Si 1'accepteur est un composé organique (comme l'acide pyruvique),
il s'agit d'une fermentation (Figure 1.3-a).

Une large fraction de la population microbienne du sol utilise 1’oxygéne comme
accepteur terminal d’électrons dans son métabolisme. Dans les strates élevées du sol, les
chemins de dégradation sont donc essentiellement aérobies (Sims et al., 1990).

Les niveaux d’oxygéne dans le sol peuvent étre maintenus :

- par la prévention de la saturation en eau

- par la présence de sable

- en évitant le compactage du sol

- en limitant I’addition de produits carbonés.

L.3.1.3 - Le potentiel d’oxydo-réduction
De nombreuses réactions enzymatiques sont des réactions d'oxydo-réduction dans

lesquelles un composé est oxydé et un autre réduit. La capacité d'un organisme a réaliser des
réactions d'oxydo-réduction dépend de 1'état oxydo-réducteur de l'environnement. Un
potentiel redox (E,) positif indique un environnement qui favorise les oxydations, alors qu'un
E;<0 indique un environnement réducteur (Paul and Clark, 1989).

Les micro-organismes aérobies stricts ne peuvent étre métaboliquement actifs qu'a
E;>0, alors que les anaérobies stricts ne le sont qu'a E,<0 (Sims et al., 1990). Les anaérobies
facultatifs peuvent agir sur une large gamme de potentiels en utilisant 1'oxygéne comme
accepteur d'électrons a E;>0, et par fermentation ou en utilisant des accepteurs d'électrons
comme le fer ferrique ou les ions nitrates & E, faibles (Atlas and Bartha, 1993).

La solubilité de certains nutriments est fortement affectée par les valeurs de E,. Ainsi,
quand E, est grand, le fer et le manganése existent respectivement sous les formes Fe+ et
Mn*, qui sont insolubles et souvent non disponibles pour la croissance microbienne. Par
contre, quand E, est faible, ces métaux existent sous les formes bivalentes Fe?* et Mn?, qui
sont solubles et disponibles pour la croissance microbienne.

Le potentiel redox est fortement influencé par la présence ou l'absence d'oxygéne
moléculaire : les environnements en équilibre avec I'oxygeéne atmosphérique ont des potentiels
redox autour de +800 mV. Le potentiel redox des eaux aérobies naturelles est entre 400 et
500 mV, & cause de I'activité microbienne. De faibles potentiels redox peuvent étre dus a une
importante croissance de micro-organismes hétérotrophes qui mobilisent tout l'oxygene
disponible (Atlas and Bartha, 1993).

I13.14-1epH
Les micro-organismes ne peuvent en général pas tolérer des valeurs de pH extrémes.

Sous des conditions fortement acides ou alcalines, certains composants de la cellule
microbienne peuvent étre hydrolysés ou des enzymes dénaturées. L'acidité et l'alcalinité des
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milieux permettent de distinguer des organismes acidiphiles, acidotolérants, neutrophiles,
alcalinotolérants, basiphiles ou alcalinophiles (Tableau 1.3.1.4-a).

|

Organismes Minimum | Optimum | Maximum
Escherichia coli 4,4 6,0-7,0 9,0
Proteus vulgaris 4.4 6,0-7,0 8,4
Enterobacter aerogenes 4,4 6,0-7,0 9,0
Pseudomonas aeruginosa 5,6 6,6-7,0 8,0
Erwinia carotovora 5,6 7,1 9,3
Clostridium sporogenes 5,5-5,8 6,0-7,6 8,5-9,0
Nitrosomas spp. 7,0-7,6 8,0-8,8 9,4
Nitrobacter spp. 6,6 7,6-8,6 10,0
Thiobacillus thiooxidans 1,0 2,0-2,8 6,0
Lactobacillus acidophilus 4,0 4,6-5,8 6,8
Bacillus acidocaldarius 2,0 3,5 6,0
Thermoplasma acidophilus 1,0 1,5 4,0
Sulfolobus acidocaldarius 1,0 2,5 4,0
Bacillus alcalophilus 8,5 9,5 11,5

Tableau 1.3.1.4-a : pH minimum, optimum et maximum de différentes bactéries
(Atlas and Bartha, 1993).

La plupart des micro-organismes croissent a des pH compris entre 5,0 et 9,0 avec des
pH optima voisins de la neutralité, mais quelques espéces croissent a des pH inférieurs a 2,0
ou a des pH supérieurs & 10,0. Les bactéries d'un méme genre peuvent avoir des activités dans
des domaines trés différents de pH. Les champignons sont souvent plus tolérants aux
conditions acides (pH<5) que les bactéries (pH de 6 a 8).

Le pH affecte les micro-organismes et les enzymes microbiennes, mais aussi la
dissociation et la solubilit¢ de nombreuses molécules qui agissent directement sur les
micro-organismes. Le pH détermine en partie la solubilité du CO,, la disponibilit¢ de
nutriments comme l'ammonium et les phosphates, la mobilité des métaux lourds, comme le
cuivre, qui sont toxiques pour les micro-organismes (Atlas and Bartha, 1993). La solubilité du
phosphore est ainsi maximisée a pH=6,5 (Sims et al., 1990).

L3.1.5 - La température
Tous les micro-organismes ont une température optimale de croissance caractéristique

a laquelle ils ont leur plus fort taux de reproduction et de croissance. Ils ont aussi des
températures minimales de croissance en-dessous desquelles ils sont métaboliquement inactifs
et ne croissent pas, ainsi que des limites supérieures de température au-dela desquelles ils ne
réussissent pas a croitre. La température optimale de croissance et la gamme des températures
qu'un micro-organisme peut tolérer déterminent la survie d'un micro-organisme et le role qu'il
va jouer dans un écosystéme donné (Atlas and Bartha, 1993).

Quelques micro-organismes peuvent croitre en-dessous de 0°C, d'autres au-dessus de
100°C. On distingue des micro-organismes psychrophiles, mésophiles et thermophiles, qui
croissent respectivement & des températures basses (<15°C), moyennes (de 15 4 45°C) et plus
élevées (>45°C) (Bonneau et Souchier, 1994). Des thermophiles extrémes (90°C-110°C) ont
été mis en évidence avec une température optimale de 105°C et pas de croissance en-dessous
de 85°C (Fisher et al., 1983).
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En plus d'affecter la survie et la croissance, la température affecte les activités
métaboliques des micro-organismes. En général, une augmentation de température qui ne tue
pas les micro-organismes résulte en une augmentation des activités métaboliques. Le
changement d'activité enzymatique causé par une augmentation de 10°C est connu comme le
Qio- |

Q1o = (activité a la température T + 10°C)/(activité a la température T)

En général, les enzymes ont un Q,, voisin de 2, c'est-a-dire qu'une augmentation de
10°C dans la zone tolérée par 1'enzyme résulte en une activité doublée. Le Tableau 1.3.1.5-a
donne des valeurs de Qio pour certaines enzymes.

Enzyme Quo

- Catalase 2,2 (10°C-20°C)
Maltase 1,9 (10°C-20°C)

Maltase 1,4 (20°C-30°C)

Oxydase succinique | 2,0 (30°C-40°C)

Uréase 1,8 (20°C-30°C)

Tableau 1.3.1.5-a : Valeurs de Q,, pour quelques enzymes (Atlas and Bartha, 1993)

1.3.1.6 - La salinité

La salinité exerce un effet osmotique sur les micro-organismes, qui ont aussi des
besoins en sels comme NaCl, KCl et MgCl,. Les fortes concentrations ont tendance a
dénaturer les protéines, c’est-a-dire & casser la structure tertiaire des protéines qui est
essentielle & I’activité enzymatique (Atlas and Bartha, 1993). La plupart des micro-organismes
ont des besoins limités en sels et sont inhibés par des teneurs en NaCl supérieures a 2%, sauf
les espéces halophiles (bactéries, champignons, algues) qui croissent en milieux salins et
supportent bien des teneurs en NaCl de 15%, comme Brevibacterium halotolerans (Bonneau
et Souchier, 1994).

1.3.1.7 - Les nutriments

De nombreux composés inorganiques sont des nutriments essentiels pour les
micro-organismes et d'autres leur sont toxiques (Stotzky and Norman, 1964).

Les composés inorganiques importants en écologie microbienne sont (Atlas and
Bartha, 1993):

- des gaz : oxygene, dioxyde de carbone, monoxyde de carbone, hydrogene, azote,
sulfure dhydrogeéne, oxyde nitreux,

- la forme élémentaire du soufre,

-les cations : ammonium, fer ferreux, fer ferrique, magnésium, calcium, silice,
sodium, potassium, bore, cobalt, cuivre, manganése, molybdéne, vanadium, nickel, zinc,
mercure, cadmium et plomb,

-les anions : phosphate, carbonate, bicarbonate, sulfure, sulfate, nitrite, nitrate,
chlorure, chlorate, bromure, fluorure, silicate et arsénate.

Les métaux lourds ont une place & part dans les nutriments. Certains sont nécessaires a
1'état de trace, mais ils peuvent étre toxiques a de relativement faibles concentrations (Gadd,
1990). 1Is sont solubles a bas pH, alors qu'ils précipitent aux pH élevés, ce qui réduit leur
toxicité. Ils se fixent également sur la matiére organique, et leur effet est le méme.

L'azote sous forme gaz est une forme inerte d'azote pour la plupart des
micro-organismes. Les nutriments les plus importants contenant de l'azote sont les ions
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ammonium, nitrate et nitrure. L'azote est nécessaire a la formation des protéines (Atlas and
Bartha, 1993).

Le phosphore est nécessaire 2 la production d'ATP et a la synthése de la membrane
phospholipidique. Toutefois, de fortes concentrations peuvent inhiber la croissance
microbienne. Les concentrations en azote et phosphore disponibles limitent souvent la
productivité et la décomposition dans les habitats aquatiques (Atlas and Bartha, 1993).

Des ajouts d'azote et de phosphore disponibles sont souvent réalisés pour augmenter la
productivité en aquaculture. L'élimination de la limitation en phosphate est parfois
indésirable, car elle peut mener 2 la prolifération d'algues ou de cyanobactéries.

Toutefois, I'addition contrdlée d'azote et de phosphore peut améliorer la décomposition
de polluants organiques (Sims et al., 1990). Par exemple, la biodégradation du pétrole dans
l'eau de mer est limitée 2 la fois par la teneur en azote et en phosphore ; cette barriére peut €tre
éliminée par l'addition de fertilisants oléophiles azotés et phosphorés. (Atlas and Bartha,
1972 ; Atlas, 1977).

Le soufre inorganique sert 2 la formation des protéines ; le fer est utilisé dans les
cytochromes ; le chlore sert essentiellement au maintien du fonctionnement de la membrane.

1.3.2 - Influence de la texture et de la structure du sol

1.3.2.1 - Interactions avec les argiles
La présence d'argiles, leur nature et leur teneur peuvent modifier l'activité, le

développement de populations et la survie de micro-organismes, mais leur réle reste a préciser
(Bonneau et Souchier, 1994). Divers effets des minéraux argileux ont €ét€ observés
(Dommergues et Mangenot, 1970).

La présence de montmorillonite favorise les transferts génétiques par conjugaison
(Weinberg and Stotzky, 1972). La présence d'argile limiterait la respiration et la croissance
des champignons, mais favoriserait celles des bactéries (Stotzky and Rem, 1966, 1967). La
biodégradation des produits organiques pourrait étre accélérée ou ralentie par la présence
d'argiles qui assurent aussi une protection contre les métaux lourds (Babich and Stotzky,
1977, 1979).

Ces effets ne sont encore pas bien expliqués, sauf quand les argiles, par leur capacité
d'échange, exercent un effet protecteur (adsorption de métaux toxiques et d'antibiotiques, effet
tampon sur le milieu) ou modifient la viscosité et les échanges gazeux. Les argiles protégent
aussi contre la dessication et assurent la survie ou le maintien de populations microbiennes
pendant de longues périodes de sécheresse (Bonneau et Souchier, 1994).

1.3.2.2 - Interactions avec les agrégats

Les bactéries et champignons du sol jouent un role important dans la formation et la
stabilité des agrégats du sol. Cette agrégation se produit par l'effet d'adhésion des produits du
métabolisme bactérien ou racinaire (essentiellement polysaccharidiques) et par
l'enchevétrement des particules de sol par les champignons filamenteux (Griffiths, 1965 ;
Tisdall and Oades, 1982 ; Molope et al., 1987). Les bactéries interviendraient dans la
formation de petits agrégats & I'échelle du micron, ol elles sont liées aux particules d'argiles
(Figure 1.3.2.2-a), chargées également négativement, par des ponts ioniques via des cations
multivalents.

On a d'abord considéré que la biomasse microbienne était plus particuliérement
localisée dans la fraction 2-50 um du sol, avec les matiéres organiques les plus stables (Ladd
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On a d'abord considéré que la biomasse microbienne était plus particulicrement
localisée dans la fraction 2-50 pm du sol, avec les matiéres organiques les plus stables (Ladd
et al., 1977a, 1977b). Puis Hattori (1988) a suggéré qu'il existait 2 types de répartition sur et
dans les agrégats : une biomasse relativement plus active, mais aussi plus sensible a 'action
des prédateurs se situerait & la surface des microagrégats (Vargas and Hattori, 1986 ;
Couteaux et al., 1988) et une biomasse plus passive serait localisée dans les microagrégats
dont I'abondance dépendrait de la teneur en argile du sol. Des chercheurs n'ont en revanche
décelé, sur des observations au microscope electromque, des microflores que dans des
agrégats (Kilbertus, 1980).

11 a été démontré récemment que la localisation de la biomasse dépend du type de sol,
de sa texture et de I'horizon étudié (Jocteur-Monrozier et al., 1991).
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Figure 1.3.2.2-a :
(Tisdall and Oades, 1982).

Interactions entre micro-organismes et agrégats dans les sols

L'agrégation joue aussi un r6le protecteur sur la minéralisation de 1'azote et du carbone.
Sa destruction mécanique accroit I'activité respiratoire du sol. L'activité microbienne dans les
agrégats, structure spatiale élémentaire, est réglée par la taille de I'agrégat et de ses ponts, qui
contrdle la colonisation par les micro-organismes, la diffusion des nutriments et 'humidité
(Bonneau et Souchier, 1994).

1.3.3 - Interactions entre micro-organismes
La croissance des micro-organismes a été le plus souvent étudiée et modélisée dans
des conditions de culture pure (Slater et al., 1979), alors que dans les sols ils se développent
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en présence d'autres organismes (micro-organismes, animaux, racines) et dans un systéme
poreux, ou ils sont le plus souvent fixés sur des constituants minéraux, organiques et
organo-minéraux. Divers types d’interactions peuvent exister entre des populations
microbiennes.

- Le neutralisme est une absence d’interaction microbienne.

Quand l'association de micro-organismes entraine un bénéfice réciproque sans que
cette association soit obligatoire pour leur existence et leur activité, il s’agit de synergisme.
Lorsqu’elle est obligatoire, c’est du mutualisme (ou symbiose). Quand une seule espece est
bénéficiaire de l'association, I'autre n'en étant pas affectée, il s’agit de commensalisme.

La compétition conduit a I'€limination d'un des organismes en lutte pour une quantité
limitée de nutriments ou d’autre ressource physique. On parle d’amensalisme, quand une
espece est supprimée, alors que la seconde n'est pas affectée, comme lors de la production de
substances toxiques. Le parasitisme et la prédation correspondent & une attaque directe d'un
organisme par l'autre (Alexander, 1977).

Les associations bénéfiques non symbiotiques se rencontrent fréquemment dans les
sols, comme celles qui associent des champignons cellulolytiques producteurs d'acides a des
bactéries consommatrices de ces acides (Bonneau et Souchier, 1994).

A co6té des relations bénéfiques ou neutres peuvent s'établir des relations de prédation
illustrées par les relations prédateurs-proies existant entre des protozoaires et des bactéries
(Danso et al., 1975 ; Couteaux et al., 1988).

1.4 - Les processus généraux de biodégradation

Les micro-organismes, et particulierement les bactéries, sont présents dans tous les
sols, parfois a des taux €levés. Ils représentent la voie majeure de dégradation des composés
organiques issus des végétaux.

L'introduction relativement soudaine de xénobiotiques (pour la plupart des molécules
organiques) ou le stockage massif de composés naturels peut dépasser la capacité de nettoyage
de l'écosysttme perturbé. Cela résulte en l'accumulation des polluants a des niveaux
préoccupants, voire dangereux.

La biorémédiation des sols exploite la diversité génétique et le caractére versatile du
métabolisme des micro-organismes pour la transformation des contaminants en produits
moins dangereux, qui sont ensuite intégrés dans les cycles géochimiques naturels. Elle
exploite le potentiel métabolique des micro-organismes existants par l'utilisation de nouvelles
fonctions cataboliques issues soit de la sélection, soit de l'introduction de génes codant pour
ces fonctions (Van der Meer et al., 1992 ; Gottschalk and Knackmuss, 1993). Les processus
de biodégradation se développent en général spontanément dans le sol, mais certains
nécessitent une phase plus ou moins longue d'adaptation a la dégradation de ces différents
produits.

1.4.1 - L'adaptation a la dégradation des xénobiotiques

La capacité des populations microbiennes de s'adapter & des produits chimiques
anthropogéniques est évidente lorsqu'on évoque l'enrichissement sélectif d'organismes
résistant aux antibiotiques qui a suivi l'utilisation intensive des antibiotiques.

Un nombre croissant de données suggére que des processus d’adaptation similaires se
produisent avec de nombreux autres contaminants. Les réponses de 1’adaptation incluent la
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sélection naturelle de mutants possédant les enzymes de dégradation avec des spécificités de
substrat larges, ou méme avec de nouvelles activités métaboliques.

Le phénomeéne d’adaptation peut étre défini comme les changements intervenant a la
suite d’une perturbation, et visant a rétablir un nouvel équilibre dans la communauté

microbienne. :

1.4.1.1 - Les mécanismes de ’adaptation

Trois types d’adaptation sont généralement proposés pour la biodégradation des
pesticides et autres polluants (Spain, 1990) :

- des micro-organismes dégradant le produit sont présents dans le sol, mais leur taux
de population est faible. Cette population va alors progressivement augmenter & un niveau
suffisant pour provoquer une disparition significative du produit (Aelion et al., 1987).

- ces micro-organismes sont présents, mais les enzymes nécessaires a la dégradation
doivent étre synthétisées. La phase de latence sera alors plus longue que précédemment.

- une adaptation génétique s’ajoute aux phénomeénes précédents. Elle se traduit sous la
forme d’un transfert de génes codant pour les enzymes de dégradation, ou par 1’acquisition de
nouvelles capacités par I’intermédiaire de mutations. La phase de latence est alors souvent trés

longue (Figure 1.4.1.1-a).
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Figure 1.4.1.1-a : Mise en évidence des phénomeénes d’adaptation dans les sols
(Martins, 1993). (1) = phase de latence ; (2) = phase de biodégradation.

Dans le cas de I’adaptation génétique des micro-organismes, 1’évolution correspond a
un processus de mutations spontanées des voies métaboliques préexistantes, ou bien a
Pexpression de nouvelles capacités cataboliques codées sur des fragments d’ADN,
généralement des plasmides, acquis par les micro-organismes (Van der Meer et al., 1992).

L’adaptation des micro-organismes dépend de nombreux facteurs environnementaux,
comme la concentration en polluant, le temps d’exposition, la concentration en
micro-organismes (Pritchard et al., 1987 ; Greer et al., 1990 ; Comeau et al., 1993), le pH
(cf.1.3). Il existe différentes raisons a cette barriére d’évolution.

La concentrdtion des polluants peut étre trop faible pour soutenir la croissance de
micro-organismes capables de les métaboliser. Bien que de faibles concentrations de polluant
puissent &tre nocives a des étres humains ou d’autres organismes, elles peuvent ne pas
appliquer une pression de sélection suffisante pour enrichir le sol en micro-organismes
capables de métaboliser ce polluant, en particulier en présence de substrats plus labiles
(Rittman and MacCarthy, 1980). Inversement, si la concentration est trop forte, la toxicité du
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polluant peut provoquer la mort de la totalité de la population microbienne, et cela avant que
les mutants capables de métaboliser les faibles concentrations de polluant puissent répondre
aux pressions de sélection et proliférer.

~ L’adaptation obtenue avec des concentrations élevées est en général moins stable au
cours du temps : des pertes d’activité ont alors été observées suite a la disparition de la
pression de sélection (Fournier, 1989). Elle est d’autant plus rapide que les molécules
polluantes sont structuralement proches de molécules naturellement présentes dans les sols.
C’est le cas pour les molécules aromatiques : les molécules polyphénoliques, dérivées des
végétaux (lignine, tanin, ...), abondent dans les sols.

1.4.1.2 - Les supports de 1’adaptation
Le support physique de 1’adaptation est une molécule d’ADN (Danganan et al., 1994),

et les capacités de dégradation sont portées soit par le chromosome bactérien, soit par des
éléments extra-chromosomiques (plasmides, transposons ou phages) (Van der Meer et al.,
1992 ; Gottschalk and Knackmuss, 1993).

Les virus bactériens (bactériophages) sont constitués de protéines entourant une
molécule d’ADN. Cette molécule est capable de s’intégrer a d’autres fragments d’ADN pour y
exprimer des génes spécifiques. Le prophage obtenu, qui n’est plus virulent, peut alors
exprimer des génes codant pour une voie catabolique nouvelle dans la cellule héte.

Les transposons sont des fragments d’ADN de petite taille, dont la particularité est de
posséder a leurs extrémités des séquences de nucléotides permettant leur insertion dans des
molécules d’ADN. Le transfert par conjugaison (transfert de matériel génétique d’un donneur
vers un receveur avec contact direct) d’un transposon catabolique a été démontré comme
stimulateur de l’adaptation microbienne & la dégradation de différents contaminants
organiques chlorés (Van der Meer et al., 1992).

Enfin, le plasmide catabolique (Figure I1.4.1.2-a) est sans doute 1’élément
extra-chromosomique le plus important impliqué dans les phénoménes d’adaptation a la
dégradation des polluants (Galli et al., 1985 ; Monticello et al., 1985 ; Jahnke et al., 1990 ;
Marqués and Ramas, 1993). Les plasmides cataboliques sont des éléments d’ADN (linéaires
ou plus souvent circulaires) de poids moléculaire entre 40 et 200 MDa.

Origine de réplication

Génes de 18 e
dégragation

Génes aaditionnels

( pour l'autonomie
du plasmide )
Transposon

Séquence dinsertion

Figure 1.4.1.2-a : Structure générale des plasmides cataboliques.

Ils sont autonomes dans les cellules, peuvent s’y trouver en plusieurs copies et sont
souvent transmissibles. Ils portent en général une information spécifique : résistance a des
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antibiotiques, pathogénicité, ... . Ils ont une structure générale assez conservée, et il n’est pas
rare d’y trouver un transposon inséré labile, qui emporte avec lui une partie de I’ADN
plasmidique et donc de I’information codée vers un autre plasmide ou le chromosome. Ceci
explique le caractére parfois instable des fonctions portées par les plasmides et donc
exprimées par les cellules contenant ces plasmides (Shields et al., 1985). La distribution
horizontale de plasmides cataboliques au sein des communautés microbiennes est supposée
étre un important support de I’adaptation (Van der Meer et al., 1992).

Les mutations spontanées et la sélection environnementale représentent sans doute le
mécanisme principal de 1’évolution bactérienne de la capacité de dégrader des xénobiotiques
(Van der Meer et al., 1992).

1.4.2 - Les principaux processus de transformation

Cinq processus impliqués dans les biotransformations de xénobiotiques ont été définis
dans la littérature. Ce sont la minéralisation, le cométabolisme, la polymérisation,
I’accumulation et les effets secondaires de I’activité microbienne (Bollag and Liu, 1990).

La biotransformation d’une molécule de polluant peut faire intervenir un ou plusieurs
processus simultanément ou successivement et conduire a la formation de différents produits
issus du métabolisme d’un ou plusieurs micro-organismes.

L’amplitude de la transformation dépend de différents facteurs biotiques et abiotiques,
comme la température, I’humidité, le pH, la pression partielle d’oxygeéne dans le sol, la
concentration en polluant (cf. 1.3).

14.2.1 - La minéralisation
C’est la conversion d’une molécule organique en ses constituants inorganiques (CO,,

SO,”, PO ). C’est donc le processus le plus intéressant car il conduit & une épuration totale
du milieu pollué. Le xénobiotique est utilisé comme source de carbone et d’énergie.

La minéralisation a lieu lorsqu’un composé organique est attaqué par les mécanismes
cellulaires cataboliques et anaboliques centraux (Madsen, 1991).

Les organismes responsables tirent en général profit des réactions de minéralisation :
une croissance microbienne est attendue et une partie du carbone initialement dans la
molécule organique est en général incorporée dans la biomasse (Alexander, 1981).

L14.2.2 - Le cométabolisme

Le cométabolisme est 1a modification fortuite d’une molécule par une enzyme qui agit
sur une autre molécule (substrat primaire).

Le substrat primaire est le support de la croissance de micro-organismes qui produisent
une ou plusieurs enzymes de faible spécificité agissant aussi sur le substrat cométabolisé€. Ce
dernier est en général seulement faiblement altéré et n’entre pas dans les chemins cataboliques
et anaboliques de la cellule microbienne (Madsen, 1991). Par conséquent, 1’organisme
responsable ne profite pas des réactions de cométabolisme. La croissance microbienne n’est
pas un corollaire et on n’attend pas d’accélération des réactions de cométabolisme (Alexander,
1981). Toutefois, d’autres organismes peuvent étre capables de minéraliser les produits du
cométabolisme.

1.4.2.3 - La polymérisation
Les molécules xénobiotiques ne sont pas toujours dégradées directement mais

polymérisées, ce qui les rend moins toxiques.
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Dans ce processus, les molécules de xénobiotiques s’associent avec elles-mémes, ou
d’autres composés xénobiotiques, ou des composés naturels (Bollag and Loll, 1983). Elles
sont alors incorporées a la matiére organique du sol et peuvent étre relarguées de maniére
incontr6lée suivant I’activité microbienne du sol.

1.4.2.4 - 1.’ accumulation cellulaire

L’adsorption des molécules xénobiotiques est généralement attribuée & des processus
passifs car, dans la plupart des cas, les cellules mortes présentent un taux d’adsorption
supérieur ou égal a celui des cellules vivantes.

Par exemple, le DDT et le Dieldrin peuvent étre adsorbés & environ 100% en quelques
minutes, parfois irréversiblement, par des micro-organismes ou des algues unicellulaires
(Bollag and Liu, 1990).

Cette adsorption parfois élevée n’est pas nécessairement couplée a une biodégradation.
Aussi, I’accumulation cellulaire, par I’intermédiaire du mouvement microbien, peut étre un
mécanisme important de transport de polluants dans le sol.

1.4.2.5 - La biodégradation non-enzymatique
Les micro-organismes peuvent contribuer & la dégradation des polluants de maniére

indirecte par leur impact sur le milieu.

L’activité microbienne se traduit souvent sous la forme d’une acidification ou d’une
alcalinisation (cycle de 1’azote) du milieu environnant. Aussi, elle pourra entrainer des
modifications de pH qui provoqueront des hydrolyses acides ou alcalines de certains
composés (Paul and Clark, 1989).

1.4.3 - Les relations entre les communautés microbiennes : optimisation des
interactions microbiennes pour la biodégradation

Nous avons évoqué au 1.3.3, qu’en tant que membre d’une communauté écologique,
un micro-organisme peut avoir différents types d’interactions avec les autres
micro-organismes. '

Le développement des interactions positives permet aux micro-organismes d’utiliser
les ressources disponibles plus efficacement et d’occuper des habitats qui sinon ne seraient
pas occupés. Les interactions négatives, qui limitent les densités de population, représentent
des mécanismes d’auto-régulation qui bénéficient aux espéces en empéchant la surpopulation,
la destruction de 1’habitat et 1’extinction.

1.4.3.1 - Le neutralisme

Le neutralisme ne peut pas exister entre des populations ayant des fonctions identiques
a I'intérieur d’une communauté et il est plus susceptible d’exister entre des populations de
capacités cataboliques différentes plutét qu’entre des populations avec des capacités
similaires. Il a lieu quand les populations microbiennes sont spatialement distantes les unes
des autres. '

Il existe dans les habitats marins et les habitats lacustres oligotrophes ou les densités
de population sont extrémement faibles. Dans les sols ou les sédiments, il a lieu lorsque les
populations microbiennes occupent des compartiments différents (microhabitats) sur les
particules de sol ou de sédiment.

1.4.3.2 - Le commensalisme
Dans une relation commensale, une population profite alors que l'autre n’est pas
affectée. Ainsi, le cométabolisme, oll un organisme agit gratuitement sur un substrat qu’il est
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incapable d’utiliser comme nutriment et source d’énergie pendant sa croissance sur un
premier substrat particulier, est la base de nombreuses relations commensales. Selon une
définition stricte du cométabolisme, le second substrat n’est pas assimilé par I’organisme
primaire, mais les produits transformés sont disponibles pour &tre utilisés par d’autres
populations microbiennes. V

Or, bien que la transformation spécifique de contaminants sur le terrain soit souvent
observée, ’isolement des micro-organismes responsables s’avere souvent difficile. Une partie
de la difficulté vient du fait que de nombreux contaminants sont d’abord cométabolisés et le
micro-organisme interagit de maniére commensale avec d’autres communautés microbiennes
qui utilisent les cométabolites comme substrats.

Par exemple, Mycobacterium vaccae est capable de métaboliser le cyclohexane quand
il pousse sur du propane : le cyclohexane est oxydé en cyclohexanol, que d’autres populations
bactériennes utilisent. Ces populations bactériennes profitent car elles sont incapables de
métaboliser le cyclohexane (Beam and Perry, 1974).

Le cométabolisme est ainsi le mécanisme prédominant de la transformation de
nombreux polluants, dont les PCB (polychlorobiphényles).

Aussi, la compréhension de I’importance du cométabolisme a mené au développement
de plusieurs approches de biorémédiation, dont I’enrichissement analogue et 1’acclimatation
croisée. Dans la premiére approche, les écosysttmes sont enrichis en micro-organismes
cométaboliseurs par addition de composés biodégradables ayant une analogie structurale avec
le polluant. Dans la deuxiéme, les populations microbiennes acclimatées & la dégradation d’un
substrat particulier peuvent étre simultanément acclimatées & d’autres contaminants liés
structuralement.

Ces approches sont validables dans la mesure ou elles diminuent le temps entre la
premiére exposition au polluant et la mise en route de la biodégradation.

1.4.3.3 - Le synergisme (ou protocoopération)

Les populations microbiennes agissant en synergie se procurent souvent 1’une I’autre
leurs besoins nutritionnels. Ce type d’interaction peut avoir une base thermodynamique,
comme dans le cas des consortia microbiens anaérobies qui transférent I’hydrogéne. Le
synergisme est commun dans les communautés microbiennes anaérobies.

L’excrétion de métabolites peut créer une niche pour les autres organismes et résulter
en la succession de communautés. Ainsi, la structure de la communauté microbienne change
avec le temps : les différents membres participant au métabolisme séquentiel d’un composé
prosperent quand le métabolite qu’ils utilisent est disponible, puis ils meurent lorsque cette
source d’énergie disparait. Comme les transformations initiales sont souvent dépendantes de
I'efficacité des réactions qui éliminent les intermédiaires, 1’entité catalytique pour les
contaminants métabolisés par synergisme n’est pas un organisme unique, mais un consortium
microbien.

Quelques voies importantes de dégradation des pesticides agricoles impliquent des
relations synergiques. Des souches d’Agrobacter et de Streptomyces isolées d’un sol sont
ainsi capables de dégrader le diazinon, un pesticide organophosphoré et de croitre sur ce
composé comme seule source de carbone (Gunner and Zuckerman, 1968). Ceci est accompli
par une attaque synergique car aucune des cultures ne peut séparément minéraliser le cycle
pyrimidique du diazinon ou croitre sur ce composé.
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Dans une culture enrichie, Pseudomonas stutzeri est capable de cliver le parathion en
p-nitrophénol et diéthylthiophosphate, mais n’est capable d’utiliser aucun des deux.
Pseudomonas aeruginosa peut minéraliser le p-nitrophénol mais est incapable d’attaquer le
parathion. La culture & deux composants dégrade en synergie le parathion avec une grande
efficacité, Ps. aeruginosa semblant utiliser les produits excrétés par Ps. stutzeri.

1.4.3.4 - Le mutualisme (ou symbiose) 4

Les relations mutualistes entre les populations peuvent étre considérées comme un
synergisme étendu : le mutualisme, ou symbiose, est une relation obligatoire entre deux
populations qui profite aux deux populations. Une relation mutualiste exige une proximité
physique tres forte, elle est hautement spécifique, et en général un membre de 1’association ne
peut pas €tre remplacé par une espéce de la méme famille. Les relations de mutualisme
autorisent les organismes a exister dans des habitats qui ne pourraient étre-occupés par aucune
des populations seules, mais cela n’exclut pas que ces populations peuvent exister séparément
dans d’autres habitats.

1.4.3.5 - La compétition
La compétition est une relation négative entre deux populations, au cours de laquelle

chaque population est affectée négativement au niveau de sa survie et de sa croissance. La
compétition a lieu lorsque deux population utilisent la méme ressource, soit de I’espace, soit
un nutriment limité : les sources de carbone, azote, phosphore, oxygéne, les facteurs de
croissance, 1’eau, etc... peuvent étre des ressources pour lesquelles des micro-organismes
entrent en compétition.

Ainsi, la dominance d’une espéce par rapport a une autre peut &tre due a sa croissance
plus rapide sous des pressions de sélection imposées, ou & sa plus grande affinit€ pour un
substrat, un nutriment ou une ressource physique (lumiére, espace, ...). Veldkamp et al.
(1984), au cours d’essais de croissance de deux souches bactériennes en chemostat sous
apport limité en nutriments, ont observé le développement de la population a la croissance la
plus rapide et I’extinction de la population de plus faible taux de croissance intrinséque.

Aussi, les micro-organismes dégradateurs font face a la compétition avec d’autres
organismes pour les ressources physiques et nutritionnelles et, 2 cause de la compétition, la
bioconversion attendue peut ne pas avoir lieu, méme si des micro-organismes dégradateurs
sont détectés dans le sol.

1.4.3.6 - I.’amensalisme (ou antagonisme)

Quand une population microbienne produit une substance inhibitrice pour d’autres
populations, la relation interpopulation est appelée amensalisme. La premicre population peut
ne pas étre affectée par la substance inhibitrice ou en profiter. L’amensalisme peut mener a la
colonisation péremptoire d’un habitat : une fois qu’un organisme s’est établi dans un habitat,
il peut empécher d’autres populations de survivre dans cet habitat. Par exemple, la production
d’acide lactique ou d’acides gras de faible poids moléculaire similaires inhibe de nombreuses
populations bactériennes (Pohunek, 1961 ; Wolin, 1969).

1.4.3.7 - Le parasitisme

Dans une relation de parasitisme, la population qui profite, le parasite, se procure
normalement ses besoins nutritionnels chez la population affectée, 1’h6te (Hattori, 1973 ;
Alexander, 1977). La relation parasite-hdte est caractérisée par une période de contact
relativement longue. En général, mais pas toujours, le parasite est de taille inférieure a ’hote.
Certains parasites restent a 1’extérieur des cellules de la population hdte, ce sont les
exoparasites. D’autres entrent dans les cellules hotes, ce sont les endoparasites. Normalement,
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la relation parasite-hote est trés spécifique. Les habitats disponibles pour les populations
parasites obligatoires sont limités par les hotes disponibles.

Les interactions entre les bactériophages et leurs bactéries hbtes sont sujettes aux
modifications environnementales (Roper and Marshall, 1974). Les bactéries hotes et le phage
peuvent étre adsorbés sur les particules d’argile dans les sédiments. Dans les sédiments salins,
les bactéries fécales, comme Escherichia coli, sont protégées des attaques phagiques par
adsorption aux particules d’argile. A des salinités plus faibles, E. coli et le phage sont
désorbés des particules, et le phage parasite peut attaquer et éliminer la population bactérienne
hote. La protection des populations hotes par sorption sur des particules est un mécanisme
important de protection contre le parasitisme.

1.4.3.8 - La prédation
Dans le monde microbien, la distinction entre le parasitisme et la prédation n’est pas

toujours claire (Hattori, 1973 ; Alexander, 1977). La prédation a lieu typiquement quand un
organisme, le prédateur, englobe et digére un autre organisme, la proie. Normalement, les
interactions prédateur-proie sont de courte durée et le prédateur est plus gros que la proie
(Slobodkin, 1968).

Des considérations théoriques sur les relations prédateur-proie (Lotka,1925) ont mené
a la prédiction que les interactions entre les prédateurs et les proies ménent a des fluctuations
cycliques des deux populations. Dans des conditions de pénurie, seuls les plus petits
prédateurs survivent : quand la population proie est consommée, il y a sélection en faveur des
petits prédateurs.

Les interactions avec les particules d’argile fournissent un mécanisme de protection
des bactéries proies par rapport aux populations prédatrices. L’argile crue fournit une
séparation physique entre le prédateur et la proie, comme 1’ont montré Roper and Marshall
(1978) en mesurant la diminution de la prédation d’Escherichia coli par Vexillifera en
présence de montmorrillonite. Ceci montre que les structures physiques des habitats naturels
fournissent des mécanismes pour atténuer la pression de prédation sur les populations proies,
ce qui autorise la coexistence.

En conclusion, les sols pollués peuvent étre rémédi€s en les inoculant avec des
micro-organismes capables de dégrader les contaminants cibles (Morgan and Watkinson,
1989). Les facteurs affectant la survie et 1’activité dégradatrice des micro-organismes dans les
sols incluent la texture du sol, les paramétres environnementaux (pH, température, potentiel
redox, aération), la prédation par les protozoaires, et la compétitivité des souches introduites
par rapport aux souches natives (Jackman et al., 1992 ; England et al., 1993).

Comprendre la structure de la communauté est important pour prédire le
devenir des contaminants dans I’environnement et les essais de rémédiation a réaliser
pour favoriser des groupes spécifiques de micro-organismes.
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CHAPITREII : :
PHYSICO-CHIMIE DE L’INTERACTION SOL-POLLUANT

La compréhension du devenir physico-chimique d’une molécule xénobiotique
susceptible d’étre véhiculée par I’eau implique de déterminer en quelles quantités cette
molécule va se partager entre les différentes phases du sol, mais aussi de quelle maniére et &
quelle vitesse elle le fera.

Le sol est un systéme complexe constitué de quatre phases (Figure II-a) : les phases
aqueuse, gazeuse, solide organique et solide inorganique.

Gas
15-35% /

¥ Inorganic
Water 38-45%

15-35%

Figure I1-a : Les différentes phases du sol, composition volumétrique typique (Sims et
al., 1990).

Le gaz et I’eau, que I’on trouve dans les pores du sol, représentent environ 50% (en
volume) d’un sol typique. Un constituant organique pourra se trouver dans ces deux phases en
proportions variables selon sa solubilité et sa tension de vapeur.

On peut donc définir 6 interfaces entre phases, comme le montre la Figure II-b.

Solide organique <+ > Gaz

Solide inorganique < » Liquide

Figure II-b : Les interfaces entre phases du sol.

On peut méme ajouter une interface liquide-liquide, dans la mesure ol I’eau du sol est
divisée en une fraction d’eau mobile (ou libre) et une fraction d’eau immobile (ou liée) de
propriétés différentes (Gaudet et al., 1977).

Les interfaces liquide-gaz et solide-gaz doivent étre prises en compte dans le cas ou le
devenir d’une molécule volatile est étudié : elle est en effet susceptible de se retrouver dans
I’atmospheére du sol a des concentrations non négligeables.

Pour le cas des molécules peu ou non volatiles (de faible tension de vapeur), ces
concentrations peuvent &tre négligées. Dans ce cas, la prise en compte des seules interfaces
solide-liquide suffit pour approcher le comportement de la molécule de choix.
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Dans le cas étudié ici, les polluants d'intérét sont des hydrocarbures aromatiques
polycycliques. Or ces molécules sont peu ou pas volatiles, & ’exception du naphtaléne et de
I’acénaphtyléne. Ces derniers disparaissent rapidement des sols pollués sous I’effet de la
volatilisation ou par des phénomeénes de biodégradation. IIs ne sont donc pas d’un grand
intérét pour 1’étude menée.

La prise en compte de ’interface liquide-solide est ainsi suffisante pour approcher le
comportement des molécules de HAP.

I1.1 - Influence de la structure de Ia molécule et des liaisons mises en jeu sur I'adsorption

. L’adsorption d’une molécule organique sur un sol est directement liée a sa structure.
Cette structure détermine en effet les propriétés globales de la molécule comme son volume
moléculaire, son hydrosolubilité, son coefficient de partage octanol/eau, sa pression de vapeur
saturante, qui influencent le comportement adsorbant global du produit (Dragun, 1988).

I1.1.1 - Le volume moléculaire

En général, plus une molécule est grosse, plus elle a tendance a exister a 1’état adsorbé,
et plus la contribution des forces de Van der Waals au potentiel d’adsorption est grande.

Ces forces entrainent la formation de liaisons faibles (2 a2 4 kJ/mol) et sont dues
essentiellement a des forces de dispersion électronique et d’interaction dipdle-dipble ou
charge-dip6le. Elles sont dues aux mouvements synchrones des électrons de deux molécules
adjacentes entrainant la formation d’une attraction électrostatique faible, constante.

Aussi, bien que les dipdles instantanés ou induits soient en mouvement sur la surface
de la molécule polluante et sur la surface du sol, le résultat est une attraction entre la molécule
et la surface du sol. En reégle générale, les forces de Van der Waals représentent le phénomeéne
d’adsorption prédominant dans les sols non sableux lorsque le poids moléculaire du produit
chimique est supérieur a 400 ou 500 (Dragun, 1988).

Des recherches ont montré que certains produits chimiques (PCB, HAP notamment) se
lient & des macromolécules organiques dissoutes comme les acides humiques, fulviques ou la
matieére organique (Landrum et al., 1984 ; Chiou et al., 1986). Mais il est important de
souligner que, dans la plupart des systémes sol-eau, ces macromolécules ne sont pas mobiles.
Elles sont largement adsorbées sur les sols en grande partie par 1’intermédiaire des forces de
Van der Waals (Dragun, 1988).

I1.1.2 - L’hydrophobie

L’hydrophobie est définie comme la migration préférentielle et 1’accumulation d’un
produit organique dans des solvants hydrophobes ou sur des surfaces hydrophobes, comme la
matiére organique du sol, par rapport & des solvants aqueux ou des surfaces hydrophiles.

I y a formation de liaisons hydrophobes entre le produit et le sol. Ces liaisons
correspondent donc a des processus de partition de molécules hydrophobes entre la phase
aqueuse et la phase organique du sol.

Certains auteurs assimilent ces interactions & des phénomenes de solvatation (Chiou et
al., 1979) survenant dans tous les sols ol le taux de matiére organique est suffisant pour
bloquer tous les autres mécanismes, en particulier ceux se déroulant au contact des argiles
(Green and Karickhoff, 1990).
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II.1.3 - L’ionisation

L’ aptitude des molécules a étre ionisées modifie beaucoup les mécanismes intervenant
dans les processus de rétention : une molécule ionisée donne facilement des interactions
électrostatiques (répulsives ou attractives, selon le cas) en raison des trés nombreux sites
ionisés présents dans la phase solide des sols. ’

Les sols possédent en général plus de surfaces négatives que de surfaces positives ; les
cations organiques peuvent donc étre retenus par les charges du sol.

Deux classes de molécules interagiront avec le sol selon des mécanismes différents :
les molécules ionisables (acides faibles et bases faibles) qui pourront s’adsorber par des
mécanismes ioniques (Koskinen and Harper, 1990), et les molécules non ionisables, souvent
hydrophobes, qui se partageront entre I’eau et 1a matiére organique du sol (Chiou et al., 1979).

Pour les molécules pouvant étre chargées négativement ou positivement selon le pH, le
pI (point isoélectrique) permet de décrire 1’effet du pH sur leur adsorption sur les surfaces du
sol : si le sol est chargé négativement, alors pour pH>pl ot la molécule est négative, il y aura
répulsion, et pour pH<pI ol 1a molécule est positive, il y aura attraction (Dragun, 1988).

I1.1.4 - Les liaisons hydrogene

Les liaisons hydrogéne sont le quatrieme facteur affectant I’adsorption des produits
chimiques sur les sols. Ces liaisons correspondent a des interactions dipdle-dipdle d’énergie
(de 20 a 40kJ/mole) supérieure aux interactions de Van der Waals. L’atome d’hydrogéne,
€lectropositif, sert de pont entre deux atomes €lectronégatifs : il est li€ & 1’un des atomes par
une liaison covalente, et au deuxiéme par une liaison électrostatique. Trois types distincts de
liaison hydrogéne peuvent avoir lieu entre les molécules organiques et le sol.

Dans le premier type, la formation de la liaison hydrogéne est réalisée par la liaison
d’une molécule organique polaire avec un cation adsorbé par I’intermédiaire d’une molécule

d’eau (cation hydraté) : Sol-(M»)OH-H---O=C-R,. Ce type de liaison a €té mis en évidence
pour de la montmorillonite contenant de la pyridine, de 1’acétone, de 1’acide benzoique, du
nitrobenzeéne, des amides et des polymeéres organiques (Farmer and Mortland, 1966).

Le deuxi¢me type de liaisons hydrogéne peut exister entre un cation organique adsorbé

et une autre molécule organique : Sol-(R3NH*)--O=C-R,. Dans 1’exemple donné, une amine
adsorbée forme une liaison hydrogéne avec 1I’oxygéne d’un groupement carboxyle.

La troisiéme catégorie de liaisons hydrogene a lieu entre les fragments d’une molécule
organique et ’oxygene ou/et les groupements hydroxyle a la surface des particules de sol
(Davis and Hardin, 1976). Ce type de liaisons hydrogéne est bien plus faible que la premiere
catégorie quand elles impliquent des molécules organiques plutdt petites. Toutefois, elles
peuvent devenir prédominantes quand de grosses molécules organiques comme des polymeres
sont concernées : le nombre de liaisons hydrogéne entre chaque groupement fonctionnel et la
surface du sol augmentant, I’adsorption des grosses molécules augmente proportionnellement

(Dragun, 1988).

IL.1.5 - L’arrangement et les interactions dans la molécule

L’arrangement tridimensionnel des radicaux qui constituent un composé organique
peut avoir un effet déterminant sur sa capacité d’adsorption. L’effet peut €tre dfi a I’interaction
intramoléculaire des radicaux adjacents ou a I’interférence avec un mécanisme d’adsorption
particulier causé par la présence d’un radical ou plus.
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Ainsi, I’introduction d’un groupement OH dans la structure d’un produit chimique
doit normalement augmenter sa solubilité dans I’eau et diminuer sa capacité d’adsorption.
Toutefois, 1’introduction d’un groupement OH dans le benzaldéhyde pour former de
I’hydroxybenzaldéhyde résulte en une augmentation de son adsorption sur le charbon actif
(Al-Bahrani and Martin, 1976) : ceci est probablement di a la formation de liaisons
hydrogéne intramoléculaires entre les groupements CHO et OH, qui diminue la capacité des
groupements OH a former des liaisons hydrogéne avec 1’eau.

L’arrangement tridimensionnel des radicaux constituant la plupart des molécules
organiques peut changer par rotation des liaisons simples. Ils vont tourner et se réaligner dans
I’espace de maniére 2 atteindre une configuration optimale, le plus souvent plane. Plus 1’aire
de la surface plane est grande, plus la tendance & 1’adsorption est grande.

Ainsi, le DDT est plus hydrophobe que le Dieldrin, lui-méme plus hydrophobe que
I’Heptachlor (DDT> Dieldrin>Heptachlor). Or I’ordre d’adsorption de ces composés sur de
I’illite, de la kaolinite ou de la montmorillonite est modifié : on a DDT>Heptachlor>Dieldrin.
En effet, 1’analyse tridimensionnelle de ces molécules montre que le DDT possede
majoritairement une structure plane, ce davantage que 1’Heptachlor, lui-méme davantage que
le Dieldrin (Huang and Liao, 1970).

IL.1.6 - La coordination .

La coordination est la formation d’une liaison forte entre une molécule organique
donneuse d’électrons et des cations adsorbés accepteurs d’électrons. Le résultat net est un
recouvrement partiel des orbitales et un échange partiel de la densité électronique. Les liaisons
de coordination s’établissent entre des atomes donneurs d’électrons (S, N, O) contenus dans la
molécule, des molécules organiques riches en orbitales de type p, et des métaux de transition
(Fe, Al, Ca, ...). Ces liaisons mettent en jeu des énergies trés €levées.

I1.2 - Estimation des coefficients d’adsorption
L’adsorption, en général réversible, est définie comme 1’accumulation d’un produit
chimique sur la surface du sol :

Cs —kdes . Ce

Cs = concentration adsorbée sur le sol (g/kg de sol)

Ce = concentration dans I’eau (g/m3 )
kss = constante de désorption
ks = constante d’adsorption

L’outil le plus simple pour exprimer mathématiquement la distribution d’un produit
chimique entre le sol et 1’ean est le coefficient d’adsorption (ou de distribution), Kd, défini
comme le rapport :

Kg= Cs/Ce (en m>/kg)
Plus I’adsorption est élevée (Cs>>Ce), plus la valeur de Ka est élevée.

Des chercheurs ont montré que la normalisation de Kd par rapport a la teneur du sol en
matiere ou en carbone organique permet d’éliminer les variations de Kd en fonction du sol.
Kom = Kofom
K,. = Kdloc
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Kom = coefficient d’adsorption normalisé par la teneur en matiére organique

K, = coefficient d’adsorption normalisé par la teneur en-carbone organique

om = teneur en matiére organique du sol (ug de mati€re organique / g de sol)
- oc =teneur en carbone organique du sol (ug de carbone organique / g de sol)

La relation entre om et oc est supposée constante :
K =1724K_ (Dragun, 1988).

Des valeurs de K, et K. ont été mesurées pour de nombreux polluants et sols. Une
liste non-exhaustive est donnée Tableau II.2-a :

Produit Koc Kom  Références bibliographiques

Anthracéne 26.000 Karickhoff et al., 1979
Benzéne 18 |Chiouetal., 1983
1,2;5,6- 2.029.000 Means et al., 1980
dibenzanthracene
Naphtaléne 1.300 Karickhoff et al., 1979
Phénanthréne 23.000 Karickhoff et al., 1979
Pyréne 62.700 Mearns et al., 1980

84.000 Karickhoff et al., 1979
Tétracéne 650.000 Karickhoff et al., 1979

Tableau I1.2-a : Valeurs de Koc et Kom pour quelques polluants organiques dans des
sols.

Dans de nombreux cas, ol il n’est pas possible de mesurer précisément K, K, ou K ,
une estimation peut étre nécessaire.

Des chercheurs ont montré que 1’adsorption des produits chimiques non-ioniques sur
les particules de sol est corrélée avec deux mesures empiriques de 1’hydrophobie de ces
produits : la solubilité dans I’eau, S, et le coefficient de partage octanol/eau, K
(Tableau I1.2-b).

11 est toutefois important de connaitre les limites d’utilisation de ces équations, qui ne
sont pas universelles :

-elles ont été développées en supposant [’hydrophobie I'unique facteur
d’accumulation des produits chimiques sur les sols. Il est donc nécessaire d’étudier la
structure de la molécule avant de les appliquer,

- elles sont en général valides pour des molécules de poids moléculaire inférieur a 400,

- elles ont été établies avec des sols de teneurs en carbone organique voisines de 0,1%,

- elles ne prennent pas en compte les contributions potentielles des minéraux a
I’adsorption des molécules organiques,

- elles ne prennent pas en compte que la matiére organique du sol varie en composition
et en structure chimique selon les sols,

- elles ne prennent pas en compte les erreurs dues a I’hypothése de I’existence
d’isothermes d’adsorption linéaires aux fortes concentrations de produits chimiques dans les
sols,

- la valeur de K pour un produit chimique donné est supposée constante pour ce
produit. Or, ce n’est pas toujours le cas, comme pour I’alphanaphtol (K . de 328 4 15.618).
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- ces équations ne prennent pas en compte la dépendance du coefficient d’adsorption
par rapport a la salinité de 1’eau, approchée par 1’équation de Setschenow (Karickhoff, 1984) :

log (K,L/K L) = Ks(lz' I)
L, L, = concentrations aqueuses en sels (mole/litre)
K, = constante de Setschenow pour un sel donné (0,16 litre/mole pour NaCl).

% de carbone (%oc¢) Réflérences

ou de matiere (% om) bibliographiques
organique du sol

log K . = -0,54 logS,, (fraction molaire) + | % oc : 0,09 & 3,29 Karickhoff et al.,
0,44 1979

logK  =logK_ -0,21 i

log Ko =-0,82 log S, (en ppm) + 4,07 % oc : 0,11 22,38 Means et al., 1980
log K, =-0,594 log S, (fraction molaire) | % oc : 0,66 a 2,38 Karickhoff, 1981
-0,197

log Ko = 0,989 log K, - 0,346

log K, =0,521log K, + 0,69 % om : 0,19 2 0,662 Briggs, 1981

log Ko =-0,55 log S, (mg/1) + 3,64 % oc : non spécifié Tan, 1978

log Ko =0,5441og K, + 1,377

Tableau I1.2-b : Quelques équations permettant d’approcher K, et Ko, dans des
sols. ‘

I1.3 - La mobilité des molécules organiques dans le sol

Des modeles mathématiques relativement simples basés sur le coefficient
d’adsorption, K4, ont ét€ développés. Ces modeles donnent des informations plutdt fiables
concernant la migration des produits chimiques dans les sols.

I1.3.1 - L’équation de retardation

L’équation de retardation est 1’équation la plus communément acceptée et utilisée pour
une estimation globale du taux de migration d’un polluant dans les systémes sol-eau
souterrraine (Dragun, 1988).

Ve = V.(14Kq.(b/Pp) 1

ol :

V. = lavitesse du produit chimique au point c/co=0,5 oli ¢ est la concentration en

polluant et ¢y la concentration initiale en polluant. ' '

v = vitesse moyenne de I’eau souterraine
Ks = coefficient de distribution (m’/kg)

b = densité du sol (kg/m3)

Pr = porosité totale du sol (m*/m>)

L'équation de retardation peut €tre modifiée pour une utilisation dans la zone insaturée
du sol (Baes and Sharp, 1983).

Ve = Vg, (WC+bK o)1
ou:
Vw = vitesse de I’eau du sol percolant & travers la zone insaturée (mm/an)
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WC = teneur volumétrique en eau du sol (m*/m>)
b = densité du sol (kg/m®)

I1.3.2 - Le modéle de mobilité convective

Ce modele mathématique a ét€ développé pour estimer la mobilité convective des
produits chimiques ayant un partage linéaire équilibré entre les phases vapeur, liquide et
adsorbée dans la zone insaturée du sol (Jury et al., 1983, 1984).

Un indicateur utile est le temps de convection, tc, pour avancer d’une distance d :
t. = d.(b.Kg+WC+P., Ky )/WF

S

ol :
b = densité du sol (kg/m°)

Ky = coefficient de distribution (m3/kg)

WC = teneur volumétrique en eau du sol (m3/m3)

P, = teneur volumétrique en air du sol (mol/ m°®/atm)
Ky  =constante de Henry (atm.m’/mol)

WF  =flux d’eau (m3/ m?/s, soit m/s)

Quand I’adsorption est relativement élevée (Ka >4.10° m’/kg), WC, Py, et Ky peuvent
étre négligés et t, est proportionnel a K4 et b.

On a alors : t. = d.b.Ky/WF.

On définit R =V /V, le facteur de retardation (V est la vitesse moyenne de I’eau). Si
R>1, alors le constituant se déplace dans le sol moins vite que 1’ean.

I1.4 - La nature de la solution de sol
Elle agit surtout sur ’hydrosolubilité des produits chimiques introduits dans le sol.

I1.4.1 - Sa composition

Elle a un effet sur les processus de rétention, soit par des variations de force ionique,
soit par la présence de composés particuliers.

Une augmentation de force ionique peut avoir des effets différents suivant la nature du
produit chimique étudi€ : la solubilité de molécules neutres ou faiblement basiques diminue,
alors que celle des molécules faiblement acides augmente (Green and Karickhoff, 1990) grace
a D'effet du sel. Toutefois, lorsque la force ionique est élevée, la solubilité diminue
généralement, car il se crée un phénomene d’exclusion de la phase aqueuse ou de précipitation
et les interactions avec les surfaces sont favorisées.

La présence de composés organiques dissous dans la solution de sol a un effet
prépondérant sur le comportement de certaines molécules. Ainsi, la présence de cette matire
organique, qui a des caractéristiques similaires a celles des acides humiques ou fulviques,
provoque la création de liaisons hydrophobes entre la matiére organique et les molécules
polluantes (Koskinen and Harper, 1990). Ces molécules passent donc d’une forme adsorbée a
une forme mobile, potentiellement plus dangereuse (Sposito, 1989).

I1.4.2 - Sa température
La solubilité des molécules organiques est en général augmentée avec la température
de la solution de sol, ce qui entraine une diminution de leurs interactions avec les surfaces.



Bibliographie } Page 30

Cette généralisation est toutefois infirmée par différents exemples dans la littérature comme
par exemple, I’affinité des argiles pour I’atrazine qui augmente avec la température (Dragun,
1988).

Aussi, il serait osé de trop généraliser I’effet de la température sur les interactions
sol-polluants, trop de phénomeénes étant modifiés de manitre parfois contraire par les
changements de température dans le sol.

11.4.3 - Son pH

C’est un des principaux parameétres gouvernant les interactions solide-liquide des
molécules ionisées, en faisant varier leur solubilité, mais encore des molécules neutres en
modifiant les charges des surfaces organiques ou minérales. Les effets du pH sur les processus
de rétention sont complexes et peuvent étre directs ou indirects.

Dans le cas des molécules ionisées acides ou basiques, on observe un effet direct, les
modifications de pH entrainant des changements de concentrations entre les formes neutres et
les formes ionisées. Une variation de pH aura un effet inverse sur la solubilité d’une molécule
acide et d’'une molécule basique. Les molécules neutres, ayant une plus grande affinité pour
les matrices solides et surtout la matiére organique, seront retenues de manicre indépendante
du pH par les sols. .

Un effet indirect du pH par modification de la composition du sol peut aussi avoir
lieu : la solubilisation de matiére organique peut €tre induite par 1’augmentation du pH
(Nkedi-Kizza et al., 1985). L’hydrosolubilité des composés hydrophobes sera alors augmentée
de maniére indirecte.

I1.4.4 - Sa teneur en eau

La majorité des mesures d’adsorption est réalisée sur des suspensions trés diluées,
donc des conditions €loignées de la réalité au niveau des proportions eau-sol. Ces proportions
influent naturellement sur 1’état d’agrégation du sol, 1’acidité et I’accessibilit€ des surfaces,
mais encore sur le potentiel redox et I’aération, parameétres influencant les processus de
rétention.

Aussi ces techniques de mesures conduisent a2 une surestimation de la capacité
d’adsorption réelle du sol considéré, mais permettent d’avoir accés aux capacités maximales
d’adsorption du sol. Elles servent de base de comparaison des comportements des polluants
étudiés.

ILS - La nature de la matrice solide : les minéraux et la matiére organique

1L.5.1 - Les argiles

Ce sont des aluminosilicates plus ou moins altérés, dont les principales caractéristiques
sont leur grande surface spécifique, qui leur confere de fortes capacités d’échange cationique,
et leurs propriétés colloidales (Sposito, 1989).

Les argiles les plus étudiées (les plus répandues) sont la kaolinite, la montmorillonite
et lillite, dont les caractéristiques de surface et d’échange ionique sont différentes. Elles ont
donc des interactions différentes avec les composés organiques (Koskinen and Harper, 1990).

En plus des surfaces spécifiques de chaque type d’argile, la nature de I’ion
compensateur est importante car ces ions, de propriétés différentes, réagiront différemment
avec les composés organiques. Ces ions peuvent étre des sites d’adsorption privilégiés pour
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les pesticides, entrer en compétition pour des sites d’interactions, et former des complexes
argiles-hydroxydes trés réactifs.

I1.5.2 - Les oxydes et les hydroxydes cristallins

On y compte les oxydes de silicium, le quartz et la cristobalite ayant des capacités
d’adsorption tres faibles, voire nulles (Lee et al., 1990). A I’opposé, les oxydes et hydroxydes
métalliques peuvent présenter des capacités d’adsorption non négligeables, en particulier dans
le cas des acides faibles comme les phénols.

IL5.3 - Les oxydes et les hydroxydes amorphes

Ces minéraux sont souvent associés a des oxydes ou hydroxydes cristallisés ou
enrobés autour des argiles. Ils proviennent le plus souvent de leur altération (Sposito, 1989).
Les oxydes et les hydroxydes de fer sont des minéraux secondaires au méme titre que les
argiles et se déposent principalement sur les kaolinites.

Les oxydes et les hydroxydes de fer et d’aluminium jouent un réle trés important dans
la fixation des pesticides ionisés, ou pouvant engager des liaisons hydrogeéne, car ils sont trés
riches en groupements -OH. ‘

IL.5.4 - Les carbonates

Le carbonate de calcium se manifeste sous des formes granulométriques variables dans
la plupart des sols de pH supérieur a 7. '

L’adsorption d’anions organiques (acides aliphatiques, acides fulviques) ou
inorganiques (groupements phosphate) a été montrée sur différentes matrices carbonatées.
Comme il s’agit d’interactions ioniques, les possibilit€s de désorption des composés
organiques par des variations locales de pH ou par la destruction de la surface du carbonate
sont importantes.

IL5.5 - Les constituants organiques

Dans les couches de surface de 1’écorce terrestre constituant les sols, on trouve de la
maticre organique vivante ou non. Parmi les composés de la matiére non vivante, on distingue
les composés humiques et les composés non humiques.

Ces derniers sont constitués de débris végétaux en voie de décomposition et
comprennent des produits connus comme des protéines, des sucres et des acides aminés.

Les composés humiques, issus de I’humification des composés précédents, ont des
structures chimiques variables et mal connues. On distingue les acides fulviques, les acides
humiques et I’humine, mais ils possédent tous les mémes groupements fonctionnels (-COOH,
-OH, -NH,) extrémement réactifs (Flaig et al., 1975). Comme les argiles, les composés
humiques possédent des propriétés colloidales, avec des surfaces spécifiques et des capacités
d’échange cationique souvent trés importantes (Sposito, 1989).

La multitude des groupements fonctionnels, la variété des sites hydrophobes et
hydrophiles et les propriétés colloidales font que les composés organiques sont considérés
comme les sites d’interaction prépondérants pour la majorité des polluants organiques (Chiou
et al., 1979). Certains auteurs estiment que les interactions avec les autres constituants
pourront étre négligées au-dela de 2% de matiére organique dans un sol (Karickhoff, 1984 ;
Green and Karickhoff, 1990).
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IL.5.6 - La structure du sol

Comme la texture, la structure du sol influe directement sur le comportement des
polluants, essentiellement & cause de la distribution de la porosit€ du sol en micro- et
macroporosité. Cette distribution est issue de 1’agrégation des particules solides par
I'intermédiaire de liants (argiles et humus), et dépend de la distribution granulométrique de
ces particules solides.

La distribution de la porosité influe directement sur le comportement physique du sol,
et en particulier sur les processus de transfert, donc sur les interactions avec les produits
chimiques, en faisant apparaitre des cinétiques de diffusion dans la microporosité.

Cette diffusion limite, voire empéche, les interactions solide-liquide suivant les temps
caractéristiques de transfert. ’ '
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CHAPITRE III :
LA POLLUTION DES SITES D’ANCIENNES USINES A GAZ ET LA
BIODEGRADATION DES HYDROCARBURES AROMATIQUES
POLYCYCLIQUES

Nous nous intéresserons plus particulierement non seulement a I’impact de ces
pollutions sur la microflore indigéne du sol, mais surtout aux voies biologiques de dépollution
et de détoxification de composés impliqués dans la pollution des sites d’anciennes usines a
gaz, les hydrocarbures aromatiques polycycliques.

IIL.1 - Les origines de la pollution

L’histoire des trois branches principales de I’industrie de I’exploitation de la houille, la
production de gaz, la production de charbon et la distillation de la houille, a suivi le méme
schéma : croissance régulicre du début du 18"™ siecle pour atteindre son maximum en
1950-1960, puis déclin régulier au fur et 2 mesure de I'introduction de nouvelles sources de
gaz et du déclin de 1’industrie de I’acier.

Les procédés de combustion de la houille ont été identiques durant toute la période
d’exploitation : elle était chauffée dans une atmosphere déficiente en oxygéne, menant & un
mélange de produits gazeux et liquides et produisant le charbon comme résidu solide. Les
produits volatils étaient alors séparés, produisant du gaz, de la liqueur ammoniacale et du
goudron. Le gaz était alors purifié en éliminant 1’ammoniac, les composés sulfurés et
cyanurés, avant stockage et distribution (E.R.L., 1987).

La liqueur ammoniacale était un liquide aqueux hautement pollué, contenant de
I’ammoniac, des phénols, des cyanures et du sulfate. Son traitement et son stockage étaient
déja un probléme pendant I’exploitation de 1’industrie.

Le goudron était produit sur tous les sites. Sa composition pouvait considérablement
varier, mais comprenait de fortes concentrations en Hydrocarbures Aromatiques
Polycycliques (HAP), en méme temps que de faibles concentrations en composés aromatiques
et aliphatiques volatils.

Le principal résidu solide était « I’oxyde épuisé », le résidu restant apres 1’utilisation
de I’oxyde de fer pour éliminer le sulfure d’hydrogeéne et les autres contaminants du gaz. La
régénération de 1’oxyde permettait son utilisation plusieurs fois jusqu’a ce qu’il contienne
environ 50% de sulfures libres et quelques pourcents de cyanures complexés.

Ces 3 sous-produits étaient souvent utilisés dans la production, respectivement,
d’ammoniac, de produits de la houille et de produits organiques, et d’acide sulfurique.
Toutefois, leur présence peut avoir résulté en la contamination du sol du site d’exploitation
par différents moyens : décharge, fuites et pertes au cours du stockage et de la manutention,
produits encore présents dans I’'usine quand elle a fermé et produits laissés dans les tuyaux
souterrains et les réservoirs de stockage (Thomas et al., 1991 ; Thomas and Lester, 1993a).

Or ces anciennes usines sont souvent situées & des emplacements * stratégiques ” :
autrefois 2 la périphérie des villes, elles se trouvent maintenant au coeur de la zone urbaine.
Sans parler nécessairement de danger immédiat pour les populations, I’urbanisme galopant
n’est pas sans poser de problémes : les terrains occupés par ces usines désaffectées sont
inutilisables tels quels, et représentent un manque a gagner pour leurs détenteurs ainsi que
pour les professionnels de 1I’immobilier. Leur valeur marchande est en effet nulle en regard de
la pollution présente. C’est sans doute I’élément déterminant, avec les lois sur la qualité de
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I’environnement concernant les transactions immobiliéres, qui a provoqué I’intérét actuel
pour la dépollution de ces sites (Ministére de 1’environnement, 1994).

IIL.2 - Caractérisation de la pollution sur les sites d’anciennes usines a gaz

II1.2.1 - Les goudrons

Les cibles critiques seront en général les enfants et les jardiniers, qui sont les deux
groupes entrant le plus souvent en contact avec le sol. Pour poser un probléme
d’empoisonnement aigu, des niveaux de goudron de 200 g/kg de sol devraient &tre présents
pour un enfant avalant une bouchée de 5 g de sol. Il a été estimé qu’un contact régulier de la
peau humaine avec un sol contenant plus de 500 mg/kg de HAP peut constituer un risque
chronique significatif en termes de potentialité de cancer de la peau. 500 mg/kg de HAP est en
général donné pour équivalent de 5 mg/kg de benzo(a)pyréne (E.R.L., 1987).

Les composants principaux des goudrons sont les HAP (au moins 50 % du produit).
Pour des raisons analytiques, qui incluent la persistance des HAP dans les sols, il est
commode d’utiliser les HAP comme marqueurs de la pollution par les goudrons. Une autre
raison de ce choix est qu’un risque chronique di 4 une exposition a long terme aux HAP, a de
faibles niveaux, par la peau ou par ingestion, représente le risque le plus sérieux, parmi les
risques pour I’homme, associé aux sols contaminés par des goudrons (E.R.L., 1987 ; Thomas
and Lester, 1993a).

Les HAP sont des composés organiques neutres apolaires, constitués de noyaux
benzéniques (deux ou plus) fusionnés par des arrangements linéaires, angulaires ou en coin.
IIs sont généralement groupés selon la liste de I’agence américaine pour la protection de
I’environnement (US E.P.A.) des polluants prioritaires (Tableau III.2.1-a). Cette liste contient
des produits, dont la taille varie de 2 & 6 noyaux benzéniques cancérigénes ou suspectés de
I’étre (Andrews et al., 1978 ; Sims et al., 1988 ; Fujikawa et al., 1993).

Nombre de
cvcles
Naphtaléne 2
Acénaphtyléne, Acénaphténe, Fluoréne, 3
Phénanthréne, Anthracéne

Fluoranthéne, Pyréne, Benzo(a)anthracéne*, 4
Chryséne*

Benzo(b)fluoranthéne*, Benzo(k)fluoranthéne*, 5

Benzo(a)pyréne*, Dibenzo(a,h)anthracéne
Benzo(g,h,i)péryléne, Indéno(1,2,3-cd)pyréne* 6

Tableau IT1.2.1-a : Les 16 HAP cibles selon 1'US E.P.A.. * : suspectés d’étre cancérigénes.

Le seuil critique proposé est 50 mg/kg de sol pour les utilisations comme les jardins,
lotissements et les zones de jeu contre 1.000 mg/kg pour les zones de paysage ol le contact
avec la peau n’est pas possible, les immeubles et les couvertures imperméables (pas de contact
régulier avec la peau, ni d’ingestion possibles). Le seuil d’action proposé est 500 mg/kg de sol
pour la premiére catégorie d’utilisations précédemment décrites et 10.000 mg/kg de sol pour
la seconde (E.R.L., 1987).
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I11.2.2 - Les autres pollutions

Les métaux lourds peuvent contaminer les sites d’usines & gaz a des degrés variables
(Thomas et al., 1991 ; Thomas and Lester, 1993a). Les micro-organismes sont sensibles a la
pollution par les métaux lourds et leur exposition peut résulter en une réduction de la quantité
et de la diversité du biotope, ou encore en le développement de populations microbiennes
résistantes aux métaux. L’influence des métaux lourds sur les processus microbiens dépend de
la concentration du métal disponible, ou partiellement disponible, plutdt que de la
concentration totale.

Les phénols sont des composés homologues constitués de produits substitués du
phénol (Thomas and Lester, 1993b). La plus basse concentration de phénols dans le sol
pouvant causer un probléme de santé humaine est 2000 mg/kg (E.R.L., 1987).

Les niveaux de bruit de fond des phénols dans le sol excédent rarement 1mg/kg de sol
sec a cause de la présence dans le sol, les sédiments et les effluents de micro-organismes
capables d’utiliser les phénols comme sources de carbone (E.R.L., 1987 ; Mueller et al.,
1989a ; Ambujom and Manilal, 1995).

Les cyanures complexés, les thiocyanates, les cyanures libres, les sulfates, les
sulfures et le soufre libres sont les produits cibles de la pollution par “I’oxyde épuisé”.

Les cyanures complexés sont généralement choisis comme marqueurs de cette
pollution. En effet, la majeure partie des cyanures est présente sous une forme complexée de
sels ferreux ou ferriques ou de ferrocyanure ferrique comme le bleu de prusse, qui se
caractérise par un bleu « flamboyant » (Thomas and Lester, 1993a). Les ferro/ferricyanures
et les thiocyanates sont relativement non toxiques (E.R.L., 1987). Les cyanures libres
(solubles dans I’eau) ne représentent que 0,1% des cyanures présents (Thomas and Lester,
1993a). La cible critique concernée par la contamination du sol par les cyanures libres est
I’homme.

Des teneurs en sulfates jusqu'a 20% ont été observées sur des sites d’anciennes usines
a gaz. Les cibles critiques de cette pollution sont les plantes et les matériaux du batiment
(E.R.L., 1987). Les problemes liés aux sulfures dépendent a la fois de la forme physique et
chimique présente et de 1’acidité du sol. Ici, la forme principale est en général du sulfure
ferreux insoluble (E.R.L., 1987). Le soufre est faiblement toxique et ses effets en deca de la
dose 1étale sont similaires a I’action laxative en utilisation médicale & des doses orales de 1 a

4 g. Des niveaux de soufre jusqu'a 2% ont déja été observés sur un certain nombre de sites
(ER.L., 1987).

I11.3 - Population microbienne

Les contaminants typiques, dont les cyanures et les HAP, rencontrés sur ces sites
existent a I’état naturel, mais ils sont présents sur ces sites a des concentrations anormalement
élevées. De ce fait, les mécanismes microbiens nécessaires 2 leur biodégradation peuvent déja
exister. Toutefois, une acclimatation peut étre nécessaire ; elle prendra la forme d’une
augmentation du nombre de micro-organismes dégradant les contaminants, ou de 1’acquisition
de nouvelles capacités métaboliques venant de modifications génétiques, ou encore de
I’augmentation de la quantité d’enzymes nécessaires a la transformation (cf. 1.4.1).

Il faut également préalablement s’assurer que le sol contaminé posséde une
communauté viable de micro-organismes pour accomplir la biodégradation des polluants
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présents sur le site. En effet, si la pollution s’est avérée toxique pour les micro-organismes
(concentration létale de polluants), alors aucune population microbienne n’est susceptible de
se développer.

Les différents facteurs susceptibles d’influencer les populations microbiennes des sols
et leurs activités ont été décrits au 1.3.

I11.4 - Les Hydrocarbures Aromatiques Polycycliques : caractéristiques, biodégradation

Ces hydrocarbures se rencontrent essentiellement dans les produits complexes formés
lors de la combustion incompléte ou de la pyrolyse de matériaux organiques. Ainsi, ils sont
présents dans les suies et fumées de toutes origines, dans les gaz d’échappement des moteurs a
explosion, dans la fumée de cigarette, etc... On les trouve a des concentrations trés diverses
dans le goudron de houille et ses dérivés (huiles anthracéniques et brai), dans les huiles
minérales, les extraits aromatiques, le bitume et les paraffines brutes tirés du pétrole, dans le
noir de carbone, dans les huiles de schiste et dans 1’asphalte naturel. Cette liste n’est pas
exhaustive (INRS, 1979, 1984).

II1.4.1 - Structure et propriétés physico-chimiques

Les HAP sont des composés organiques neutres apolaires, constitués de noyaux
benzéniques (deux ou plus) fusionnés par des arrangements linéaires, angulaires ou en coin
(Figures I11.4.1-a et I11.4.1-b) ‘

00 ©O0

Naphtaléne Acénaphténe Acénapthyléne Anthraceéne
Phénanthréne Fluoréne Fluoranthéne Pyréne

Chryséne Benzo(a)anthracéne
Benzo(k)fluoranthéne Benzo(a)pyréne Benzo(b)fluoranthéne

Figure II1.4.1-a : Formules brutes et formules développées de HAP de 2 a 5 cycles.

Ils different par leurs propriétés physico-chimiques: les HAP de faible poids
moléculaire sont plus volatils, plus solubles dans 1’eau et moins lipophiles que les HAP de
fort poids moléculaire (Tableau II1.4.1-a).
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K, logK  logK vp (mm
(atm.m’/mol) Hg)
Naphtaléne 80,5 217,94 [734.10% @25° 2,722 | 3,203 [30 mgl}s54.10”
352 | 470 |@25° |@25°
Acénaphtyléne 92-93  |280 1,5.10" @20° 3,68 4,07 |3,93mg/|2.9.10°
@20°
Acénaphténe 89,9 279 |1,5.10° @20° 1,25 | 3,922 |3,47-4,16|1,55.10°
4,33 |mgl @25°
@25°
Fluorne 116-117 |298 6,3.10° @20° 3,70 | 4,122 [1,685 |6.10” @25°
4,38 |mg/
@25°
Phénanthréne 100,5 340 2,35.10° @25° 3,723 | 4,162 {0,994 -a|21.10"
4,59 4,57 |1,29 mgl| @20°
@25°
Anthracéne 214-217 |340  |6,59-7,66.10° 0,07mg/l {7,6.10°
Fluoranthéne 107 375 1,69.10° @25° 4,62 | 51521 |166 ugl|s5,0.10°
520 |@20° |@20°
Pyréne 156 393 1,87.10° 4,662 | 4,882 |135 pgl|25.10°
5,23 552 |@25° |@25°
Benzo(a)anthracéne 155-162 |400 6,6.107 6,14 5612 |9.4-16,8 |5.10”° @20°
591 jugh
Chryséne 2582 448  |726.10° @20° 539 | 5602 |1,86 6,3.10”
591 |pgh @20°
@25°
Benzo(b)fluoranthéne | 163-165 1,2.10'5 @20-25° 5,74 6,57 |12pgh |5.10° @20°
Benzo(k)fluoranthéne | 217 480 1,04.10° @20° 664 | 685 10,55 pgl|9,59.10™
@25° | @25°
Benzo(a)pyréne 181,3 495 <2,4.10° @20° 560a | 5812 |38 pgl|24-56.10°
6,29 650 |@25° |@20°
Dibenzo(a,h)anthracéne | 269-270 |524 733.10° @20-] 622 | 5972 |05 pgl|10™ @20°
250 6,58 | @25°
Benzo(ghi)pérylene | 276,8  |>500 |1.4.10°@25° 689 | 7,10 |0.26 pgl|1,01.10™
@25° @25°
Indéno(1,2,3-cd)pyréne |276,8 2,9.107

Tableau III.4.1-a : Quelques caractéristiques physico-chimiques des HAP étudiés

(The Merck Index, 1989 ; Montgomery, 1991 ; Shiu and McKay, 1997).

Ces propriétés physico-chimiques déterminent largement le comportement des HAP
dans I’environnement et indiquent que le transfert et le turnover des HAP de faible poids
moléculaire seront plus rapides que ceux des membres des autres groupes.
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Benzo(g,h,i)péryléne

Figure II1.4.1-b : Formules brutes et formules développées de 2 HAP a 5 et 6 cycles.
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II1.4.2 - Mécanismes de rétention dans les sols/sédiments

La structure des HAP les rend trés stables dans I’environnement. La mobilité et la
biodisponibilit¢ des contaminants organiques dans les sols/sédiments dépendent de la
concentration de ces composés dans les pores. Jusqu’a récemment, les modéles de transport:
des solutés estimaient la retardation du transport des contaminants par des processus de
sorption (dus aux forces de Van der Waals pour les HAP et 4 leur caractére hydrophobe, cf.
II.1.1 et I.1.2) et basés sur I’interaction contaminant-(sédiment/sol).

Karickhoff et al. (1979) ont décrit I’adsorption de différentes molécules hydrophobes,
dont des HAP, sur des sédiments. Means et al. (1980) ont étudi€ le comportement de quatre
HAP (pyréne, dibenzo(a,h)anthracéne, 3-méthyl anthraceéne et diméthylbenzanthracéne) sur
quatorze sols et sédiments présentant des propriétés physico-chimiques trés variées. Dans tous
les cas, les constantes de partition, K, ont été corrélées de maniére significative avec la teneur
en matiére organique des 14 substrats, alors qu’aucune corrélation n’était observée avec les
autres propriétés physico-chimiques des sols/sédiments. IIs ont trouvé des relations linéaires
significatives entre S, et K (K =K Joc), logK = -0,82.logS +4,070, r’=1,000, pour le pyréne,
le dibenzo(a,h)anthracéne, le 3-méthyl-anthracéne et le diméthylbenzanthracéne, relation en
accord avec la relation générale logK_ =-0,686.logS +4,273, r'=0,933 qui a été observée
pour 22 composés.

Wilcock et al. (1996) ont étudi€ la persistance de seize HAP sur un sédiment de faible
teneur en carbone organique. La plupart des changements de concentration en HAP avaient
lieu dans les premiers centimétres de sédiment.

L’attention s’est tournée vers la capacité des colloides, des cosolvants et de la matiére
organique naturelle (NOM), qui agissent conceptuellement comme une autre phase dans la
phase aqueuse, de lier les contaminants de maniére & ce que leur transport a travers un
aquifére puisse étre accéléré par rapport aun transport du contaminant isolé. Les HAP de faible
poids moléculaire, modérément hydrosolubles (30 mg/l pour le naphtaléne), ne persistent pas
a des teneurs élevées dans les sédiments marins, mais la majorité des HAP de S < 1 mg/l se
lie aux sédiments et & la maticre organique en suspension.

Ainsi, Magee et al (1991) ont observé un transport facilité du phénanthréne a travers
des sols naturels en la présence de matiere organique naturelle (NOM) dérivée du sol et ont
été capables de déterminer précisément I’expression du facteur de retardation réduit en
modifiant son expression classique pour inclure les effets de la NOM.

Johnson et al. (1995a et 1995b) ont étudi€ la capacité de deux substances humiques,
I’une issue d’une riviére, I’autre d’un sol, a faciliter le transport et & augmenter la désorption
de HAP au cours du transport a travers des sédiments marins de faible teneur en carbone
organique. Ils ont trouvé que les effets des substances humiques sont similaires sur le quartz et
les sédiments (massifs ou non) pour le transport et la désorption des HAP. Les effets
d’angmentation de la solubilité et de la facilité du transport sont plus grands pour les HAP les
plus hydrophobes. Les acides humiques issus du sol ont provoqué une augmentation plus
grande que ceux issus de la rivitre, sans doute & cause de leur plus fort poids moléculaire
(hydrophobie). Un transfert de masse des HAP des sédiments vers la NOM a été mis en
évidence dés I’introduction de NOM.

Toutefois, la notion d’équilibre d’adsorption pour les composés non polaires comme
les HAP est basée sur le fait que ces molécules sont introduites dans I’environnement sous
une forme échangeable. Or les HAP ont en général deux sources : pyrogéne ou pétroliere. Et il
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n’est pas sir dans la premiére origine, que les HAP associés aux particules de suie soient
immédiatement échangeables. Ainsi, MacGroddy et al. (1996) ont étudi€é comparativement la
désorption de sédiments de HAP (pyréne et phénanthréne) et de PCB, qui sont eux
immédiatement disponibles, d’hydrophobies similaires. Ils ont ainsi conclu que seule une
fraction du pyréne et du phénanthréne (1 &2 40%) contenus dans les sédiments était disponible
pour I’équilibre de partition, contre 100% pour les PCB. Ceci est important pour les
prévisions de mobilité et de biodisponibilité des HAP dans I’environnement.

Les phénomeénes de rétention des HAP dans les sols/sédiments sont donc
essentiellement basés sur ’hydrophobie des HAP, leur hydrosolubilité, mais aussi sur la
teneur en matiére organique des sols, et encore sur les colloides, la matiére organique
naturelle en suspension et enfin sur I’origine de leur présence.

II1.4.3 - Existence dans les sols de populations microbiennes naturellement
adaptées a la biodégradation des HAP

Kiyohara et al. (1992) ont étudié la distribution naturelle de bactéries capables de
métaboliser des HAP (biphényle, naphtaléne, phénanthréne, anthracéne, pyréne, chryséne) sur
700 échantillons de sols issus de routes, champs, montagnes, sites pétroliers, riviéres, canaux.
23% et 27% des échantillons contenaient des bactéries dégradant le biphényle ou le
naphtaléne, contre 69% pour le phénanthréne, 6% pour 1’anthracéne et 7% pour le chrysene.
Dans toutes les origines, ils ont trouvé des bactéries, mais la fréquence était plus grande dans
les lieux a proximité d’activités humaines (routes, usines,...). Toutes les souches caractérisées
apres isolement étaient des bactéries Gram-négatives en forme de bétonnets appartenant aux
genres Acinetobacter, Pseudomonas (les plus nombreuses), Alcaligenes, Flavobacterium et
Aeromonas.

Mahmoud and Rama Rao (1993) ont quant 2 eux étudié 1’abondance microbienne et la
dégradation de HAP (anthracéne, phénanthréne, chryséne, pyréne, fluoranthéne) dans des sols
pollués. Ils ont observé une attaque préférentielle de 1’anthraceéne et du phénanthréne (le plus
rapidement dégradé), alors que le chryséne n’était pas du tout biodégradé. Les bactéries
dominantes appartenaient aux genres Pseudomonas, Agrobacterium et Bacillus subtilis. Pour
les champignons, ils ont mis en évidence Aspergillus niger, Aspergillus flavus, Penicillium
tordum, ainsi que Fusarium oxysporum et Sclerotium rolfsii, Trichoderma viride et
Trichoderma harzanium. Aucune communauté dominante n’était trouvée pour le chryséne.

Kistner et al. (1994) ont étudié ’existence de bactéries dégradant des HAP sur
différents sols pollués en utilisant la méthode développée par Kiyohara et al. (1982). Ils ont
mis en évidence des populations bactériennes capables de croitre sur I’anthracéne, le
phénanthréne, le fluoranthéne ou le pyréne de 10° 2 10° UFC/g de sol sec dans les sols pollués
par des HAP, mais n’ont pas trouvé d’isolat capable de croitre sur le péryléne, le triphénylene,
le benzo(a)pyréne ou le chryséne. Aucun organisme trouvé n’était capable de dégrader des
HAP de 5 cycles ou plus, alors qu’aucun enrichissement préalable n’était nécessaire pour les
HAP jusqu'a 4 cycles. Les Actinomycétes nocardioformes (Rhodococcus, Nocardia,
Mycobacterium) représentaient 13 la majeure partie de la microflore du sol capable de
minéraliser completement des HAP.

Ainsi, de nombreux micro-organismes capables de dégrader des HAP existent dans les
sols, plus fréquemment sur les sites contenant des HAP. Ces micro-organismes appartiennent
a des genres variés, les Pseudomonas ayant été particuliérement étudiées. Leurs capacités de
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dégradation s’étendent a différents HAP, mais la biodégradation des HAP de 5 cycles et plus
par des micro-organismes issus directement du sol n’a pas été mise en évidence. Selon
différents auteurs, le phénanthréne est le HAP le plus facilement et rapidement biodégradé.

IIL.5 - La biodégradation des HAP

IIL.5.1 - Schéma de la dégradation dans les sols : exemple du naphtaléne.

La Figure III.5.1-a illustre quelques processus de pertes biotiques et abiotiques d’un
polluant modéle, le naphtaléne, dans un environnement contaminé hypothétique comprenant
de I’eau, de I’air, des sédiments et du sol.
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Figure IIL.5.1-a : Processus de pertes biotiques et abiotiques du naphtaléne dans un
environnement contaminé hypothétique (Heitzer and Sayler, 1993).

Huit processus sont ici représentés :

(1) la biodégradation microbienne aérobie et la minéralisation résultant en Ia
croissance des micro-organismes

(2) la biotransformation microbienne aérobie et la formation d’intermédiaires toxiques

(3) la sorption par les sols et les sédiments

(4) les transferts de masse entre les particules
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(5) la volatilisation

(6) le captage di a I’aération

(7) 1a dilution résultant du flux induit

(8) la transformation et la dégradation par des radicaux produits photochimiquement.

L’importance relative des processus individuels dans chaque compartiment dépend des
propriétés physico-chimiques du polluant et du site.

II1.5.2 - Mise en évidence de la biodégradation au laboratoire

De nombreux micro-organismes sont connus pour métaboliser les HAP de plus faible
poids moléculaire comme le naphtaléne, le phénanthréne, et I’anthracéne. On connait
néanmoins le potentiel de biodégradation des HAP de poids moléculaire plus élevé comme le
chryséne ou le benzo(a)pyréne. : :

La biodégradabilité des HAP dans l’environnement dépend de leurs propriétés
physico-chimiques, de leurs concentrations et taux de diffusion dans le sol ou I’eau, et de leur
biodisponibilité. Elle dépend également du type de sol, de la disponibilité de I’eau et de
I'oxygene, de la présence de nutriments, de I’activité des populations microbiennes, des
expositions antérieures aux produits chimiques, du pH, de la température et des effets
saisonniers.

Nous nous intéressons ici dans un premier temps a la mise en évidence au laboratoire
de la biodégradation des HAP dans des milieux liquides, puis dans des matrices solides, en
particulier des sols. '

HI1.5.2.1 - En milieu liquide
Les micro-organismes les plus décrits dans la littérature pour leurs capacités de

dégradation des HAP sont les bactéries, mais les populations fongiques sont aussi
d’importance, et méme des algues ont été étudiées.

En ce qui concerne les bactéries, deux stratégies ont été développées : I’utilisation de
souches bactériennes pures ou celle de cultures bactériennes mixtes. Dans les deux cas, les
bactéries mises en évidence sont issues de sols contaminés par des HAP. Nous ne nous
intéressons pas ici aux bactéries ayant acquis les capacités de dégradation par manipulation
génétique, a cause des problémes d’utilisation et de réglementation afférents (bien que les
protocoles de sélection utilisés en laboratoire ne soient en fait que des modifications
« naturelles » du patrimoine génétique des micro-organismes sélectionnés).

Mueller et al. (1989b) ont ainsi étudié I’action d’une communauté bactérienne
composée de 7 souches différentes (2 cocci Gram-, 4 bacilles Gram- et 1 cocci Gram+)
sélectionnée sur du fluoranthéne comme seule source carbonée sur 16 HAP présents de
maniére significative dans les créosotes. Apres 3 jours, 13 HAP sur 17 étaient en deca de la
limite de détection, les 4 autres atteignant le méme résultat plus lentement. Ils ont ainsi mis en
évidence une bonne capacité de dégradation du consortium sur une grande variété de HAP. IlIs
ont ensuite isolé une souche de ce consortium appartenant a 1’espéce Pseudomonas
paucimobilis et ont montré que cette souche préalablement poussée sur du fluoranthéne
possédait un spectre de dégradation des HAP plus large que lorsqu’elle était poussée en milieu
complexe. Dans le premier cas, le fluoranthéne induisait la production d’enzymes permettant
une activité catabolique plus large (Mueller et al., 1990).
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D’autres auteurs ont travaillé avec des communautés bactériennes mixtes. Ainsi, Gray
et al. (1994) ont obtenu une culture mixte sélectionnée pour sa capacité a dégrader
I’anthracéne & partir d’un sol pollué par des créosotes. Ayant procédé & I’isolement des
souches le constituant, ils ont remarqué que les isolats obtenus étaient moins efficaces que la
culture mixte pour utiliser I’anthracéne. Ces souches étaient au nombre de deux, I’une

appartenant au genre Pseudomonas, 1’ autre au genre Mycobacterium.

Trzesicka-Mlynarz and Ward (1995) ont sélectionné également une culture bactérienne
mixte pour sa capacité a dégrader le fluoranthéne. Ils ont cherché a formuler différents
milieux enrichis permettant de combiner une bonne croissance de la biomasse microbienne
avec une dégradation du fluoranthéne satisfaisante. Ainsi, une augmentation de la quantité de
complexes azotés dans le milieu était favorable, alors qu’une modification des milieux par
addition de glucose diminuait la dégradation du fluoranthéne. Cette culture mixte pouvait
dégrader d’autres HAP comme le benzo(a)pyréne, l’anthracéne, le phénanthréne,
I’acénaphténe et le fluoréne. Quatre isolats, tous des bacilles Gram-, ont été mis en évidence,
dont 3 ont été€ identifi€és comme Pseudomonas putida, Flavobacterium sp. et Pseudomonas
aeruginosa. Par rapport a la culture mixte, ils dégradaient mieux les HAP les plus solubles
dans I’eau (acénaphténe, fluoréne, phénanthréne et fluoranthéne) et moins les HAP les moins
solubles dans ’eau (anthracéne, pyréne). En effet, le métabolisme collectif par des cultures
mixtes de micro-organismes peut résulter en une utilisation accrue des HAP, car les produits
intermédiaires de transformation par un micro-organisme peuvent servir de substrats pour le
catabolisme et la croissance des autres (Keck et al., 1989) : phénomeénes de commensalisme,
de mutualisme ou de synergisme.

En ce qui concemne la dégradation de HAP par des souches bactériennes purifiées, la
littérature est abondante. Komatsu et al. (1993) ont isolé une souche de Pseudomonas sp.
capable de minéraliser I’acénaphtene et 1’acénaphtyléne. Une souche de Rhodococcus sp. a été
isolée par Walter et al. (1991) sur du pyréne comme source carbonée. Elle était capable de le
minéraliser 2 72% en deux semaines, d’utiliser le phénanthréne, I’anthracéne, le fluoranthéne
comme autres sources de carbone, alors que le naphtaléne, le dibenzofurane, le fluoréne et le
dibenzothiophéne étaient seulement cométabolisés.

Boldrin et al. (1993) ont isolé une souche de Mycobacterium d’un sol d’ancienne usine
a gaz. Elle était capable d’utiliser le phénanthréne, le pyréne et le fluoranthéne comme source
de carbone, de croitre de manicre exponentielle sur ces trois substrats solides en fermenteur, et
de dégrader le fluoréne par cométabolisme. Caldini et al. (1995) ont isolé une souche de
Pseudomonas fluorescens capable de croitre sur et de dégrader le chryséne, ainsi que le
benzo(a)anthracéne, le benzo(b)naphtothiophéne mais pas la benzo(a)acridine. 4 souches
bactériennes capables de croitre sur du naphtaléne, du phénanthréne ou un mélange de
naphtaléne et de phénanthréne ont été isolées d’un sol d’ancienne raffinerie par Ashok et al.
(1995). Ils ont identifié les isolats comme appartenant aux genres Micrococcus pour 2 d’entre
eux et aux genres Pseudomonas et Alcaligenes pour les deux autres.

Grifoll et al. (1995) ont isolé sur du fluoréne une souche de Pseudomonas cepacia
dont la croissance meéne a 1’assimilation d’environ 40% du carbone contenu dans le fluoréne.
Elle utilise d’autres composés polyaromatiques pour sa croissance (naphtaléne, phénanthréne)
et en transforme encore d’autres (biphényle, acénaphténe). Juhasz et al. (1996) ont isolé 3
autres souches de Pseudomonas cepacia capables d’utiliser le fluoréne, le phénanthréne et le
pyréne comme source de carbone, mais encore le benzo(a)pyréne, le dibenzo(a,h)anthracéne
et le coronéne. Ces souches sont capables de dégrader un mélange de HAP a 3, 4, S et 7
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cycles, la dégradation des HAP de S et 7 cycles étant améliorée par la présence des HAP de
faible poids moléculaire (sans doute s’agit-il du phénoméne décrit par Keck et al., 1989).

~ Mais on n’observe pas toujours un effet d’augmentation de la dégradation des HAP de
poids moléculaire élevé en présence de HAP de faible poids moléculaire.

En effet, Stringfellow and Aitken (1995), ayant isolé 2 souches de Pseudomonas
stutzeri et de Pseudomonas saccharophila par enrichissement sur du phénanthréne comme
source carbonée, ont étudié leur capacité & métaboliser d’autres HAP a 2 et 3 cycles. Ainsi, le
naphtaléne et les 1- et 2-méthylnaphtaléne étaient utilisés comme substrats de croissance alors
que le fluorene était seulement cométabolisé. Ensuite, ils ont observé I’inhibition de
P'utilisation du phénanthréne en présence des 4 composés, suggérant la transformation de
plusieurs HAP par une enzyme commune dans les cellules entieres et .que le métabolisme
compétitif est un phénoméne courant parmi les organismes dégradant les HAP. De méme,
Shuttleworth and Cerniglia (1996) ont observé une inhibition de la dégradation du
phénanthréne par 3 micro-organismes différents en présence de faibles concentrations en
naphtaléne.

Toutefois, Goyal and Zylstra (1996), aprés isolement de 3 souches de Comamonas
testosteroni capables de dégrader le phénanthréne, ont conclu qu’il existait sans doute 2
groupes différents de génes pour la dégradation du phénanthréne parmi ces 3 souches. Ceci
montre la diversité qui existe dans les micro-organismes dégradant les HAP. Foght and
Westlake (1996), ayant isolé une souche de Pseudomonas fluorescens capable de croitre sur
des HAP (naphtaléne, phénanthréne, anthracéne) et de dégrader de nombreux autres par
cométabolisme, ont également mis en évidence un plasmide de 63 kilobases portant les génes
codant pour les enzymes nécessaires au phénotype de dégradation des HAP par cette souche.

Dans ce qui précéde, nous n’avons pas évoqué les limites de la biodégradation par des
micro-organismes. La plupart des études de biodégradation des HAP en milieu liquide
décrites précédemment ont été réalisées avec des suspensions de cristaux de HAP dans le
milieu de culture. Aussi, des auteurs se sont intéressés aux phénomenes physiques impliqués.
Thomas et al. (1986) ont étudié les taux de dissolution et de biodégradation des composés
faiblement solubles dans I’eau.

En effet, si un micro-organisme ne peut pas utiliser la forme insoluble d’un produit
chimique, on peut s’attendre a ce qu’il métabolise d’abord le produit en solution et que le taux
de transformation subséquent soit limité par le taux de dissolution. Ainsi, les taux de
dissolution étaient inversement proportionnels 2 la taille des particules. Les taux diminuaient
quand la taille augmentait, i.e. quand la surface de contact (ou de transfert) diminuait. De
nombreux micro-organismes sécrétent des émulsifiants qui augmentent la surface disponible
et les taux de dissolution spontanés ne semblaient étre qu’un facteur gouvernant les taux de
biodégradation. Ils en ont conclu que les micro-organismes peuvent utiliser un substrat
faiblement soluble dans I’eau quand il se dissout spontanément, ou le métaboliser aprés une
solubilisation biologiquement médiée ou par des mécanismes impliquant un contact physique
avec la phase insoluble du substrat.

C’est ce qu’ont utilisé Caldini et al. (1995) pour mettre en évidence la biodégradation
des HAP a 4 cycles par une souche de Pseudomonas fluorescens : ils ont artificiellement
augmenté 1’hydrosolubilité de ces composés par ajout d’acétonitrile dans le milieu de culture,
donc augmenté la biodisponibilité, ce qui est comparable a ce qui se passe lors de 1’addition
de surfactants, et la biodégradation a alors pu étre mesurée quantitativement .
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Volkering et al. (1992) ont étudi€é la croissance d’une souche appartenant 2
Pseudomonas sp. s€lectionnée sur le naphtaléne, et capable de pousser sur le phénanthréne,
’anthracéne et le fluoranthéne, sur des HAP adsorbés ou sous forme de cristaux. Or il a été
démontré que des cultures de bactéries pures ne peuvent utiliser le naphtalene et le
phénanthréne que sous forme dissoute et donc que la dissolution du HAP solide est un
prérequis & la croissance. Cela implique que, méme dans les systtmes sans limitation de
transfert de masse intraparticulaire, comme les cultures agitées, le transfert de masse de la
phase solide vers la phase aqueuse peut &tre limitant. Aussi, ils ont mis en évidence une
croissance linéaire de la concentration en biomasse, semblable a la croissance linéaire des
bactéries et des levures observée sur les substrats faiblement solubles. Ils ont aussi remarqué
que plus le diametre des particules des cristaux était faible, plus la croissance était rapide, ce
qui montre que la surface de cristaux disponible, qui conditionne la dissolution du composé,
est essentielle. Caldini et al. (1995) ont également montré 1’importance de la forme physique
et des dimensions des particules en suspension dans les systemes aqueux sur les taux de
croissance.

Bouchez et al. (1995) ont étudié I’influence des mécanismes de transfert du
phénanthréne sur son métabolisme par une souche pure de Pseudomonas. Pour cela, ils ont
utilisé 2 systémes d’apport en HAP : des cristaux et de I’huile de silicone. Avec les cristaux,
la biodégradation du phénanthréne requérait d’abord le transfert dans la phase aqueuse alors
qu’avec I’huile de silicone, les taux de transfert et donc de biodégradation étaient plus élevés,
et le phénanthréne était dirigé vers une production de métabolites plus forte et une
minéralisation plus faible. Les mémes auteurs (Bouchez et al., 1996), ayant étudié le
métabolisme de 2 souches appartenant aux genres Rhodococcus et Pseudomonas sur des HAP
de différents poids moléculaires, ont mis en évidence des taux de minéralisation €levés (56 a
77% du carbone initial), des productions de biomasse significatives (16 a 35% du carbone
initial) et une accumulation limitée mais réelle de métabolites (5 & 23%) fonction du poids
moléculaire des HAP : les taux de minéralisation étaient plus forts et les taux de production de
biomasse plus faibles pour les HAP les plus lourds.

Enfin, Dingyi et al. (1996) ont étudié la souche de Pseudomonas paucimobilis isolée
par Mueller et al. (1990). Ayant mis en évidence sa capacité & dégrader par cométabolisme du
fluoranthéne, mais aussi des HAP tétracycliques et pentacycliques comme le chryséne, le
benzo(a)anthracéne, le pyréne, le benzo(a)pyréne, le benzo(b)fluoranthéne et le dibenzo(a,h)-
anthracéne, ils ont montré que ’addition de Tween 80 ou de cyclodextrane n’augmentait pas
la dégradation du benzo(a)pyréne par cette souche. Or bien qu’on pense généralement que la
biodégradation des HAP est limitée par leur hydrosolubilité et leur taux de dissolution, ils en
ont conclu que, en plus de I’hydrosolubilité, des facteurs stériques et électroniques contribuent
au taux global de dégradation des HAP par les micro-organismes.

De nombreux autres auteurs ont étudié la biodégradation des HAP en milieu liquide ;
certains seront cités au I11.5.3 qui concerne les voies de dégradation des HAP.

Dans ce qui précéde, nous nous sommes appliqués a décrire la biodégradation des
HAP par des bactéries, mais d’autres micro-organismes peuvent &tre impliqués dans ces
phénomenes, comme les champignons ou méme les algues.

De nombreuses espéces fongiques sont capables d’oxyder le noyau aromatique et il a
été démontré que les champignons oxydent les hydrocarbures cancérigénes jusqu’aux mémes
métabolites que ceux formés par le métabolisme des mammiferes. Ainsi, ils pourraient servir
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de systémes modeles pour étudier les réactions impliquées dans la cancérogénése chimique.
En outre, les champignons posseédent des capacités métaboliques particuliérement versatiles.

Ainsi, la capacité des Basidiomycetes de la pourriture blanche, en particulier
Phanerochaete chrysosporium, 3 dégrader les HAP a été beaucoup étudiée. La dégradation
et/ou la minéralisation de nombreux HAP par ce micro-organisme ont été examinées, parmi
lesquels le phénanthréne (Bumpus, 1989 ; Hammel and Green, 1991 ; Hammel et al, 1992 ;
Sutherland et al., 1993), le fluoréne (George and Neufeld, 1989) et les benzofluorénes,
I’anthracéne (Hammel and Green, 1991), le pyréne (Hammel et al., 1986), le fluoranthéne, le
benzo(a)anthracéne (Hammel et al, 1986 ; Bumpus, 1989) et le benzo(a)pyréne (Bumpus et
al., 1985; Bogan and Lamar, 1995). L’avantage de P. chrysosporium par rapport aux
bactéries est qu’a la fois les HAP et les phénols peuvent étre complétement éliminés, que la
biodégradation a lieu par I’action d’enzymes extracellulaires, ce qui est meilleur pour la
biodégradation des HAP de poids moléculaire élevé et les molécules faiblement
hydrosolubles. Toutefois, la biodégradation n’est pas compléte et des intermédiaires sont
détectés (Kennes and Lema, 1994), ce qui pose d’autres problémes.

Le champignon Cunninghamella elegans a également été beaucoup étudié sur le
naphtaléne, le biphényle, le phénanthréne (Sutherland et al., 1993), I’anthracéne (Cerniglia,
1982 ; Sutherland et al., 1992), le fluoranthéne (Pothuluri et al., 1990, 1992), le pyréne
(Cerniglia et al., 1986), le benzo(a)anthracéne (Cerniglia et al., 1980, 1985) et le
benzo(a)pyréne (Cerniglia and Gibson, 1979 ; Cerniglia et al., 1992) car il oxyde ces HAP
jusqu’aux métabolites formés chez les mammiféres.

Enfin, les algues sont également des micro-organismes importants pour leur capacité a
dégrader les HAP. Cerniglia et al. (1980) ont suivi le métabolisme du naphtaléne chez 18
cultures algales différentes, parmi lesquelles 5 cyanobactéries, 5 algues vertes, 1 algue rouge,
1 algue brune : ces organismes oxydaient le naphtaléne de 0,1 a 2,4%. Warshawsky et al.
(1995) ont étudié la biotransformation du benzo(a)pyréne, de I’anthracéne et du pyréne par
des algues vertes et d’autres espéces sous différentes lumiéres. Ils ont montré que la
dégradation dépend de la quantité d’énergie lumineuse absorbée et émise, de la quantité de
HAP a laquelle les algues sont exposées, de la phototoxicité des HAP et de leurs métabolites
et des especes et souches d’algues concernées.

IT1.5.2.2 - Dans les sols

La biodégradation des HAP a été longuement étudiée en milieu liquide, mais beaucoup
moins dans les sols qui sont pourtant 1’élément final justifiant des études précédemment
décrites. En effet, les phénomenes intervenant sont multiples et donc plus difficilement
maitrisables qu’en milieu liquide. Toutefois, différents chercheurs s’intéressent a ce probleme,
qui est la suite logique des recherches concernant la dégradation des HAP en milieu liquide, et
ce d’autant plus que les résultats obtenus en milieu liquide ne sont pas souvent transposables
directement & ce qui se passe dans les sols.

Ainsi, Otte et al. (1994), aprés obtention de souches bactériennes et fongiques capables
de dégrader des HAP et le pentachlorophénol, ont inoculé un sol contaminé avec ces souches
et suivi la biodégradation du pyréne et du phénanthréne. Ils ont alors mesuré dans le sol
inoculé un taux de minéralisation du phénanthréne et du pyréne égal respectivement a 30 et 80
fois celui mesuré dans le sol natif.
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De la méme maniere, Grosser et al. (1991) avaient déja observé un fort accroissement
de la minéralisation des hydrocarbures aromatiques aprés réintroduction de différentes
souches sélectionnées par enrichissement dans des sols pollués. Alors que les niveaux de
minéralisation dus & la microflore indigéne étaient de 10 & 48% pour le pyréne, d’indétectable
a 46% pour le carbazole et d’indétectable & 25% pour le benzo(a)pyréne dans 3 sols pollués
différents aprés des incubations a long terme supérieures a2 180 jours, la minéralisation
atteignait 55% du pyréne en 2 jours pour la souche dégradant le pyréne et 45% du carbazole
pour la souche sélectionnée sur carbazole.

Des observations similaires ont ét€ réalisées plus tard pour une Mycobacterium sp.
capable de dégrader le phénanthréne, 1’anthracéne et le pyréne (Grosser et al., 1995).
Toutefois, I’inoculation de sols avec cette souche sélectionnée n’avait pas toujours le méme
effet sur la biodégradation de ces 3 HAP : quand la population naturelie du sol montrait une
forte activit¢ de dégradation envers I’'un (au moins) de ces HAP, ’addition de cette
Mpycobacterium sp. n’améliorait pas ou peu les taux de dégradation.

Thibault et al. (1996) ont également étudi€ la biodégradation du pyréne dans 2 sols
réels aprés homogénéisation et tamisage.

Gray et al. en 1994 ont étudi€ la dégradation d’anthracéne dans un sol modele par une
culture bactérienne mixte issue d’un sol contaminé par des créosotes. Quelle que soit la
concentration initiale en anthracéne, la dégradation s’arrétait & 30 pg/g alors que 1 pg/g est
souhaitable pour satisfaire aux spécifications d’un sol propre. La culture produisait des
composés solubles capables d’augmenter la solubilité de 1’anthracéne en solution aqueuse,
cette solubilité limitant la cinétique de biodégradation. Dans ce cas, les composants du sol, de
faible teneur en carbone organique, n’avaient pas d’influence sur la croissance bactérienne ni
sur la dégradation, alors que Weissenfels et al. (1992) ont observé une forte diminution de la
dégradation bactérienne, ainsi que de la toxicité des HAP dans un sol a forte teneur en carbone
organique. En effet, Means et.al. (1980) ont montré que 1’adsorption des HAP sur des sols
humides était seulement corrél€e a la teneur en carbone organique, non a la teneur en argile ou
en autres constituants minéraux.

L’utilisation de champignons de la pourriture blanche a été €galement beaucoup
étudiée dans les sols a cause du mécanisme d’action extracellulaire des enzymes fongiques qui
sont donc censées accéder plus facilement aux polluants dans les sols que les bactéries. Ainsi,
la minéralisation du phénanthréne comme HAP modele dans un sol réel contaminé par des
huiles de goudron a été étudiée par Brodkorb and Legge (1992). Dans le sol contenant la seule
microflore native, il y avait une minéralisation de I’ordre de 20% en 21 jours contre 38% en
21 jours dans le méme sol supplémenté avec Phanerochaete chrysosporium par une action
synergique.

De méme, Andersson and Henrysson (1996) ont étudié la dégradation d’anthracene,
benzo(a)anthracéne et dibenzo(a,h)anthracéne dans un sol par différentes souches fongiques
(Trametes versicolor, Pleurotus ostreatus, Pleurotus sajor-caju, P. chrysosporium). 1ls ont
ainsi montré que les profils de dégradation des champignons pouvaient étre complétement
différents dans un sol hétérogéne par rapport a ceux observés en milieu liquide, et mis en
évidence différentes capacités de dégradation des HAP par les champignons.

Le principe du compostage a également été étudié pour la dégradation des HAP. Ainsi,
Civilini en 1994 a suivi le devenir de 13 des composants les plus importants de la créosote sur
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une période de compostage de 15 jours. Pour 4 HAP sur 13, une dégradation supérieure a 99%
était mesurée, et une dégradation supérieure a 81% était observée dans tous les cas. Mais les
cinétiques de dégradation différaient selon les HAP. Par exemple, le naphtaléne était €liminé a
plus de 93% en 5 jours, contre 76% pour le phénanthréne dont la dégradation était de 19%
supplémentaires entre 5 et 10 jours, alors que pour 1’anthracéne, le pyréne, le fluoranthéne les
dégradations observées entre O et S jours et 5 et 10 jours étaient comparables, et que pour le
benzo(a)anthracéne et le chryseéne les dégradations étaient égales entre O et 5 jours, 5 et 10
jours et 10 et 15 jours. Le systeme était donc capable d’éliminer des quantités substantielles
de HAP de fort poids moléculaire en 15 jours.

Wischmann et al. (1996) ont étudié la dégradation de 4 HAP, le fluoranthéne, le
benzo(a)anthracéne, le fluoréne et le phénanthréne dans du sol additionné de compost. En 8
semaines, 3% du phénanthreéne initial seulement subsistaient et en 11 semaines 33% du
fluoréne initial, alors que les concentrations en fluoranthéne et benzo(a)anthracéne avaient
diminué de maniére insignifiante. Ils ont aussi montré que les phénomenes biotiques de
dégradation étaient majoritaires.

Enfin, les activités microbiennes sont liées a la structure de la porosité du sol. Ainsi,
Xu et al. (1995) ont montré que 1’agrégation améliorait I’environnement physique des micro-
organismes et augmentait la biodégradation des hydrocarbures dans les sols.

I11.5.3 - Voies de dégradation des HAP par les micro-organismes

IM11.5.3.1 - Métabolisme des HAP en cis-dihydrodiols, phénols et produits & cycle

fissuré par des bactéries et des algues vertes
Chez la plupart des bactéries et quelques algues vertes, le principal mécanisme du

métabolisme aérobie des HAP implique 1’oxydation des noyaux aromatiques par des
dioxygénases pour former des cis-dihydrodiols (Cerniglia, 1992). Ces dihydrodiols sont
ensuite transformés en diphénols, qui sont clivés par d’autres dioxygénases. Les sites initiaux
d’attaque enzymatique ont été déterminés pour plusieurs HAP (Figure IT1.5.3.1-a).

Le métabolisme du naphtaléne a été étudié de maniere plus extensive que celui de
n’importe quel autre HAP. Pseudomonas spp. métabolise successivement le naphtaléne en
naphtaléne cis-1,2-dihydrodiol, 1,2-dihydroxynaphtaléne, acide 2-hydroxychromeéne-2-carbo-
xylique, acide trams-o-hydroxybenzylidénepyruvique, salicylaldéhyde, acide salicylique, et
soit du catéchol, soit de I’acide gentisique (Figure I11.5.3.1-b).

Mpycobacterium sp. convertit le naphtaléne initialement en naphtaléne cis-1,2-
dihydrodiol, puis en salicylate et catéchol, bien qu’il puisse aussi former un frans-dihydrodiol
(Heitkamp et al., 1988a). Rhodococcus sp. métabolise le naphtaléne via 1’aldhéhyde
salicylique, le salicylate et le gentisate (Walter et al.,1991 ; Grund et al., 1992).

L’acénaphténe est catabolisé par une Pseudomonas sp., qui I’utilise comme seule
source de carbone, via le 1-acénaphténol et la 1-acénaphténone (Komatsu et al., 1993).
Alcaligenes eutrophus et A. paradoxus utilisent 1’acénaphténe comme seule source de carbone
en le métabolisant via I’acide 7,8-diketonaphtyl-1-acétique, I’acide 1,8-naphtaléne-
dicarboxylique et I’acide 3-hydroxyphtalique (Selifonov et al., 1993b).
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Figure IIL.5.3.1-a : Sites predommants d’attaque enzymathue dans I’oxydation
microbienne des HAP. Les fléches indiquent les sites primaires du métabolisme. Le benzo(a)pyréne, le
benzo(a)anthracéne et le chryséne sont des produits cancérigénes biologiquement actifs.

L’acénaphtyléne est catabolisé par une Pseudomonas sp., qui ’utilise comme seule
source de carbone, via I’acide 1,8-naphtalenedicarboxylique (Komatsu et al., 1993).
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Figure I11.5.3.1-b : Stades initiaux du métabolisme du naphtaléne en acide salicylique

par Pseudomonas putida (Eaton and Chapman, 1992). Les génes codant pour les enzymes impliquées
dans le métabolisme du naphtaléne sont désignés par nah.

Alors que Pseudomonas vesicularis minéralise le fluoréne par une voie inconnue
(Weissenfels et al., 1990), une autre Pseudomonas sp. métabolise le fluoréne en 9-fluorénone,
puis par une dioxygénation inhabituelle du carbone angulaire en un autre intermédiaire, la
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1,1a-dihydroxy-1-hydrofluorén-9-one (Selifonov et al., 1993a). Des Rhodococcus sp. et
Mpycobacterium sp. métabolisent également le fluoréne : les métabolites produits par cette
derniére incluent le 9-fluorénol, la 9-fluorénone et la 1-indanone (Walter et al., 1991; Boldrin
et al.,, 1993). Une Arthrobacter sp. métabolise le fluoréne par 2 voies différentes : 1’'une
implique la monooxygénation du C-9, menant au 9-fluorénol et & la 9-fluorénone, I'autre °
implique une dioxygénation et un clivage méta pour former la 3,4-dihydrocoumarine comme
intermédiaire (Grifoll et al., 1992). De mani¢re similaire, Staphylococcus auriculans
métabolise le fluoréne en 9-fluorénol et 9-fluorénone, mais oxyde le dernier produit en 4- et
1-hydroxy-9-fluorénone (Monna et al., 1993).

L’anthracéne est métabolis€ par une Pseudomonas aeruginosa via 1’anthracéne
cis-1,2-dihydrodiol, le 1,2-dihydroxyanthracéne, I’acide cis-4-(2’-hydroxynapht-3-yl)-2-
oxobut-3-enoique, le 2-hydroxy-3-naphtaldéhyde et 1’acide 2-hydroxy-3-naphtoique (Evans et
al., 1965). Le dernier composé est minéralisé via I’acide salicylique et le catéchol (Figure
I11.5.3.1-c). Une Rhodococcus sp. utilise également 1’anthracéne pour sa croissance mais le
métabolisme est inconnu (Walter et al., 1991).

Anthracene Anthracene ¢is-1,2- 1 2-Dihydroxyanthracene
: dihydrodiol

oocF=ocr

cis-4-(2"-Hydroxynaphth-3-yl)- :

2-oxobut-3-enoic acid
l\ pyvate cooH
OH OH
O — O~
CHO COOH

2-Hydroxy-3-naphthaldehyde = 2-Hydroxy-3-naphthoic acid Salicylic
acid

Figure II1.5.3.1-c : Voie du métabolisme bactérien de I’anthracéne par Pseudomonas
aeruginosa (Evans et al., 1965).

Une Pseudomonas sp. métabolise le phénanthréne via le phénanthréne cis-3.4-
dihydrodiol, le 3,4-dihydroxyphénanthréne, ’acide cis-4-(1-hydroxynapht-2-yl)-2-oxobut-3-
énoique, le 1-hydroxy-2-naphtaldéhyde, I’acide 1-hydroxy-2-naphtoique et le 1,2-dihydroxy-
naphtaléne (Figure I1.5.3.1-d). Pseudomonas paucimobilis et Ps. fluorescens minéralisent
toutes deux le phénanthréne (Weissenfels et al.,, 1990). Une Aeromonas sp. métabolise le
phénanthréne en 1-hydroxy-2-naphtaldéhyde, 2-carboxybenzaldéhyde, acide o-phtalique,
acide protocatéchuique (Kiyohara et al., 1976). Une Mycobacterium spp. minéralise le
phénanthréne via 1’acide 1-hydroxy-2-naphtoique, l’acide o-phtalique et I’acide
protocatéchuique (Heitkamp et al., 1988a ; Boldrin et al., 1993). Une Rhodococcus sp. peut
utiliser le phénanthréne pour croitre (Walter et al., 1991).
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Pseudomonas paucimobilis et Alcaligenes denitrificans utilisent le fluoranthéne pour
croitre. Les intermédiaires métaboliques produits par Alcaligenes denitrificans incluent la
7-acénaphténone, le 7-hydroxyacénaphtyléne et la 3-hydroxyméthyl-4,5-benzocoumarine
(Mueller et al., 1990 ; Weissenfels et al., 1990, 1991). Des Mycobacterium spp. produisent du.
CO, a partir du fluoranthéne, mais n’utilisent pas ce HAP comme seule source de carbone
(Heitkamp et al., 1988a; Boldrin et al., 1993). Une Rhodococcus sp. peut utiliser le
fluoranthéne comme seule source de carbone (Walter et al., 1991)
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Figure II1.5.3.1-d : Voie du métabolisme bactérien du phénanthréne (Evans et al.,
1965 ; Kiyohara et al., 1976).

Le pyréne est catabolisé par une Mycobacterium spp. pour produire du CO, ; les
intermédiaires incluent le pyréne cis-4,5-dihydrodiol, la 4-hydroxypérinaphténone, 1’acide
4-phénanthroique, 1’acide phtalique, 1’acide cinnamique, mais aussi un trans-dihydrodiol
(Heitkamp et al., 1988a, 1988b ; Boldrin et al., 1993). Différentes voies ont été proposées
(Figure I11.5.3.1-e). Rhodococcus sp. produit des métabolites du pyréne différents, parmi
lesquels les 1,2- et 4,5-dihydroxypyréne, l’acide cis-2-hydroxy-3-(périnaphténone-9-
yl)propénique, et ’acide 2-hydroxy-2-(phénanthrén-5-one-4-enyl)acétique (Walter et al.,
1991).

Une Beijjerinckia sp. oxyde le benzo(a)anthracene en cis-1,2-, cis-8,9- et
cis-10,11-dihydrodiols (Gibson and Subramanian, 1984). Le métabolisme suivant meéne a
I’acide 1-hydroxy-2-anthranoique, 1’acide 2-hydroxy-3-phénanthroique, ’acide 3-hydroxy-2
phénan-throique et le CO, (Mahaffey et al., 1988).

Walter et al. (1991) ont mis en évidence une Rhodococcus sp. capable d’utiliser le
chryséne comme source de carbone, mais les voies et les produits de dégradation sont
inconnus.
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Beijerinckia sp. oxyde le benzo(a)pyréne en les cis-7,8- et cis-9,10-dihydrodiols
(Gibson et al., 1975). L’algue verte Selenastrum capricornutum produit les benzo(a)pyréne
cis-4,5-, cis-7,8- et cis-11,12-dihydrodiols (Warshawsky et al., 1988). Le benzo(a)pyréne est
aussi métabolisé par une Pseudomonas spp., mais les produits sont inconnus (Barnsley, 1975).
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Figure I11.5.3.1-e : Métabolisme du pyréne par Mycobacterium sp. PYR-1 (Cerniglia,
1992).

[1.5.3.2 - Métabolisme des HAP en trans-dihvdrodiols par des champignons. des
bactéries et des cyanobactéries
- De nombreuses espéces de champignons, quelques bactéries et quelques
cyanobactéries produisent des monooxygénases du cytochrome P450. Ces enzymes
transforment les HAP en oxydes d’arénes, qui sont ensuite soit hydratés pour former des
trans-dihydrodiols, soit réarrangés de maniére non-enzymatique pour former des phénols. Les
micro-organismes qui ne possédent que ces voies de dégradation ne peuvent pas ‘utiliser les
HAP comme source de carbone, mais peuvent étre capables de les détoxifier (Cerniglia et al.,
1992).

Le naphtaléne est métabolisé par de nombreux champignons en naphtaléne trans-1,2-
dihydrodiol, 1- et 2-naphtol, 4-hydroxy-1-tétralone (Cerniglia et al., 1978 ; Hofmann, 1986).
Des bactéries Gram-positives, comme Bacillus cereus, Streptomyces griseus, et
Mpycobacterium sp., métabolisent le naphtaléne en 1-naphtol (Cerniglia et al., 1984 ; Trower et
al.,1988 ; Kelley et al., 1990).

L’anthracéne est métabolis€é par Cunninghamella elegans (Cemniglia, 1982) et
Rhizoctonia solani (Sutherland et al., 1992) en anthracéne trans-1,2-dihydrodiol. Il est ensuite
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conjugué par Cunninghamella elegans pour former du 1-anthryl-sulfate (Cémiglia, 1982) et
par Rhizoctonia solani en 3 conjugués xylosides différents (Sutherland et al., 1992).

Cunninghamella elegans métabolise le phénanthréne en phénanthréne trans-1,2-,
trans-3,4- et trans-9,10-dihydrodiols et un conjugué glucoside (Sutherland et al., 1993).
Syncephalastrum racemosum produit également les trans-3,4- et trans-9,10-dihydrodiols. Le
champignon de la pourriture blanche Phanerochaete chrysosporium métabolise le
phénanthréne en trans-3,4- et trans-9,10-dihydrodiols, en 3-, 4- et 9-phénanthrénols et un
conjugué glucoside (Sutherland et al., 1993).

Une Mycobacterium sp. produit sans doute le zrans-3,4-dihydrodiol (Boldrin et al.,
1993).

Le fluoranthéne est métabolisé par Cunninghamella elegans en fluoranthéne trans-2,3-
dihydrodiol, 8- et 9-hydroxyfluoranthéne trans-2,3-dihydrodiols et deux conjugués glucosides
(Pothuluri et al., 1990, 1992). Penicillium sp., Laetiporus sulphureus et d’autres champignons
métabolisent également le fluoranthéne, mais les produits de dégradation sont inconnus (Sack
and Giinther, 1993).

Cunninghamella elegans métabolise le pyréne en 1-hydroxypyréne, 1,6- et 1,8-
pyrénequinones, et trois conjugués glucosides (Cerniglia et al., 1986). Penicillium sp. et
d’autres champignons métabolisent le pyréne en des produits inconnus (Sack and Giinther,
1993). Mycobacterium sp. produit du pyréne trans-4,5-dihydrodiol et un pyrénol comme
intermédiaires en plus des cis-dihydrodiols et des amtres produits mentionnés ci-dessus
(Heitkamp et al., 1988b).

Le benzo(a)anthraceéne est métabolisé par Cunninghamella elegans en les trans-3,4-,
trans-8,9- et trans-10,11-dihydrodiols et plusieurs autres dérivés et conjugués (Cerniglia et
al., 1980, 1985). Les levures Candida krusei et Rhodorotula minuta métabolisent le
benzo(a)anthracéne en produits inconnus (MacGillivray and Shiaris, 1993).

Plusieurs métabolites sont produits a partir du benzo(a)pyréne par Cunninghamella
elegans, dont les trans-7,8- et trans-9,10-dihydrodiols, 3- et 9-hydroxybenzo(a)pyrenes, deux
quinones, des conjugués vari€s et des traces du dérivé hautement cancérigéne
benzo(a)pyréne(+)-7,8-diol-9,10-époxyde-2 (Cerniglia and Gibson, 1979 ; Cerniglia et al.,
1992).

I1.5.3.3 - Métabolisme des HAP en quinones par des champignons de la pourriture
blanche

Quelques champignons de la pourriture blanche, qui dégradent la lignine et la cellulose
du bois, métabolisent les HAP en quinones et autres métabolites par des mécanismes qui ne
semblent pas impliquer les cis- ou trans-dihydrodiols. Dans certains cas, mais pas tous, les
lignine-peroxydases sont impliquées.

Phanerochaete chrysosporium, Trametes versicolor et Pleurotus ostreatus métabo-
lisent le fluoréne en des produits inconnus (George and Neufeld, 1989 ; Sack and Giinther,
1993).

L’anthracéne est métabolisé par Phanerochaete chrysosporium, via la 9-10-
anthraquinone et 1’acide phtalique, en CO, (Hammel and Green, 1991). Bjerkandera sp. et
quelques autres champignons de la pourriture blanche métabolisent 1’anthracéne en 9,10-
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anthraquinone, alors que Trametes versicolor le métabolise sans ~accumulation
d’anthraquinone (Field et al., 1992 ; Sack and Giinther, 1993).

Bien que le phénanthréne ne soit pas un substrat de la lignine-péroxydase H8 de
Phanerochaete chrysosporium (Hammel et al., 1986), il est néanmoins métabolisé par
Phanerochaete chrysosporium, Trametes versicolor et Pleurotus ostreatus en CO, (Bumpus,
1989 ; Sack and Giinther, 1993) aussi bien qu’en les frans-dihydrodiols, phénols et conjugués
signalés précédemment (Hammel and Green, 1991). Les métabolites intermédiaires dans la
voie catabolique de Phanerochaete chrysosporium incluent la phénanthréne 9,10-quinone et le
produit de clivage du noyau, I’acide 2,2’-diphénique (Hammel et al., 1992).

Trametes versicolor et Pleurotus ostreatus métabolisent le fluoranthéne en produits
inconnus (Sack and Giinther, 1993).

Le pyréne est oxydé, soit par des cultures de Phanerochaete chrysosporium, soit par la
lignine-peroxydase purifiée, en pyréne 1,6- et 1,8-quinones (Hammel et al., 1986).

Le benzo(a)anthraceéne présente des modifications spectrales quand il est incubé avec
la lignine-peroxydase et H,0, : c’est donc un substrat de cette enzyme (Hammel et al., 1986).

Phanerochaete chysosporium métabolise le benzo(a)pyréne jusqu’au CO, (Bumpus et
al., 1985). Bjerkandera sp., Trametes versicolor, et Trametes sp. métabolisent le
benzo(a)pyreéne en produits inconnus (Field et al., 1992).

II1.5.3.4 - Métabolisme des HAP par des bactéries anaérobies

Le potentiel du métabolisme anaérobie des HAP est peu connu. Bien que le naphtaléne
et I’acénaphténe soient €liminés jusqu’a des niveaux indétectables par des cultures mixtes de
bactéries dénitrifiantes (Mihelcic and Luthy, 1988), les voies métaboliques utilisées sont
inconnues.

I11.5.4 - Evaluation de la toxicité des HAP et de leurs produits de dégradation

De plus en plus de chercheurs intégrent des tests de toxicité a leurs études de
dégradation. Ces évaluations sont importantes non seulement parce qu’une association intime
des HAP avec la matrice du sol peut les rendre plus ou moins disponibles, et donc plus ou
moins toxiques potentiellement, mais aussi parce que les métabolites peuvent €tre plus
toxiques que les composés parents (Shuttleworth and Cerniglia, 1995). Or, alors que de
nombreuses bactéries, cyanobactéries, champignons et algues sont capables de métaboliser les
HAP a différents degrés (Cerniglia 1992 ; Cerniglia et al., 1980, 1984, 1992), les rapports sur
la formation de produits de dégradation toxiques ou génotoxiques sont rares. Pourtant, des
métabolites fongiques sont connus pour étre mutagenes, cancérigénes et de toxicité aigué
(Cerniglia et al., 1984). Un autre exemple est I’activation de produits chimiques promutagénes
par le systtme du cytochrome P450 de Streptomyces griseus (Sariaslani and Stahl, 1990 ;
Sariaslani and Omer, 1992). Toutefois, les données concernant les mélanges de HAP et les
populations bactériennes manquent (Cerniglia, 1992).

Belkin et al. (1994) ont étudié la biodégradation de HAP dans des colonnes
percolantes sur des sols artificiellement pollués par des mélanges de HAP ou un sol contaminé
réel. Dans tous les cas, I’élimination des contaminants originaux était accompagnée d’une
augmentation de I’activité génotoxique des effluents par mesure avec le test Mutatox, mais les
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comparaisons avec les essais de toxicité (Microtox) ne mettaient pas de corrélation en
évidence. Il n’était en outre pas slir que I’augmentation de génotoxicité soit due aux produits
de dégradation des HAP plutdt qu’a des composés présents dans le sol et activés ou relargué
pendant le processus. A '

Ainsi, quand la biodégradation est incompléte, il existe effectivement un potentiel
d’observer une augmentation de la toxicité et/ou de la génotoxicité, mais les essais a court
terme comme le Microtox ne sont pas toujours adaptés (Belkin et al., 1994).

Baud-Grasset et al. (1993) ont utilis€ quant & eux des tests de phytotoxicité pour
évaluer la rémédiation fongique de HAP dans un sol contaminé réel . Pour cela, ils ont choisi
des plantes supérieures (laitue, avoine et mil) et mesuré la germination des graines ainsi que
I’élongation des racines en utilisant des éluats de sol. Ces plantes supérieures sont selon eux
plus aptes & mesurer une réduction de la toxicité globale du sol, car la toxicité de mélanges de
produits chimiques est difficile & évaluer par analyse chimique. Leurs tests de phytotoxicité
ont mis en évidence une bonne corrélation entre la détoxification du sol et la diminution de la
teneur en HAP.

IIL5.5 - Effet de I’addition de surfactants sur la biodégradation des HAP

Les surfactants sont des composés amphiphiles capables de diminuer les tensions
surfaciques et interfaciales. L’addition de surfactants augmente la concentration des composés
hydrophobes dans la phase aqueuse par solubilisation ou émulsification (en augmentant la
surface de contact des composés hydrophobes) : des agrégats colloidaux (micelles) se forment
a la concentration de micelle critique (CMC) du surfactant, provoquant une solubilisation
accrue ou I’émulsification du composé hydrophobe présent.

Augmenter la concentration d’un composé dans la phase aqueuse favorise sa
disponibilit¢ & une attaque microbienne ou I’élimination par d’autres traitements. Il est
possible de séparer les surfactants en deux classes: les surfactants synthétiques et les
biosurfactants qui sont produits par des micro-organismes. Les biosurfactants peuvent &tre
dégradés par des micro-organismes (Zajic et al., 1977 ; Morgan and Watkinson, 1989),
contrairement a certains surfactants chimiques, et peuvent €tre moins toxiques que les
surfactants synthétiques.

Des chercheurs ont observé I’inhibition de la dégradation des HAP en présence de
surfactants non ioniques en dessus de leur CMC (Laha and Luthy, 1991 ; Aronstein and
Alexander, 1993 ; Tiehm, 1994).

D’autres ont observé que la biodégradation de certains composés organiques peut €tre
améliorée par 1’addition de surfactants non ioniques & des concentrations en deca de leur
CMC (Aronstein and Alexander, 1993) ou en présence de micelles de surfactant (Bury and
Miller, 1993).

Ainsi, Thibault et al. (1996) ont étudié I’effet de 1’addition de quatre surfactants sur la
dégradation, par des Pseudomonas isolées par enrichissement d’un sol contaminé, du pyréne
adsorbé dans des sols. Ils ont montré que I’inoculation de bactéries dégradant le pyréne en
présence d’un surfactant peut augmenter la minéralisation en conditions insaturées, mais en
conditions saturées, la biodégradation était plus efficace en I’absence de surfactant.

Tsomides et al. (1995) ont étudié la capacité de sept surfactants non ioniques

~

commerciaux appartenant a trois classes de surfactants différentes d’améliorer la
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biorémédiation de sols contaminés par des HAP. Parmi les sept surfactants testés, seul le
Triton X-100 n’inhibait pas la minéralisation du phénanthréne a des concentrations
supérieures & la CMC: DI’addition de surfactant ne semblait donc pas augmenter la
biotransformation ou la minéralisation du phénanthréne.

En effet, les surfactants sont connus pour leur capacité a solubiliser les enzymes
cellulaires, les récepteurs et les protéines (Swisher, 1987). Une interruption des événements
cellulaires médiés par la membrane ou une destruction de I’intégrité de 1a membrane sont des
explications probables pour l’inhibition de la minéralisation du phénanthréne par les

surfactants non ioniques.

Churchill et al. (1995) ont étudié ’effet de 3 surfactants non ioniques, le Triton X-45,
le Triton X-100 et le Triton X-165, sur le taux de biodégradation du phénanthréne par des
cultures bactériennes pures. Selon les bactéries utilisées, ils augmentaient les taux de
biodégradation ou les inhibaient : en plus d’une augmentation de la concentration aqueuse des
hydrocarbures, les surfactants interagissent avec les surfaces bactériennes et les variations de
résultats sont dues aux différences entre les bactéries utilisées.

Aussi, Tiehm (1994) a étudié la dégradation de HAP en présence de neuf surfactants
synthétiques pour mieux comprendre les interactions fondamentales entre les HAP, les
surfactants et les bactéries, en se concentrant sur la toxicité des surfactants et la
biodisponibilité des HAP solubilisés. Il a alors observé une augmentation de la concentration
de HAP en solution aqueuse par solubilisation avec les surfactants non ioniques et le SDS
(Sodium Dodecyl Sulfate), alors que la dégradation des HAP était inhibée par le SDS & cause
de son utilisation préférentielle comme substrat de croissance. La toxicité des surfactants de
type alkyléthoxylate et alkylphénoléthoxylate diminuait quand leur hydrophilie augmentait,
c’est-a-dire quand la longueur de la chaine éthoxylate augmentait. Ainsi, les surfactants non
toxiques et non préférés comme substrats de croissance augmentaient la dégradation des
fluoréne, phénanthréne, anthracéne, fluoranthéne et pyréne.

Putcha and Domach (1993) ont constaté que la présence du surfactant Triton X-100
semblait protéger significativement le naphtaléne de la biodégradation en le piégeant dans ses
micelles, a moins qu’il n’inhibe la croissance cellulaire. Ghosh et al. (1995) ont également
observé que 1’addition de Triton X-100, & des concentrations jusqu'a 24 fois sa CMC,
n’augmentait pas la biodégradation des HAP dans un sol contaminé.

Les biosurfactants sont une deuxieme catégorie de surfactants particuliers étudiés a
cause de leurs propriétés de biodégradabilité. Ainsi, les résultats concernant 1’utilisation des
biosurfactants dans la biodégradation des hydrocarbures sont variables.

Providenti et al (1995) ont étudié D'effet de 1’addition de biosurfactants
rthamnolipidiques et d’une souche de Pseudomonas aeruginosa (UG2) produisant des
thamnolipides sur la minéralisation du phénanthréne dans des boues de sol. Les effets
observés variaient en fonction du sol. Il y avait inhibition de la biodégradation dans les boues
de terreau sableux et de terreau limoneux alors qu’il y avait stimulation dans les boues de sol
contaminé par la créosote, en particulier en présence de la combinaison de Pseudomonas
aeruginosa UG2 et d’une souche de Pseudomonas sp. dégradant le phénanthréne. Ainsi, des
cellules entiéres étaient plutét requises, mais les effets observés ne peuvent Etre
catégoriquement attribués aux biosurfactants produits par Pseudomonas aeruginosa UG2.
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Deschénes et al. (1996) ont étudié 1’addition de SDS et des mémes biosurfactants
produits par Pseudomonas aeruginosa UG2 sur la biodégradation de HAP dans un sol
contaminé par la créosote. Ils ont suivi 13 HAP sur les 16 prioritaires selon I'U.S. EP.A..
Ainsi, les deux surfactants n’avaient aucun effet sur la biodégradation des HAP de 3 cycles, -
quelle que soit leur concentration, mais diminuaient significativement, en particulier le SDS,
la biodégradation des HAP de 4 cycles. Pour les HAP de plus de 4 cycles, aucune
biodégradation n’était observée. D’autres études ont montré une absence de biodégradation
détectable des HAP de 5 cycles ou plus sous des conditions similaires (Aprill and Sims,
1990). Il n’y avait pas de toxicité des surfactants, quelle que soit la concentration utilisée.

Oberbremer et al. (1990) ont étudié 1’influence de surfactants microbiens (des
glycolipides) sur la biodégradation d’hydrocarbures : elle était plus rapide, plus élevée et la
biomasse produite était augmentée. Les biosurfactants étaient dégradés aprés avoir facilité la
dégradation de tous les hydrocarbures. Zhang and Miller (1995) ont étudié 1’effet de la
structure de 2 thamnolipides sur la solubilisation et 1a biodégradation de n-alkanes : une forme
ester de méthyle et une forme acide. La forme acide était moins efficace, mais un probleme
majeur est que la méthode d’obtention des dirhamnolipides favorise la forme acide au
détriment de la forme ester méthylique.

Enfin, Strong-Gunderson and Palumbo (1995) ont étudié 1’addition de Tween 80, un
biosurfactant produit par Pseudomonas aeruginosa ATCC 9721, a des concentrations
inférieures & la CMC: ils ont observé une augmentation de la disponibilité et de la
dégradation du naphtaléne.

Ainsi, méme si I’addition de surfactants semble une approche valable pour augmenter
la biodisponibilité et sans doute la biodégradation des contaminants hydrophobes, leur réle
dans les processus de biodégradation n’est pas toujours clair. En outre, des résultats montrent
que leur addition n’est pas toujours bénéfique (Laha and Luthy, 1991). En fait, plusieurs
facteurs peuvent affecter le processus de biodégradation, comme la possibilité d’une
disponibilité plus faible du contaminant dans les micelles (Laha and Luthy, 1991) et la
compétition possible entre les surfactants et les contaminants (Tichm, 1994). Les surfactants
eux-mémes peuvent €tre toxiques a la microflore du sol (Kuhnt, 1993) ou peuvent €tre si
facilement biodégradés que leur apport n’est pas visible.
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CHAPITRE IV : MATERIELS ET METHODES

- Lesolréel que nous utiliserons dans la suite des expériences nous a été fourni par ICF
Environnement (Gennevilliers) qui I’a prélevé sur un site d’ancienne usine a gaz pollué par
des HAP. En juillet 1995, date a laquelle le premier échantillon a été prélevé, une dépollution
biologique du site allait &tre entreprise. Le deuxiéme échantillon qui nous a été fourni a été
prélevé en juin 1996, au cours d’une campagne d’échantillonnage sur le tertre biologique en
cours de dépollution, campagne réalisée pour suivre I’évolution du processus.

Avant d’entamer chaque série d’expérimentations, une caractérisation en termes de
population microbienne et de pollution par les HAP a été réalisée.

Nous présenterons les protocoles expérimentaux de cette partic Matériels et Méthodes
dans le méme ordre que les parties Résultats et Discussion exposées dans la suite.

IV.1 - Protocoles de caractérisation du sol et de la pollution

La préparation des échantillons a été la méme pour les deux prélévements (juillet 95 et
juin 96), la caractérisation physico-chimique totale n’ayant ét€ menée que sur le premier
préleévement.

IV.1.1 - Préparation et stockage de I’échantillon

Les échantillons prélevés sont un mélange de cailloux et de sol. Il est tamisé a 2mm
afin d’obtenir des échantillons homogénes qui permettront de comparer les expériences entre
elles, et de se placer dans des conditions fréquemment utilisées dans la littérature. La fraction
du sol de granulométrie > 2mm, formée de cailloux et graviers, n’est pas la fraction dans
laquelle se niche la pollution, et dans les méthodes de mesure de pollution, un tamisage
préalable a 2mm est réalisé (méthode EPA 3540 pour la mesure de la teneur en HAP du sol).
Apres tamisage, la fraction < 2mm est soigneusement homogénéisée. Si elle n’est pas utilisée
de suite, elle est stockée a +4°C, a I’obscurité dans un récipient en verre stérile, de facon a
limiter les biotransformations et les pertes abiotiques.

L’analyse granulométrique ne prend en compte que la fraction inférieure & 2 mm,
appelée sol fin (Bonneau et Souchier, 1994). On distingue les fractions de graviers
(D > 2mm), de sable (63 pm < & < 2 mm), d’argiles et de limons (J < 63 pm).

IV.1.2 - Caractérisation physico-chimique

IV.1.2.1 - Humidité

Pour mesurer I’humidité d’un sol, un échantillon humide est pesé dans un creuset en
céramique, préalablement séché & 105°C et placé ensuite 1 heure dans un dessicateur a 20°C.
Puis cet échantillon, avec le creuset, est placé dans un four & 105°C pendant 48 heures. Aprés
refroidissement dans le dessicateur, ’échantillon sec est pesé et I’humidité de I’échantillon
initial est calculée comme suit :

% humidité = 100x(m,-m,)/(m,-m,)

oll: m,=masse du creuset sec (g)
m, = masse de I’échantillon humide et du creuset sec (g)
m, = masse de I’échantillon sec et du creuset sec (g)
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IV.1.2.2 - Capacité de rétention de 1’eau (ou Water Holding Capacity, WHC)

La WHC correspond a ’humidité résiduelle du sol aprés saturation en eau et drainage
libre sous la seule action de la pesanteur en atmosphére saturée en eau. Pour la déterminer,
une portion de sol est additionnée a une quantité saturante d’eau (on obtient une boue),
P'incubation est réalisée sur la nuit et le mélange est filtré sur papier Whatman n°42. Le
pourcentage d’humidité de la portion retenue sur le filtre correspond a la WHC.

IV.1.2.3 - Acidité

Hormis les sols neutres et surtout carbonatés, la détermination des pH a I’eau et au
KCl est d’intérét car ApH = (pH a I’eau ) — (pH au KCl) révele I’acidité potentielle ou activité
d’échange du sol (Bonneau et Souchier, 1994). Le sol est mis en suspension dans de ’eau
milliQ (procédé Millipore) ou du KCl 1M sous agitation avec un barreau magnétique pendant
60 minutes a une température proche de 20°C, et la lecture au pH-métre est faite aprés
stabilisation.

IV.1.2.4 - Sulfates solubles

Les sulfates solubles sont les sulfates extractibles a I’eau. Aprés extraction, ils sont
précipités en milieu chlorhydrique a I’état de sulfate de baryum, le précipité obtenu est
stabilis€ &4 I’aide d’une solution de Tween 20, et I’absorbance des suspensions homogenes est
mesurée a 650 nm au spectrophotomeétre d’absorption UV-visible (Kontron-Uvikon 860C),
selon le protocole décrit par Rodier (1971).

IV.1.2.5 - Ammoniac et nitrates extractibles au KCl

Le sol est incubé avec du KC1 1M 2 un rapport (1/100, w/w) et les ions NH," extraits
(donc en solution) sont dosés apres centrifugation du mélange par réaction avec le phénate de
sodium (méthode de Harper) en milieu alcalin. Il y a formation d’un composé diazo bleu
absorbant 2 640 nm (Bonneau et Souchier, 1994).

Les nitrates réagissent avec du salicylate de sodium pour donner du p-nitrosalicylate
de sodium qui développe une coloration jaune absorbant 4 420 nm (Rodier, 1971).

IV.1.2.6 - Phosphore
La méthode dite « Duchaufour et Bonneau » consiste en une premiére extraction 2

I’acide sulfurique N/250 (pour le phosphore 1i€ au calcium), suivie d’une extraction a la soude
N/10 (pour le phosphore li€é a I’aluminium, le fer et les humophosphates). Le dosage
colorimétrique a 825 nm est décrit par Bonneau et Souchier (1994).

IV.1.2.7 - Granulométrie
La fraction inférieure & 1mm (aprés tamisage manuel) a été analysée en granulométrie
Laser avec un granulometre Laser Coulter LS 130 en utilisant I’eau comme fluide porteur.

IV.1.2.8 - Azote Kjeldahl
L’analyse de la teneur en azote du sol par la méthode Kjeldahl a été réalisée par le

Laboratoire Crépin Analyses et Contrles (Rouen) selon la méthode NF X 31 111. Elle
détermine la quantité totale d’azote (N) dans le sol.

IV.1.3 - Caractérisation microbiologique du sol (méthode de dénombrement)

Une fiole d’Erlenmeyer contenant 100 ml de NaCl 0,9% est stérilisée, puis additionnée
de 10 g de milieu naturel tamisé & 2 mm. Aprés agitation orbitale 1 heure a température
ambiante, la boue obtenue est décantée 1 heure et des dilutions décimales sont réalisées avec
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le surnageant dans NaCl 0,9%. 100 pl de chaque dilution sont étalés sur les géloses dont la
composition est décrite ci-aprés. On procede au comptage des unités formant colonie (UFC)
sur la gélose qui en comprend entre 30 et 300.

IV.1.3.1 - Bactéries et Actinomycétes
La gélose utilisée contient (par litre) 15 g de Nutrient Broth (Difco), 15 g d’agar

(bioM¢érieux) et son pH est ajusté & 7-7,5 avant autoclavage 20 mn a 121°Cet 1,5 bar.
Les géloses ensemencées sont incubées de 2 a 4 jours a 30°C.

IV.1.3.2 - Levures et champignons

La gélose utilisée contient (par litre) 15 g d’Extrait de Malt (bioMérieux), 15 g d’agar
(bioM¢érieux) et son pH est ajusté & 4-5 avant autoclavage 20 mn 4 121°C et 1,5 bar.

Les géloses ensemencées sont incubées de 3 a 7 jours a 23°C.

IV.1.4 - Dosage des Hydrocarbures Aromatiques Polycycliques dans les sols

1V.1.4.1 - Extraction au soxhlet : Méthode EPA 3540
Avant de procéder a P’extraction, il faut éliminer les éléments étrangers (feuilles,
pierres), puis déterminer le pourcentage d’humidité du sol a extraire.

Ensuite, 5 g d’échantillon solide sont mélangés & 5 g de sulfate de sodium (Prolabo,
Normapur) anhydre et placés dans un cartouche d’extraction (Whatman). 150 ml de solvant
d’extraction acétone-hexane (1:1) (Prolabo, Normapur et Rectapur, respectivement) sont
placés dans un ballon d’extraction de 250 ml contenant 3 pierres-ponces. Le ballon est fixé a
I’extracteur de Soxhlet et 1’extraction sous reflux est menée pendant 16 heures.

L’extrait obtenu est ensuite séché sur une colonne séchante en verre de 25 mm de
diamétre interne contenant 10 cm de sulfate de sodium anhydre et récolté dans un concentreur
de Kuderna-Danish de 500 ml, avec un tube concentreur de 10 ml. Le ballon d’extraction et la
colonne séchante sont lavés avec 50 ml d’acétone-hexane (1:1) pour assurer le transfert
quantitatif d’extrait. Ensuite, le concentreur est fixé & une colonne de Snyder a 3 étages et le
tube concentreur immergé dans un bain-marie chauffant de facon a ce que la concentration
soit réalisée en 20 minutes environ. Quand le volume apparent dans le tube concentreur atteint
1ml, le bain-marie est enlevé et I’ensemble refroidit environ 15 minutes.

L’extrait concentré ainsi obtenu ne peut pas étre directement analysé en CLHP car il
contient de nombreuses molécules organiques autres que les HAP (molécules pouvant
provenir de la décomposition de végétaux, par exemple) et son injection directe en CLHP
provoquerait sans doute un colmatage rapide de la colonne de séparation utilisée, et meénerait

également a I’obtention de chromatogrammes extrémement bruiteux. Aussi, une
pré-chromatographie est nécessaire pour éliminer ces molécules indésirables.

IV.1.4.2 - Passage sur gel de silice : Méthode EPA 3630
Avant le passage sur gel de silice, le solvant d’extraction doit &tre changé pour du

cyclohexane. Pour cela, l’extrait précédemment concentré est additionné de 4ml de
cyclohexane (qualité Normapur, Prolabo) et 1 pierre-ponce, et le tube concentreur de 10 ml est
fixé a une colonne de Snyder a 2 étages. La concentration est réalisée de mani€re similaire au
IV.1.4.1 en 10 minutes et le volume final d’extrait en cyclohexane est ajusté a 2 ml environ.
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La colonne est remplie avec la quantité requise d’adsorbant, puis avec un absorbeur
d’humidité et enfin chargée avec I’échantillon & analyser. L’élution des analytes est réalisée
par un solvant adapté qui laisse les composés interférants sur la colonne. L’éluat est ensuite
concentré. La silice utilisée (Sorbsil C60(60-210um)A, Prolabo) a une granulométrie de 60 &
210 um. Avant utilisation, elle est activée 16 heures a 130°C.

10 g de silice activée dans du dichlorométhane (qualité Chromanorm, Prolabo) sont
placés dans une colonne chromatographique en verre de longueur 250 mm et de diamétre
interne 10 mm. La silice se dépose pendant que le dichlorométhane est élué, et 2 cm de sulfate
de sodium anhydre sont ajoutés en haut de colonne. La colonne ainsi préparée est alors
prééluée avec 40 ml de pentane (Chromanorm, Prolabo), et juste avant exposition du sulfate
de sodium a I’air, les 2 ml d’extrait en cyclohexane sont transférés, 2 ml de cyclohexane pour
rincage complétant le transfert quantitatif. Juste avant exposition du sulfate de sodium 2 I’air,
25 ml de pentane sont additionnés, et I’éluat de pentane est éliminé. Ensuite, 1’élution est
réalisée avec 25 ml d’un mélange dichlorométhane-pentane (2:3) dans un concentreur de
Kudema-Danish.

Les composés élués dans cette fraction sont : acénaphténe, acénaphtyléne, anthracéne,
benzo(a)anthracéne, benzo(a)pyréne, benzo(b)fluoranthéne, benzo(g,h,i)péryléne, benzo(k)-
fluoranthéne, chryséne, dibenzo(ah)anthracéne, fluoranthéne, fluoréne, indéno(1,2,3-
cd)pyrene, naphtaléne, phénanthréne et pyréne. ‘

L’éluat est alors concentré selon les modalités déja décrites et le solvant du concentrat
obtenu est échangé pour de I’acétonitrile par addition de 50 ml d’acétonitrile suivie d’une
concentration finale a 5 ml maximum. L’échantillon est alors prét pour 1’analyse en CLHP.

IV.1.4.3 - Analyse par Chromatographie Liquide Haute Pression (CLHP)

La mise au point de 1a méthode d’analyse a été inspirée de la méthode EPA 8310.

La colonne de CLHP utilisée est une colonne Supelcosil LC-PAH (Supelco) de
diameétre interne 3,0 mm, de longueur 250 mm, avec des particules de diametre 3 pm. Le
module CLHP est constitué d’une pompe a gradient (modele 616, Waters) couplée au module
de contrble 600S (Waters), et d’un injecteur Rhéodyne manuel. Le détecteur est le détecteur
UV-visible a barrette de diodes modeéle 996 de Waters. Il fait I’acquisition des spectres
d’absorption entre 200 nm et 600 nm. Les solvants utilisés sont de qualit€ chromatographique.

L’élution est réalisée avec un gradient linéaire acétonitrile (solvant A) - eau milliQ
(solvant B) 4 0,7ml/mn dans les conditions suivantes :

T=0mn : 50% solvant A — 50% solvant B

T=5mn : 50% solvant A —50% solvant B

T=40 mn : 100% solvant A

T= 50 mn : 100% solvant A

T=52 mn : 50% solvant A — 50% solvant B.

20 pl d’extrait dilué au 1/10éme ou au 1/100&me et filtrés sur un filtre Téflon de
porosité 0,22 um sont injectés pour les analyses. L’étalonnage a été réalisé en utilisant un
standard de chez Supelco (EPA 610 PAH mix, ref. : 48743).

IV.2 - Dégradation naturelle des HAP en microcosmes de sol

Nous avons mesuré la dégradation naturelle des 16 HAP cibles en microcosmes de sol
dans les conditions décrites dans la suite.
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IV.2.1 - Dispositif expérimental

Pour cela, nous disposions de bocaux en verre circulaires (Polylabo) de diametre
100 mm et de hauteur 125 mm, fermés par un bouchon de diametre 71 mm en plastique au
milieu duquel figurait un trou de 20 mm de diamétre obturé par un bouchon de silicone (de
culture, perméable aux gaz) pour permettre les échanges gazeux. Ces bocaux étaient stérilisés
par autoclavage (121°C, 1,5 bar, 20 mn) avant addition des échantillons de sol.

Le sol pollué était placé stérilement dans les bocaux de facon a ce que sa densité (a
20% d’humidité) soit de 1 g/em’.

L’humidité était ajustée par pesée et addition d’ean milliQ stérile en cas de besoin.

L’aération du sol était assurée manuellement de maniére hebdomadaire.

Les bocaux contenant le sol (microcosmes) étaient incubés de maniere statique dans
une chambre thermostatée. ‘ :

La sciure utilisée ici est en fait un résidu de coupe de feuillus, supposé en cours de
décomposition, utilis€ par ICF Environnement comme additif (texturant) dans le sol
constituant le tertre biologique en cours de dépollution décrit dans I’introduction de ce
chapitre.

Pour la mesure des teneurs en HAP (cf. IV.1.4), des prélévements en double étaient
réalisés. Les deux échantillons ainsi prélevés étaient traités de fagon indépendante. Les
moyennes et les écarts-types qui figurent dans les résultats sont calculés sur les mesures
obtenues sur ces 2 prélévements.

Parallélement, un prélévement était réalisé pour les dénombrements (cf. IV.1.3) des
populations microbiennes. Les résultats des dénombrements sont calculés sur deux valeurs.

IV.2.2 - Premieére série : 20% d’humidité, pH=7,2, avec ou sans 30% (w/w) de
sciure, 23°C '

Les échantillons de sol utilisés ici proviennent du premier échantillonnage de juillet
1995. Le suivi a été fait sur 95 jours environ.

Solsec (g)  Sciure (g) prélevée sur % d’humidité  Notation et chapitre

fe site du sol
Bocal n°1 408 0 20 Condition 1 au V.2
Bocal n°2 408 144 (30% wiw) 20 Condition2 au V.2

30% (w/w) : calculé par rapport au sol 2 20% d’humidité

Dans cette premiére série, nous n’avons pas utilisé le dispositif décrit ci-dessus, mais 2
récipients rectangulaires en pyrex de dimensions L= 210 mm, I= 150 mm et H= 50 mm, car
nous avons voulu faire un essai avec une quantité de sol plus élevée. La densité du sol était la
méme que ci-dessus , i.e. 1g/cm’.

IV.2.3 - Deuxiéme série : 27 % d’humidité, pH=7,2 ou 5,3, avec ou sans 30% (w/w)
de sciure, 23°C

Les échantillons de sol utilisés ici proviennent du premier échantillonnage de juillet
1995, aprés conservation a +4°C dans I’obscurité dans des bocaux en verre. Le suivi a été fait
sur 110 jours environ.
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Solsec (g) % humidité Conditions Notation et chapitre
Bocal n°1 151 27 pH =72 Condition 3 au V.2
Bocal n°2 183 27 pH=5,3 Condition 4 au V.2
Bocal n°3 185 27 pH=5,3 et 70 g de Condition 5 au V.2
sciure

IV.2.4 - 20% d’humidité, pH=7,2, 23°C ou 30°C.
Les échantillons de sol utilisés ici proviennent du deuxiéme échantillonnage de juin
1996. Le suivi a été fait sur 95 jours environ.

Température Sol sec Notation et

(°C) (g) chapitre
Bocal n°9 30 122,3 30°Cau V.3
Bocal n°10 23 124,9 23°Cau V.3

IV.3 - Sélection et étude de micro-organismes dégradapt des HAP

IV.3.1 - Protocole de sélection et mise en évidence des micro-organismes

IV.3.1.1 - Sélection des micro-organismes
A partir d’une suspension de sol réalisée dans du sérum physiologique (NaCl 0,9%),

des milieux de culture contenant le contaminant X (ici fluoréne, ou phénanthréne, ou
anthracéne, ou fluoranthéne, ou pyréne), déterminé comme seule source de carbone, sont
ensemencés.

Aprés cette premiére phase, plusieurs repiquages successifs sont réalisés afin
d’éliminer la probabilité de croissance a partir d’éléments nutritifs propres a des cellules
physiologiquement mortes, apportées avec I’ensemencement, et d’affirmer la qualité des
souches par augmentation réguliére de la teneur en contaminants toxiques.

Le milieu de culture choisi (désigné par MSM dans la suite) doit favoriser la sélection
des bactéries en tant que micro-organismes dégradant des HAP : en effet, il nous est plus
facile de travailler sur des bactéries que sur des champignons.

Sa composition est la suivante (par litre d’eau milliQ) : 680 mg KH,PO4, 890 mg
NayHPO,, 350 mg MgS04,7H,0, 100 mg NOsNHy, 0,005 mg CuS0,4,5H;0, 0,01 mg H3BO;,
0,01 mg MnSO4,H,0, 0,01 mg ZnS0O4,7H,0, 0,01 mg Na,Mo00,4,2H,0, 0,01 mg CoCl,,6H,0,
20 mg CaCl,, 0,4 mg FeSO,4. Son pH aprés autoclavage (20 mn & 121°C sous 1,5 bar) est
environ égal 4 6,8.

100 pl de solution de HAP (cristaux purs commerciaux) cible solubilisé dans 1’acétone
a une concentration de 10 mg/ml, soit Img de polluant, sont déposés dans des fioles
d’Erlenmeyer en verre. L’acétone est évaporé sous hotte aspirante. Puis 25 ml du milieu MSM
sont additionnés et 1’ensemble est stérilis€ par autoclavage : 1a pseudo-concentration finale est
de 40 mg/l de HAP dans chaque fiole d’Erlenmeyer (elle est supérieure aux solubilités
aqueuses de tous les HAP utilisés). Du sol pollué est ensuite additionné aux concentrations
finales de 0,1 et 0,01 g/1.
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5 étapes successives, décrites ci-aprés, sont considérées suffisantes pour la sélection
des micro-organismes, la totalité du processus ayant duré environ 4 mois.

Etape 1 : incubation 20 jours & 23°C, sous agitation orbitale 2 110 tours/mn.

Etapes 2, 3, 4 et 5 : repiquages successifs en milien liquide avec des teneurs
croissantes en polluant. Les ensemencements sont réalisés & partir de la culture de 1’étape
précédente. L’étape 1 est renouvelée apres chaque repiquage.

La sélection a été faite en utilisant de faibles quantités de HAP dans le milieu, car si la
quantité est trop élevée, alors des micro-organismes qui ne dégradent les HAP que lorsque la
concentration en polluant est €levée peuvent €tre favorisés, ce qui n’est pas intéressant pour
atteindre des faibles teneurs en fin de dégradation.

Les HAP purs utilisés sont 1’acénaphténe (99%, Janssen), le fluoréne (98%, Acros), le
phénanthréne (98%, Acros), I’anthracéne (97%, Aldrich), le fluoranthéne (98%, Aldrich) et le
pyréne (96%, Janssen).

IV.3.1.2 - Mise en évidence des micro-organismes
Pour la mise en évidence de la sélection, nous avons donc augmenté la quantité de

HAP (seule source de carbone dans le milieu) présente par addition de cristaux de HAP
visibles a I’ceil nu dans la proportion de 1mg/ml de milieu liquide, soit 25 fois plus que dans
I’étape de sélection.

Nous avons ensuite suivi la turbidité du milieu de culture, révélatrice de la croissance
microbienne, par la mesure de 1’absorbance a 600 nm (ou Absgoonm) de ce milieu (la référence
étant le surnageant aprés centrifugation) en fonction du temps de mise en culture, avec un
spectrophotométre d’absorption UV-visible (Kontron-Uvikon 860C). Des contrbles de
croissance ont été également réalisés : milieu MSM avec source carbonée non inoculé, milieu
MSM inoculé sans source carbonée.

La température était de 23°C, 1’agitation orbitale de 110 tours/mn.

Cing consortia de micro-organismes ont ainsi été obtenus, qui seront dans la suite
désignés par FT pour le consortium sélectionné sur le fluoranthéne, PT sur le phénanthréne,
PY sur le pyréne, AT sur I’anthracéne et FN sur le fluoréne.

IV.3.2 - Etude de la croissance sur différentes sources carbonées
Aprés leur sélection, chacun des consortia a été étudié pour sa capacité a utiliser
d’autres sources carbonées que le HAP de sélection. Les essais ont été réalisés en double.

IV.3.2.1 — Conditions de culture

Ainsi, ils ont tous ét€ mis en présence, de maniére individuelle, avec le fluoranthéne, le
phénanthréne, I’anthracéne, le pyréne, le fluoréne, 2 1mg/ml dans du MSM, dans des fioles
d’Erlenmeyer de 500 ml contenant 150 ml de milieu sous agitation orbitale 4 110 tours/mn et
23°C.

Apres ce premier contact avec d’autres HAP, chaque consortium a été repiqué sur la
nouvelle source étudi€e pour une deuxiéme exposition dans les mémes conditions de culture.
FT exposé une fois au phénanthréne (1*° exposition) a été repiqué sur le phénanthréne (2°™
exposition), FT exposé une fois au pyreéne a été 4 nouveau repiqué sur le pyréne, etc... ,de la
méme facon pour les autres combinaisons oli une croissance (ou une autre modification) a été
observée lors de la premiére exposition.
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Nous procédons toujours parallelement aux repiquages des 4 consortia sur leur HAP
de sélection.

Ensuite, la croissance des 4 consortia FT, PT, PY et AT sur leur HAP de sélection a
été étudiée en présence d’un biosurfactant, le Tween 80 (Sigma), aux concentrations de 0,01%
et 0,03%, ol 0,03% est égal a la CM.C (concentration de micelle critique) d’apres
Strong-Gunderson and Palumbo (1995), la quantité initiale de HAP étant de 1 mg/ml de
MSM.

Enfin, la croissance des consortia sur leur HAP de sélection a été étudiée avec des
concentrations initiales de HAP de 1 ;2 ; 5 et 10 mg/ml de MSM.

Des témoins de spécificité de croissance ont été réalisés dans toutes les conditions
étudiées. Pour un méme essai, les Abs,, . initiales étaient toutes ajustées 4 la méme valeur.

1V.3.2.2 - Evaluation de la dégradation par I’évolution du spectre d’absorption

UV-visible des surnageants des cultures centrifugées
L’observation a I’oeil nu des cultures nous a montré qu’il y avait formation de

composés solubles colorés, donc absorbant dans 1’UV ou le visible.

Aussi, nous avons mesuré les spectres d’absorption entre 200 nm et 900 nm (capacité
spectrale de notre spectrophotomeétre Kontron Uvikon 860C) des surnageants de
centrifugation des cultures précédemment décrites.

Nous n’avons indiqué dans les résultats que les spectres d’absorption de 200 a2 600 nm
car aucun produit absorbant entre 600 nm et 900 nm n’a été mis en évidence dans les
surnageants de culture.

IV.3.2.3 - Evaluation de la dégradation par analyse en CLHP des surnageants des

cultures centrifugées
L’apparition de nouveaux composés est mise en évidence par la mesure du spectre

d’absorption UV-visible de leur mélange dans les surnageants de culture. Mais cette mesure
est une analyse assez grossiere, quoiqu’elle apporte des informations intéressantes.

Aussi, des composés ont été séparés par chromatographie en CLHP avec le matériel
décrit au IV.1.4.3. Les solvants utilisés sont de qualité chromatographique. Le volume
d’injection du surnageant filtré (filtres de diametre 13 mm en acétate de cellulose, de porosité
0,451m, Polylabo) varie de 20 & 200 pl.

L’élution est réalisée avec un gradient lin€aire acétonitrile (solvant A) — eau milliQ a
0,01% H,PO, (solvant B) & 0,7ml/mn dans les conditions suivantes :

T=0mn : 10% solvant A —-90% solvant B

T=30 mn : 60% solvant A —40% solvant B

T=32 mn : 100% solvant A

T=40 mn : 100% solvant A

T=50 mn : 10% solvant A —90% solvant B.

- Des essais de couplage CLHP-DAD-MS (DAD=détecteur 2 barette de diodes et
MS—spectrometre de masse) ont été réalisés au Laboratoire Central d’ Analyses du C.N.R.S.
de Solaize (69) par le Docteur Madeleine Flamant afin de caractériser les molécules séparées
en chromatographie par leur spectre de masse. En effet, 1’obtention des spectres d’absorption
UV-visible ne permet pas l’identification des composés séparés. Dans ces essais, 1’acide
phosphorique est remplacé par de 1’acide formique dans la phase mobile B. Le spectrométre
de masse utilisé est un appareil Hewlett-Packard S5989A.
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Les conditions utilisées pour Ia spectrométrie de masse sont les suivantes :

- Conditions APCI (Atmospheric Pressure Chemical Ionisation) en mode positif :
Température quadripdle = 140°C

HED (High Energy Dynode) voltage = 10000V
Multiplicateur d’électrons (EM) = 2102
Température de désolvatation = 320°C

Gaz de désolvatation (azote) = 12

Température de nébulisation = 350°C

Gaz de nébulisation (azote) = 80 psi

Lentille d’entrée (EL) = variable

Sortie capillaire (CE) = 132V puis 100V au 2™ essai
Acquisition des masses entre 50 et 800 Da.

- Conditions ELECTROSPRAY (mode positif) :

Dilution du produit au ¥2 dans eau+acétonitrile+acide formique

Injection a un débit de 2ul/mn

Conditions quadrip6le, HED, EM identiques aux précédentes

Gaz désolvatation (azote) = 60 2 une température de 250°C

Gaz de nébulisation (azote) = 80 psi

EL variable et divers essais avec CE=100V, 200V, 250V entre les masses 50 et
2000 Da.

IV.3.2.4 - Etude de la biodégradation en spectrofluorimétrie
Cette étude est un suivi quantitatif de la disparition des HAP en solution aqueuse en

présence des consortia sélectionnés. Cette méthode a déja été utilisée pour le suivi de la
biodégradation du phénanthréne en solution aqueuse (Putcha and Domach, 1993).

Pour cela, une solution de MSM est saturée avec les HAP individuels (fluoranthéne,
phénanthréne, pyréne ou anthracéne) a 23°C, pendant 48 heures, sous agitation permanente,
dans un flacon en verre fermé par un bouchon téfloné. Cette solution saturée est filtrée sur
laine de verre et 150 ml sont placés dans un flacon en verre de 500 ml, fermé ensuite
hermétiquement par un bouchon téfloné. Aprés autoclavage 20 mn a 121°C sous 1,5 bar, et
refroidissement & température ambiante, la solution est additionnée d’inoculum des consortia
(1,5ml a Absy,.=1,5) de fagon que Absgy,...,=0,015 (assez faible pour ne pas perturber la
fluorescence). Un témoin ol I’inoculum est autoclavé est réalis€ pour chaque condition. Une
lecture de la fluorescence est réalisée ensuite réguliérement avec un spectrofluorimetre SPEX
1681, en excitant la solution & A_=254 nm et en recueillant le spectre d’émission entre
254 nm et 600 nm. Les fentes utilisées sont de 2,5 mm.

Les essais ont été réalisés en utilisant le fluoranthéne, le phénanthréne, le pyréne et
I’anthracéne comme HAP saturants, et les consortia FT, PT, PY et AT non préadaptés.
IV.4 - Isolement et identification des micro-organismes composant les consortia

IV.4.1 - Composition des consortia

La sélection de consortia de micro-organismes utilisant des HAP comme source de
carbone menée précédemment a été réalisée a partir d’un sol naturel, pollué par des HAP,
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donc contenant une grande variété de micro-organismes : bactéries, mais encore levures,
champignons, etc...

Pour mettre en évidence la présence de levures et/ou de champignons dans les-
consortia sélectionnés, nous avons utilisé une gélose de Sabouraud supplémentée de
gentamicine et de chloramphénicol (ANNEXE 1). Ces antibiotiques conjugués inhibent la
croissance de la plupart des bactéries Gram+ et Gram- (protocole de coloration décrit dans
I’ANNEXE 2-a), sans inhiber la croissance des levures ou champignons pour lesquels la
gélose de Sabouraud est un milieu de croissance favorable.

Nous avons donc étalé 100ul de milieu de culture des consortia FT, PT, PY et AT sur
de telles géloses. Nous avons laissé incuber 7 jours & 23°C. Apreés ce délai, les colonies ayant
poussé ont €té€ comptées et observées sur lame apres coloration de Gram. '

IV.4.2 - Isolement et identification

Avant de procéder a leur identification, nous avons di procéder a 1’isolement des
différents micro-organismes composant ces consortia. La démarche que nous avons suivie au
sein du laboratoire de bactériologie de 1’Hopital Nord releve d’une démarche classique
d’identification systématique aprés isolement sur milieu gélosé en boite de Pétri des souches
composant les consortia.

IV.4.2.1 - Protocole d’isolement :

L’isolement des différentes souches constituant les consortia a été fait par la méthode
des stries par épuisement : a 1’aide d’une Ose, une goutte de bouillon de culture (resp. PT, AT,
FT, PY) est déposée sur des boites de Pétri contenant du bouillon nutritif gé€losé (ANNEXE 1)
et ensuite ensemencées par la méthode des stries par épuisement.

Les boites sont alors incubées dans une étuve a 30°C et les colonies, isolées ou non,
morphologiquement différentes sont repiquées par la méme technique sur gélose au sang de
cheval ou au sang de mouton (ANNEXE 1). Ces géloses d’utilisation courante en
microbiologie permettent de mieux différencier morphologiquement les souches que la gélose
au bouillon nutritif et permettent de maintenir des germes assez exigeants.

Des repiquages sont réalisés par la méthode des stries par épuisement jusqu’a ce que
les colonies présentes dans une méme gélose soient toutes morphologiquement identiques, et
que les colorations de Gram réalisées sur les colonies isolées soient uniformes.

Une fois I’isolement, sans doute non exhaustif, des souches composant les consortia
réalisé, nous avons procédé a I’identification de celles-ci en utilisant une batterie de tests
biochimiques et de croissance par I’intermédiaire de galeries commerciales d’identification
bactérienne.

IV.4.2.2 - Protocole d’identification

Le principe des galeries d’identification est le suivant : il s’agit de réaliser une batterie
de tests définis par le fabricant 4 I’aide de galeries d’identification. A partir des résultats
(positifs ou négatifs) obtenus aux tests, un code est calculé puis comparé a une base de
données, définie par le fabricant, contenant les codes correspondant aux différents types
bactériens. Aussi, si la souche 2 identifier ne se trouve pas dans la base de données du
fabricant, un probléme d’identification se pose. C’est le probléme de 1’adéquation de la

méthode d’identification & la souche 2 identifier : c’est pour cela qu’il est important de
préciser la méthode d’identification avec le résultat.
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Apres isolement, nous avons donc d’abord déterminé le Gram des souches isolées,
ainsi que la présence de catalase et de cytochrome oxydase (cf. IV.4.2.2.6).

Si une souche était Gram négative, elle était systématiquement testée sur une galerie

BBL CRYSTAL™ Identification Systems Enteric/Nonfermenter Kit (Becton Dickinson). Si
le test ne donnait pas de résultat d’identification, alors la souche était testée sur galerie
API20NE (bioMérieux), puis sur une galerie MicroScan Neg Combo Type 41 (Dade Behring
S.A.) si on n’avait pas de résultat avec la galerie API20NE, puis sur une galerie Rapid NFplus
(Innovative System) et enfin sur une galerie MicroScan Neg/Urine Neg Combo Type 5I (Dade
Behring S.A.) si aucune galerie n’avait donné de résultats satisfaisants en terme de probabilité
dans les bases de données des fabricants.

Chaque fois qu’un résultat donnait une mauvaise probabilité, nous avons vérifié la
pureté de la souche étudiée. Si elle était pure, alors nous testions la galerie suivante, sinon
nous revenions au point de départ en procédant a de nouveaux isolements avant de procéder a
une nouvelle identification a partir de la galerie BBL CRYSTAL.

Pour les souches & Gram positif (toutes des cocci), 1’identification a été réalisée sur
une galerie MicroScan Pos Combo Type 4I (Dade Behring S.A.).

IV4.2.2.1 - Galeries MicroScan Pos Combo Type 41 (Dade Behring S.A.) pour
bactéries a Gram positif.

Elles sont congues pour déterminer la sensibilité aux antibiotiques et 1’identification au
niveau de I’espece, des cocci Gram positifs aérobies et des Listeria monocytogenes.

L’identification des Micrococcaceae, Streptococcaceae, Listeria monocytogenes et
Aerococcus viridans est réalisée au moyen de tests conventionnels chromogéniques.
L’identification est basée sur la détection des changements de pH, 1’utilisation des substrats, et
la croissance en présence d’antibiotiques aprés 48 heures d’incubation & 30°C (ANNEXE 3).
La production de B-lactamase est détectée par une méthode iodométrique.

Le livre de codage des germes Gram-positifs est utilisé pour 1’identification de ces
germes. Il a été congu a partir d’une base de données MicroScan. Il est basé sur une analyse
informatique de 24 tests pour les Streptococcaceae et de 18 tests pour les Micrococcaceae .
Les résultats de ces tests sont transformés en un numéro de biotype & 8 ou 6 chiffres selon
qu’il s’agit de Streptococcaceae ou de Micrococcaceae . En comparant le numéro de biotype
obtenu pour la souche inconnue & ceux contenus dans la base de données, on obtient un
résultat sous la forme d’un nom d’espéce bactérienne avec une probabilité et une typicité
supérieures a 85%. Pour des probabilités plus faibles, le biocode obtenu peut correspondre a
plusieurs especes (5 au maximum) qui sont proposées au choix de I’investigateur.

1V.4.2.2.2 - Systémes d’Identification BBL CRYSTAL™, Trousse d’identification des

entérobactéries/non fermentants (Becton Dickinson).

Le systtme BBL CRYSTAL E/NF pour I’identification des entérobactéries/non
fermentants est une méthode d’identification miniaturisée employant des substrats
chromogenes et conventionnels modifiés. Il a pour but d’identifier les bactéries aérobies a
Gram-négatif ayant une importance clinique et appartenant & la famille des
Enterobacteriaceae, ainsi que certaines bactéries a Gram-négatif rencontrées en clinique

humaine, parmi les plus fréquemment isolées, fermentant ou ne fermentant pas le glucose.
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Un grand nombre de tests utilisés dans les systemes d’identification BBL CRYSTAL
sont des modifications des méthodes classiques. Ceux-ci comprennent des tests de
fermentation, d’oxydation, de dégradation et d’hydrolyse de différents substrats. De plus, il
existe des substrats couplés a un chromogeéne pour détecter les enzymes qui les utilisent pour
les métaboliser. '

La trousse BBL CRYSTAL est composée de couvercles BBL. CRYSTAL E/NF, de
bases BBL CRYSTAL, de tubes de solution BBL CRYSTAL pour I’inoculum. Le couvercle
BBL CRYSTAL contient 30 substrats déshydratés situés a I’extrémité de pointes en plastique.
La base BBL CRYSTAL comprend 30 puits réactionnels. L’inoculum & tester est préparé a
I’aide de la solution BBL CRYSTAL pour I’inoculum et permet de remplir la totalité des 30
puits de la base BBL CRYSTAL. Lorsque le couvercle est dans 1’alignement de la base et
correctement emboité, I’inoculum 2 tester réhydrate les substrats lyophilisés et déclenche les
réactions des différents tests. ' '

Apres une période d’incubation de 24 & 72 heures (fonction de la vitesse de croissance
de la souche étudiée), les puits sont examinés afin de déceler tout changement de coloration.
Ces changements de coloration ont pour origine I’activité métabolique des micro-organismes.
L’ensemble des résultats des 30 réactions est converti en un profil numérique a 10 chiffres qui
sert de base a I’identification. Les résultats des réactions enzymatiques et biochimiques des 30
substrats BBL CRYSTAL obtenus avec une large gamme de micro-organismes sont stockés
dans la base de données BBL. CRYSTAL E/NF. L’identification BBL CRYSTAL repose sur
I’analyse comparative des résultats des réactions obtenus sur I’isolat avec ceux contenus dans
la base de données.

Les tests utilisés dans le systeme d’identification BBL CRYSTAL E/NF reposent
également sur 1’utilisation et la dégradation par les bactéries de substrats spécifiques révélées
par différents indicateurs. Les réactions de fermentation permettent de déterminer la capacité
d’un isolat & métaboliser des sucres en I’absence de 1’oxygeéne atmosphérique. Les réactions
d’oxydation reposent sur la capacité d’'un organisme & métaboliser le substrat en présence
d’oxygene comme accepteur final d’électrons. Ces deux types de réaction sont généralement
détectés grice a ’emploi d’un indicateur de pH contenu dans les substrats tests. L’hydrolyse
des substrats chromogenes entraine des changements de coloration détectables a 1’ceil nu. De
plus, d’autres tests permettent également de détecter la capacité d’un organisme a hydrolyser,
dégrader, réduire ou utiliser autrement un substrat (ANNEXE 4).

Par comparaison avec une base de données, on obtient le résultat sous la forme d’une
ou plusieurs des combinaisons suivantes : (nom de souche, nombre 1, nombre 2). Nombre 2
est la probabilité pour que la souche donnée soit la bonne, nombre 1 correspond 2 la
probabilité pour que, au sein de la souche choisie, le biotype calculé soit réellement observé
(typicité).

Par exemple, si le résultat donné est (Pseudomonas aeruginosa ; 151; 0,98), alors la
probabilité pour que la souche inconnue soit une Pseudomonas aeruginosa est de 98% et 1
Pseudomonas aeruginosa sur 151 présente les caractéres indiqués. Au-dela de 25000, on
parlera de souche atypique.

IV.4.2.2.3 - Systéeme d’identification des bacilles Gram-négatif non-entérobactéries :

API20NE (bioMérieux)
API 20NE est un systéme standardisé combinant 8 tests conventionnels et 12 tests
d’assimilation, pour I’identification des bacilles Gram-négatif non entérobactéries et non
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fastidieux (ex: Pseudomonas, Acinetobacter, Flavobacterium, Moraxella, Vibrio,
Aeromonas, etc.).

La galerie API20ONE comporte 20 microtubes contenant milieux et/ou substrats sous
forme déshydratée. Les tests conventionnels sont inoculés avec une suspension bactérienne
saline qui reconstitue les milieux. Les réactions produites durant la période d’incubation se
traduisent par des virages spontanés ou révélés par l’addition de réactifs. Les tests
d’assimilation sont inoculés avec un milieu minimal et les bactéries croissent seulement si
elles sont capables d’utiliser le substrat correspondant (ANNEXE 5). La lecture de ces
réactions se fait a 1’aide du tablean de lecture et 1’identification est obtenue a 1’aide du
catalogue analytique.

1V.4.2.2.4 - Identification rapide des bactéries non fermentantes RapID NF Plus
(Innovative System).

RapID NF Plus est une micro-méthode enzymatique qualitative pour 1dent1ﬁer plus de
50 especes de bactéries médicalement importantes ne fermentant pas le glucose et quelques
espéces fermentant le glucose mais n’appartenant pas au groupe des Enterobacteriaceae, a
I’aide de tests traditionnels et de substrats chromogénes. RapID NF Plus identifie les bactéries
des genres suivants: Achromobacter, Acinetobacter, Actinobacillus, Agrobacterium,
Alcaligenes, Bordetella, Chromobacterium, Flavobacterium, Kingella, Methylobacterium,
Moraxella, Oligella, Pasteurella, Sphingobacterium, Suttonella, Weeksella, Comamonas,
Chryseomonas, Flavimonas, Pseudomonas, Xanthomonas, Aeromonas, Plesiomonas et
Vibrio. RapID NF Plus se compose d’une galerie et de réactifs NF Plus. Chaque galerie
comprend 10 cupules contenant chacune un ou plusieurs réactifs déshydratés. La forme de la
galerie permet un ensemencement simultané des 10 cupules. La suspension bactérienne
réhydrate les substrats et la galerie est incubée 6 heures & 37°C en atmosphere aérobie. Les
résultats sont déterminés en caractéres positifs ou négatifs selon les changements de couleur
(ANNEXE 6). L’ensemble des résultats est regroupé sous forme d’un code qui, comparé a une
base de données, indique I’identification de la bactérie avec le pourcentage de probabilité et
les similitudes éventuelles avec d’autres bactéries.

1V.4.2.2.5 - MicroScan Neg Combo Type 41 et Microscan Neg/Urine Combo Type 51

(Dade Behring S.A.)

Les plaques Microscan sont congues pour déterminer la sensibilité aux antibiotiques et
I'identification au niveau de l’espéce des bacilles Gram-négatif aérobies et aérobies
facultatifs.

L’identification des bacilles Gram-négatifs fermenteurs et non-fermenteurs est réalisée
au moyen de tests conventionnels et chromogéniques (ANNEXE 7). L’identification est basée
sur la détection de changement de pH, ’utilisation de substrats et la croissance en présence
d’antibiotiques apres 15-42 heures d’incubation a 30°C.

L’interprétation des résultats est faite de maniére similaire & celle décrite au IV.4.2.2.1
pour les galeries MicroScan Pos Combo Type 41, avec une autre base de données (pour les
bactéries a Gram-négatif).

1V.4.2.2.6 - Tests complémentaires

Test oxydase : pour déterminer la présence de la cytochrome oxydase dans les souches
isolées, un disque de « réactif oxydase » (tétraméthyl-p-phényléne diamine) est placé sur du
papier filtre et imbibé d’une solution NaCl 0,9%. Une petite quantité de colonie bactérienne
est placée sur le disque et la diffusion du réactif sur le papier filtre provoque 1’apparition
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d’une coloration violette pour les bactéries contenant la cytochrome oxydése. Sinon, elles
conservent leur aspect initial.

Test catalase : pour déterminer la présence de la catalase dans les souches isolées, on
ajoute de 1’eau oxygénée (H,O;) & une suspension de la souche étudiée. Si la catalase est
présente, il y a formation de bulles.

Mobilité : une suspension de la souche étudiée est mise sur lame et observée au
microscope optique au grossissement 40.

Pousse a 42°C: ce test a été réalis€é pour les souches suspectées, apres tests
d’identification sur galeries, d’appartenir aux espéces Pseudomonas aeruginosa ou
Pseudomonas putida. Pour cela, une suspension de la souche étudiée est étalée sur une gélose
pour Pseudomonas et incubée de 24 & 72 heures dans une étuve a 42°C. Les Pseudomonas
aeruginosa peuvent en général se cultiver a 42°C, mais pas les Pseudomonas putida.

Résistance au C390 : le C390 (Rosco-Eurobio) est un composé utilisé pour contribuer
a I’identification des souches de I’espéce Pseudomonas. Pour cela, une suspension de la
souche étudiée est étalée sur une gélose de Mueller-Hinton, puis un disque de C390 est déposé
et 1a bofte est incubée a 30°C de 24 2 48h. Les souches sont déclarées résistantes au C390 si le
diametre d’inhibition de la croissance bactérienne autour du disque de bactéricide est inférieur
a 15 mm. Les Pseudomonas aeruginosa sont résistants au C390, mais pas les autres especes
de Pseudomonas.

IV.5 — Inoculation de microcosmes de sol pollué avec les consortia PT, AT, FT et PY

Le protocole des essais réalisés ici est sensiblement le méme qu’au IV.2 en ce qui
concerne le dispositif expérimental, 1’aération et les prélévements pour les mesures.

Nous avons ici travaillé avec le sol pollué issu de la deuxiéme campagne
d’échantillonnage sur le site de juin 1996. Le pH était de 7,2 et I’humidité du sol ajustée a
20%.

Les absorbances a2 600 nm des inocula utilisés dans la suite ont toutes été ajustées a 1,5
avant I’inoculation des microcosmes de sol.

IV.5.1 - Sol stérilisé par autoclavage, inoculé avec les consortia a 23°C
Les échantillons de sol utilisés ici ont été autoclavés (20 mn a 1,5 bar, 121°C) 3 fois a
des intervalles de 24 h.

Le suivi a été réalis€ sur 83 jours.
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Inoculum  Volume (ml)  Sol sec Notation et chapitre
d’inoculum (g)
Bocal n°1 | Non inoculé 0 134,7 Contrdle au VIIL.1.1
Témoin 4 23°C au VIIL.1.2
Bocal n°2 AT 2 126,7 AT1 au VIIL.1.1
Bocal n°3 AT 4 133,2 AT2 au VIIL.1.1
: AT 223°C au VIII.1.2
Bocal n°4 PY 2 130,6 PY1 au VIII.1.1
Bocal n°5 PY 4 131,3 PY2 au VIII.1.1
PY 223°C au VIIL.1.2
Bocal n°6 FT 2 133,5 FT1 au VIIL.1.1
Bocal n°7 FT 4 133,1 FT2 au VIII.1.1
FT 223°Cau VIII.1.2
Bocal n°§ PT 2 139,8 PT1 au VIII.1.1
Bocal n°9 PT 4 1354 PT2 au VIIL.1.1
PT a23°C au VIII.1.2

IV.5.2 - Sol stérilisé ou non par autoclavage, inoculé avec les consortia a 30°C
Les échantillons de sol autoclavés utilisés ici ont été autoclavés (20 mn a 1,5 bar,
121°C) 3 fois a des intervalles de 24 h. Le suivi a été réalisé sur 90 jours.

Inoculum  Volume Sol sec Notation et chapitre

(ml) (g)
d’inoculum

Bocal n°1 Autoclavé 105,1 Témoin a 30°C au VIII.1.2

Bocal n°2 FT Autoclavé 113,4 FT 2 30°C au VIIL.1.2
Bocal n°3 AT Autoclavé 106,9 AT 2 30°C au VIIL.1.2
Bocal n°4 PY Autoclavé 111,0 PY 4 30°C au VIII.1.2
Bocal n°5 PT Autoclavé 117,0 PT 4 30°C au VII.1.2

Bocal n°6 PY
Bocal n°7 AT
Bocal n°8

129,5 Non autoclavé + PY au VIII.2
130,9 Non autoclavé + AT au VII.2
122,3 Non autoclavé au VIIL.2
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CHAPITRE V :

ETUDE DE LA BIODEGRADATION NATURELLE DES
HYDROCARBURES AROMATIQUES POLYCYCLIQUES (HAP) EN
MICROCOSMES DE SOL
INFLUENCE DE QUELQUES PARAMETRES ENVIRONNEMENTAUX

Nous avons prélevé des échantillons de sol sur un site d’ancienne usine & gaz pollué
par des hydrocarbures aromatiques polycycliques.

Ce site est un site sur lequel la société ICF Environnement devait & 1’époque procéder
a une dépollution en tertre biologique. C’est pourquoi elle était intéressée de mieux connaitre
le processus et les capacités naturelles de dépollution.

Nous avons procédé a deux échantillonnages sur ce site, & environ 1 an d’intervalle. Le
premier échantillonnage a été fait avant la mise en route de la dépollution in sizu. Le deuxieéme
a été réalisé en cours de dépollution.

Nous avons d’abord procédé au tamisage & 2 mm des échantillons de sol prélevés sur
le site qui nous sert de base d’étude. La fraction supérieure a 2 mm, constituée de cailloux et
graviers, n’est un réservoir ni de pollution ni de nutriments.

La fraction inférieure a2 2 mm est celle communémerit utilisée dans la littérature pour la
caractérisation physico-chimique et microbiologique des sols, pour la caractérisation de leur
pollution ainsi que dans les études de biodégradation.

Dans ce chapitre, lorsque nous calculons les taux de dégradation des 16 HAP cibles de
I’U.S. E.P.A., nous prenons en fait en compte le cumul des pertes biotiques et abiotiques du
sol en ces composés.

Toutefois, des expériences ultérieures, exposées au Chapitre VIII, ont montré qu’il n’y
a pas disparition de 13 HAP sur les 16 tant que le sol utilisé demeure stérile.

Seules les teneurs en naphtaléne, acénaphtyléne et acénaphténe diminuent dans le sol
pollu€ stérile sous I’effet des pertes abiotiques. Toutefois ces pertes sont moins élevées qu’en
présence de micro-organismes dans le sol.

Aussi, nous parlerons bien de biodégradation, tout en sachant qu’en fait nous tenons
compte des pertes biotiques et abiotiques en HAP du sol pollué considéré.

V.1 ~ Caractérisation du sol utilisé

Nous avons caractérisé, aprés tamisage & 2 mm, le sol prélevé en termes de pH,
d’humidité, de teneur en azote, phosphore, nitrates, ammoniaque, de microflore et de
pollution par les 16 HAP cibles de I’'U.S. E.P.A..

V.1.1 - Caractérisation physico-chimique
La mesure du pH & ’eau (pH__, dit pH du sol) rend compte de I’activité des ions H,0"

eau”

présents dans la phase aqueuse surnageante (cf. IV.1.2.3).
HA (sol) + H,O 4..____' A (sol) + H,O"

Le pH au KCl (pH,,, dit pH d’échange) correspond & I’activité des ions H,0"
initialement & 1’état dissocié et des ions H,O" échangés. Sa valeur est en général inférieure a
pH... ApH =pH_, — pH,, révele I’acidité d’échange.



Résultats et Discussion Page 74

HA (sol) + K* + HO g——2KA (sol) + H,0"

Dans notre cas (Tableau V.1.1-a), pH_, = 7,21 et ApH = 0,01, donc le pH du sol est
proche de la neutralité et I’acidité d’échange peut étre considérée comme nulle. Ce sol est
donc peu susceptible de poser un probléme (au niveau acidité) car les sols avec un pH entre 6
et 9 sont des sols a faible risque selon (E.R.L., 1987).

En effet, les sols & pH acide ont eux le potentiel d’affecter une variété de cibles. Les
sols contaminés par 1’oxyde épuisé ont souvent des pH de 1’ordre de 2, cette pollution est
donc trés certainement absente de notre prélévement. En conditions acides, du cyanure
d’hydrogéne (HCN) peut étre généré a partir des cyanures libres, du sulfure d’hydrogéne
(H,S) a partir des sulfures, la mobilité des métaux peut €tre augmentée... Ce type de
problémes ne doit donc a priori pas exister dans nos échantillons de sol.

En outre, le pH recommandé pour une biodégradation optimale des hydrocarbures est
entre 7 et 8 (Thomas and Lester, 1993a), un ajustement de pH, non nécessaire ici par
conséquent, pouvant €tre un prérequis a la mise en place des procédés de biorémédiation.

Un pH du sol de 7,2 devrait étre favorable aux populations bactériennes par rapport
aux populations fongiques, les pH optimaux de ces populations étant respectivement de 6 & 8
et4as.

Nos mesures Thomas et al. (1991)

Fraction inférieure 2 2 mm 50%
% humidité 14,8 +0,3
W.H.C. 54%
(capacité de rétention de I’eau)
pH_ 7.21°
pH,, 7,20
ApH=pH_-pH, . 0,01
Azote Kjeldahl (mg/kg de sol sec) 1510
Ammonium extractible au KCl 45,2%0,7 85,542105
(mg/kg de sol sec)
Nitrates extractibles au KCl 6,0+0,9 1473
(mg/kg de sol sec)
Sulfates extractibles a ’eau 9580 + 408 568 a 16309
(mg/kg de sol sec)
Phosphore assimilable 0,651+0,05
(méthode Duchaufour et Bonneau)
ou
Phosphates disponibles 5244 46232
(mg/kg de sol sec) '

Tablean V.1.1-a : Quelques caractéristiques physico-chimiques du sol prélevé et
valeurs relevées par Thomas et al. (1991) sur 2 sites d’ancienne usine a gaz.

La teneur en sulfates extractibles a2 1’eau (protocole décrit au IV.1.2.4) est de
95801408 mg/kg (Tableau V.1.1-a). Thomas et al. (1991) ont mesuré des valeurs de 568 a
16309 mg/kg sur 2 sites d’ancienne usine a gaz.

Le seuil critique en sulfates totaux est de 2000 mg/kg et le seuil d’action de 10000
mg/kg pour les utilisations domestiques et les lotissements, contre 20000 mg/kg pour les
immeubles (E.R.L., 1987). En fait, ces teneurs sont critiques surtout si le sol est acide, ce qui
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n’est pas le cas ici. La teneur en sulfates du sol est donc a la limite d’étre considérée comme
une pollution.

Par la méthode Duchaufour-Bonneau (cf. IV.1.2.6), le phosphore assimilable, ou les .
phosphates (forme du phosphore dans le sol) disponibles, est évalué. La teneur en phosphates
est de 52+4 mg/kg (Tableau V.1.1-a), ce qui est supérieur aux valeurs mesurées par Thomas et
al. (1991) qui allaient de 4,6 & 32 mg/kg. Ils n’avaient pratiqué qu’une extraction acide, alors
que la méthode Duchaufour-Bonneau est composée d’une extraction acide pour les
phosphates liés au calcium et d’une extraction basique pour les phosphates liés 4 1’aluminium,
le fer et les humophosphates.

En ce qui concerne ’azote du sol, ’évaluation de la teneur en azote total par la
méthode Kjeldahl a donné 1510 mg/kg de N.

En ammonium et nitrates extractibles au KCl, nous avons mesuré respectivement des
teneurs de 45,2 et 6,0 mg/kg, alors que Thomas et al. (1991) ont trouvé des valeurs de 85,5 a
2105 mg/kg et de 1 & 7,3 mg/kg. Nous nous trouvons donc dans les mémes ordres de
grandeur. Ces valeurs correspondent 2 de I’azote disponible pour les micro-organismes.

La fraction grossiére (>2 mm) du sol utilisé constitue 50% (Tableau V.1.1-a) du
prélevement effectué sur le site. Nous avons analysé la fraction inférieure & 1 mm (seuil
maximum de I’appareil) au granulométre Laser en utilisant I’eau comme liquide porteur. Dans
cette fraction, 60% des particules ont un “diameétre” inférieur 2 63 um (argiles et limons) et
40% un “diametre” supérieur a 63 um (sables).
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Figure V.1.1-a : Analyse en granulométrie Laser de la fraction inférieure 4 1 mm.

V.1.2 - Caractérisation de la pollution par les HAP

Nous avons fait analyser un échantillon (aprés tamisage et homogénéisation) du sol
prélevé par le Laboratoire Crépin (Rouen) en termes de teneur en les 16 HAP cibles de 1'U.S.
E.P.A. (Tableau V.1.2-a). Parallélement, nous avons procédé & la méme analyse au sein de
notre laboratoire (cf. protocole au IV.1.4).

Les modes de préparation des échantillons utilisés dans les deux cas sont une
extraction au Soxhlet sur la nuit avec un mélange équivolumique acétone-hexane, suivie d’un
passage (pré-chromatographie) sur gel de silice et enfin analyse en CLHP.

Le laboratoire Crépin utilise une double détection en CLHP : couplage en série d’un
détecteur UV a barrette de diodes (analyse quantitative et acquisition des spectres
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d’absorption) et d’un détecteur fluorimétrique (analyse quantitative). Le détecteur
fluorimétrique permet la détection de plus faibles quantités de HAP. Nous ne disposons au
laboratoire que d’un détecteur UV 2a barrette de diodes, par conséquent nos mesures sont
moins précises et nous avons tendance & majorer les teneurs en HAP par rapport aux mesures
faites avec le couplage.

La double détection permet a la fois de quantifier les HAP absorbant dans I'UV et
émettant ou non de la fluorescence. L’acquisition des spectres d’absorption UV-visible des
composés séparé€s pendant I’élution avec le détecteur & barrette de diodes permet de définir la
pureté des pics chromatographiques. Si des impuretés (i.e. des produits autres que les HAP)
apparaissent, il y a davantage de chances de les éliminer de la quantification avec la double
détection.

Aussi, globalement, nos mesures sont similaires a celles faites chez Crépin
(Tableau V.1.2-a). Notre méthode d’analyse (i.e. la séquence extraction, passage sur silice,
CLHP) semble donc tout a fait satisfaisante.

Nous observons que ce sont surtout les teneurs en HAP de 4 cycles qui sont majorées
dans notre analyse. En effet, les pics chromatographiques qui correspondent aux HAP de 4
cycles sont moins bien séparés que les autres : une “forét” de pics non identifi€s apparait, qui
perturbe les mesures et les calculs.

Nom des 16 HAP cibles  Laboratoire Crépin ENSMSE
selon PU.S. E.P.A. (Méthode NF X 31 417) (Méthode EPA 3540)
(mg/kg de sol sec) (mg/kg de sol sec)
Naphtaléne 31,2 _ 32,5
Acénaphtyléne Inf. 22 64,3 Inf. 22 32,5
Acénaphténe 33,1 Inf. 22
Fluoreéne 136,2 146,5
Phénanthréne 317,1 590,6 296,0 605,8
Anthracéne 137,3 163,3
Fluoranthéne 289,9 374,7
Pyrene 233,0 271,0
Benzo(a)anthracéne* 125,2 733,0 201,9 9708
Chryséne* 84,9 123,2
Benzo(b)fluoranthéne* 74,9 79,9
Benzo(k)fluoranthéne* 45,0 40,3
Benzo(a)pyréne* 96,3 253,6 78,1 2211
Dibenzo(a,h)anthracéne 374 22,8
Benzo(g,h,i)péryléne 49,6 87,9 50,1 85,0
Indéno(1,2,3-cd)pyréne* 38,3 34,9
HAP totaux 1729 1915
HAP cancérigénes* 465 558

Tableau V.1.2-a : Analyse de la pollution du sol prélevé en termes de teneur en
Hydrocarbures Aromatiques Polycycliques (HAP). * : HAP suspectés étre cancérigenes.

Toutefois, comme nous allons dans la suite chercher a évaluer I’évolution de la teneur
en HAP du sol au cours d’essais de biodégradation, c’est la tendance qui est la plus
importante pour nous. Nous avons conscience de la majoration des valeurs mesurées, mais
nous nous intéresserons dans la suite & I’existence et I’étendue de la biodégradation de ces
produits : notre méthode d’analyse de la teneur en HAP du sol est donc largement
satisfaisante
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Ainsi, la teneur en HAP totaux du sol est de 1729 mg/kg pour Crépin et 1915 mg/kg
selon nous : dans les 2 cas, elle est au-dessus du seuil d’action de 500 mg/kg (E.R.L., 1987).
Ce sol est donc réellement considéré comme pollué par les HAP. Ce seuil correspond a la
teneur maximale tolérable dans un sol, le seuil de surveillance étant lui de 50 mg/kg en HAP
totaux. La teneur en HAP cancérigénes représente 27 % pour Crépin et 29% pour nous de la
teneur totale en les 16 HAP cibles.

Les HAP de 3 et 4 cycles représentent la majorité de la pollution : 77% pour Crépin et
82% pour nous. Les HAP de 2, 5 et 6 cycles ne représentent que respectivement 3%, 15% et
5% de la pollution pour Crépin et 2%, 12% et 4% pour nous. Nous constatons donc que la
répartition de la pollution en fonction du nombre de cycles des HAP est tout a fait similaire
dans les deux modes d’analyse.

V.1.3 — Caractérisation microbiologique

Nous avons évoqué au I.2.5 que les bactéries et les Actinomycétes sont les populations
majoritaires du sol avec des dénombrements aux alentours de 10° et 10° & 10° UFC/g
respectivement, contre 10° pour les champignons (Bonneau et Souchier, 1994).

Nous avons dénombré (Tableau V.1.3-a) entre 40 et 50.10° UFC/g de bactéries et
Actinomycétes et entre 1 et 2.10° UFC/g de levures et champignons. Une teneur en microflore
indigéne totale de 50.10° UFC/g nous a également été donnée par le Laboratoire Crépin
(Rouen). Nous sommes donc proches des teneurs citées précédemment : la population
microbienne de ce sol pollué est tout a fait satisfaisante en termes de quantité. On peut donc
s’attendre & observer des micro-organismes capables de dégrader des HAP puisque la
pollution par les HAP est ancienne. Les processus d’adaptation & la dégradation ont donc sans

doute eu le temps de se mettre en place et de se développer.

Bactéries et Actinomycétes |40 3 50.10° UFC / g de sol sec
Levures et Champignons 122.10° UFC/ g de sol sec
Tableau V.1.3-a : Quantification de la population microbienne du sol prélevé.

Thomas et al. (1991) ont dénombré la population microbienne de différents
échantillons de sols issus de deux sites d’ancienne usine a gaz sur 2 types de gélose a2 pH=7,0.
IIs ont dénombré de O (minimum) & 7,2.10° UFC/g (maximum). La majorité des échantillons
se situaient autour de 10’ UFC/g. Nous sommes donc au-dessus de cette teneur ici, ce qui
semble plut6t favorable car cela signifie qu’une population microbienne active existe dans le
sol prélevé.

V.2 - Etude de la biodégradation naturelle & 23°C en microcosmes de sol

Dans un premier temps, nous avons cherché a mettre en évidence les capacités
naturelles du sol échantillonné vis-a-vis de la dégradation des HAP.

En effet, nous avons vu précédemment (cf. introduction et I11.5.2.2) qu’une démarche
possible pour améliorer le processus de biodégradation des HAP dans le sol est 1a sélection de
micro-organismes, issus de ce sol, capables de transformer les HAP.
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Or, nous avons vu au I4.1 que I’acquisition de capacités de dégradation par des
micro-organismes peut €tre un processus long, en particulier si une adaptation génétique est
nécessaire.

Ainsi, si le sol échantillonné ne possédait pas déja une microflore capable de dégrader
les HAP, le processus de sélection aurait été trop long pour nous permettre la sélection de
micro-organismes dans le cadre de la thése. '

En outre, cette étude nous permet de cibler les HAP biodégradables naturellement par
les micro-organismes indigénes, et qui nous permettront de réaliser une sélection efficace. Il
est en effet important de savoir si tout ou partic des HAP présents dans le sol sont de bons
sujets pour procéder a une sélection de micro-organismes capables de les dégrader.

Nous avons donc procédé a I’étude de la dégradation des HAP dans le sol naturel par
la mesure de la teneur en HAP de portions (microcosmes) de sol.

Pour cela, nous avons réalisé différentes conditions d’incubation afin de déterminer si
la modification de certains paramétres environnementaux améliorait ou non la
biodégradation.

Nous avons ainsi mené deux séries d’expériences avec le sol prélevé (1* préleévement
caractérisé au V.1), le nombre d’essais ayant ét€ limité par la quantité de sol disponible et le
temps de préparation des échantillons. Il y a eu deux séries d’expériences, car des problémes
de mise au point de techniques analytiques nous ont contraints a limiter les premiers essais.

Les études ont été menées a 23°C, température de la chambre d’incubation disponible
au laboratoire. Cette température est un compromis qui permet le travail de différentes
personnes simultanément. Elle correspond aussi généralement a une activité microbienne
« satisfaisante », donc nous convenait pour cette raison également.

Nous avons travaillé & des taux d’humidité du sol de 20% et de 27%, qui
correspondent respectivement & 37% et 50% de la W.H.C. du sol étudié ici.

La fourchette des conditions optimales en humidité du sol préconisée généralement est
25 2 80% de la W.H.C. (cf. Tableau 1.3-a). Comme nous souhaitons plutot mettre en évidence
la biodégradation aérobie (pour la sélection de micro-organismes aérobies par la suite) des
HAP, nous avons choisi une humidité du sol dans la fourchette inférieure préconisée (Atlas
and Bartha, 1993).

En outre, nous souhaitions nous placer dans une situation proche de la réalité du tertre
biologique mis en place par ICF Environnement et ot nos échantillons ont été prélevés. Des
taux d’humidité plus élevés auraient sans doute amélioré I’activité dégradatrice des
micro-organismes présents dans le sol, mais n’auraient pas été réaliste car nous aurions obtenu
une boue non représentative de la réalité des tertres biologiques.

La 1" série d’expériences a été réalisée dans les conditions (cf. IV.2.2) suivantes :
Condition 1 : 20% d’humidité et pH,_=7,2,
Condition 2 : 20% d’humidité, pH_ =7,2 et 30% (w/w) sciure.

L’aération manuelle est hebdomadaire.

La sciure a été prélevée sur le site 2 dépolluer, ou elle avait été additionnée pour
améliorer la biodégradation des HAP par un apport en champignons filamenteux (issus de la
sciure en décomposition, donc du bois) notamment. Nous voulions donc nous assurer de
I’intérét réel de cette addition.
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Afin de déterminer I'influence de cette humidité sur la biodégradation, la 2™ série
d’essais a été réalisée a 27% d’humidité, soit 50% W.H.C..

C’est la condition 3 : 27% d’humidité ; pH_ =7,2.

Le pH naturel du sol étant de 7,2, nous avons vu qu’il est donc plutdt favorable aux .
populations bactériennes, le pH, ..., des populations fongiques étant plus acide. Aussi, afin de
déterminer si ce pH favorise réellement les bactéries au détriment des champignons, nous
avons fait un essai en ajustant le pH du sol & 5,3.

C’est la condition 4 : 27% d’humidité et pH_ =5,3.

Enfin, afin de déterminer si 1’addition de sciure a 1a méme influence a pH_ =5,3 qu’a
pH_ =72, nous avons travaillé sur une derni¢re condition.

C’est la condition 5 : 27% d’humidité, pH, =5,3 et 30%(w/w) sciure.

Dans les 5 conditions étudiées, les échantillons de sol utilisés proviennent du méme
prélévement sur site.

Toutefois, entre les deux séries d’expériences, le sol non utilisé (qui servira dans la 2™
série) a été conservé a +4°C a I’obscurité dans un bocal en verre fermé hermétiquement. Nous
avons mesuré la teneur en HAP a la mise en route de chaque série d’expériences. Des
modifications sont apparues entre les 2 séries, une biodégradation ayant vraisemblablement eu
lieu dans I’échantillon de sol conservé a +4°C.

Le Tableau V.2-a donne les teneurs mesurées pour les deux conditions de mise en
route des expériences.

Série 2
(mg/kg de sol sec)

Série 1

(mg/kg de sol sec)

Moyenne | Ecart- Moyenne Ecart-

type type
Naphtaléne 32,5 2,3 6,7 0,2
Acénaphtyléne Inf. 22 40,2 5,0

Acénaphténe Inf. 22 Inf. 22

Fluoréne 146,5 0,1 38,5 2,5
Phénanthréne 296,0 13,8 97,7 3,0
Anthracéne 163,3 27,7 63,1 2,0
Fluoranthéne 374,7 22,9 293,0 13,1
Pyréne 271,0 24,7 202,4 10,2
Benzo(a)anthracéne* 2019 5,2 145,1 12,1
Chryséne* 123,2 2,9 141,7 15,3
Benzo(b)fluoranthéne* 79,9 54 118,2 25,0
Benzo(k)fluoranthéne* 40,3 5.4 71,6 7,4
Benzo(a)pyréne* 78,1 5,0 100,1 10,1
Dibenzo(a,h)anthracéne 22,8 1,8 79,0 5,1
Benzo(g,h,i)péryléne 50,1 0,3 80,7 5,2
Indéno(1,2,3-cd)pyréne* 34,9 0,4 73,2 7.2

HAP totaux 1915 117,9 1551 123,4

HAP cancérigénes* 558 24,3 650 77,1

Tableau V.2-a : Teneurs initiales (en mg/kg de sol sec) en HAP du sol utilisé dans les
2 séries d’expériences. * : HAP suspectés étre cancérigénes.
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Dans la suite, nous procéderons aux comparaisons entre les différentes conditions de
dégradation de la facon suivante :

- Condition 1 avec Condition 2,

- Condition 3 avec Condition 4 et Condition 5.

Nous pourrons comparer la biodégradation dans les conditions 1 et 3 en prenant en
compte les différences des teneurs initiales en HAP dans les 2 séries d’expériences.

La réalisation de témoins de sol autoclavés (donc stériles) nous a montré qu’aucune
disparition des HAP étudiés, sauf le naphtaléne, 1’acénaphtyléne et 1’acénaphténe, n’est mise
en évidence tant que la stérilisation est effective (I’autoclavage n’est pas une stérilisation
définitive pour le sol: certains micro-organismes résistent, redeviennent actifs aprés un
certain temps et colonisent le sol a2 nouveau). “ '

Aussi, la disparition des HAP observée dans les conditions 1 & 5 correspond bien a une
biodégradation, sauf pour le naphtaléne, I’acénaphtyléne et 1’acénaphténe, oli nous observons
en fait le cumul des pertes biotiques et abiotiques.

Dans la suite, quand nous évoquerons les HAP de 3 cycles, il s’agira de fluoréne,
phénanthréne et anthracéne, car 1’acénaphtyléne et I’acénaphténe ont des comportements
différents. .

Nous exprimerons cette biodégradation en termes de taux de dégradation par rapport a
la teneur initiale (en %), de facon a limiter le nombre de graphes et obtenir des échelles
lisibles.

V.2.1 - Evolution de la population microbienne

Les niveaux de populations initiaux sont différents dans les 2 séries d’essais, comme
les différences de teneur en HAP dues 2 la conservation de 1’échantillon de la 2™ série a
+4°C nous le laissait supposer..
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Figure V.2.1-a: Population microbienne (bactéries et Actinomycétes) des
microcosmes de sol dans les conditions 1 & 5. Série 1 = condition 1: 20% d’humidité, pH=7,2 ;
condition 2: 20% d’humidité, pH=7,2, 30%(w/w) sciure. Série 2 = condition 3 : 27% d’humidité, pH=7,2 ;
condition 4 : 27% d’humidité, pH=5,3 ; condition 5 : 27% d’humidité, pH=5,3, 30%(w/w) sciure.
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Nous voyons sur la Figure V.2.1-a que la population microbienne de bactéries et
Actinomycetes est quasiment identique (en nombre) dans les conditions 1 et 2. L’apport de
sciure dans la condition 2 ne favorise donc pas particuli€rement cette population & pH=7,2.

De méme, dans les conditions 3 et 4 (pH=7,2 et pH=5,3 respectivement), la
modification du pH du sol n’a que peu d’influence sur le niveau de cette population : cette
derniére est méme plus élevée dans la condition 4 a4 35 jours, alors que cette baisse de pH
devrait plutdt étre défavorable a ces populations qui, en général, ont des pH optima plut6t
proches de 7.

Par contre, cette population microbienne est plus faible (en nombre) dans la condition
5 par rapport aux conditions 3 et 4 : cela semble paradoxal car la biodégradation est plus
rapide dans la condition 5 que dans les conditions 3 et 4, comme nous le .verrons aux V.2.2 et
V.2.3.

Ceci semble indiquer que la mesure de la quantité de ces micro-organismes n’est pas
un trés bon traceur de la biodégradation. En effet, les micro-organismes présents peuvent
avoir un bon niveau de population sans dégrader les HAP, si les €léments nutritifs dont ils ont
besoin sont présents en exces.

Les conditions 1 et 2 sont également quasiment identiques en ce qui concerne le
nombre de champignons et levures dans les microcosmes de sol (Figure V.2.1-b). Cela peut
étre est-ce dii a la fois au pH et au % d’humidité (20%).

En effet, 4 27% d’humidité (Série 2), cette population microbienne est bien plus élevée
qu’a 20% (Série 1), ceci méme en prenant en compte le fait que la population initiale est
supérieure dans la 2°™ série d’essais.

Cette population est plus faible dans les conditions 4 et 5, ot le pH du sol a été ajusté a
5,3: ce pH du sol ne favorise pas les populations fongiques bien que les pH optima des
champignons et des levures soient plutdt acides.

Cette 2™ population microbienne n’est donc pas encore la un bon indicateur de
Iactivité de biodégradation dans le sol, pour la méme raison que pour la population de
bactéries et Actinomycetes.
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Figure V.2.1-b : Population microbienne (levures et champignons) des microcosmes
de sol dans les conditions 1 & 5. Série 1 = condition 1: 20% d’humidité, pH=7,2 ; condition 2 : 20%
d’humidité, pH=7,2, 30%(w/w) sciure. Série 2 = condition 3 : 27% d’humidité, pH=7,2 ; condition 4 : 27%
d’humidité, pH=5,3 ; condition 5 : 27% d’humidité, pH=5,3, 30%(w/w) sciure.
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Ainsi, I’absence de population microbienne implique bien I’absence de
biodégradation, mais la réciproque est fausse : ce ne sont pas les dénombrements les plus
€levés qui menent a la biodégradation la plus forte.

V.2.2 - Dégradation globale des HAP

V.2.2.1 — HAP totaux

A 20% d’humidité, nous constatons que 1’addition de sciure & 30%(w/w) améliore la
vitesse de disparition des HAP. Il semble toutefois que la teneur résiduelle en HAP totaux soit
la méme en présence de sciure ou non (Figure V.2.2.1-a). Aprés 100 jours d’incubation, 70%
des HAP totaux ont disparu en présence de sciure, 65% en 1’absence. Il semble qu’il n’y a pas
modification de 1’équilibre final en termes de HAP totaux : c’est la cinétique de disparition
qui est différente. D’ailleurs, en termes des 16 HAP individuels, les teneurs & 100 jours sont
identiques en présence ou non de sciure, comme nous le verrons au V.2.3.

La meilleure efficacité de la disparition des HAP (vitesse plus grande) est sans doute
due a I’amélioration des échanges gazeux, et donc du métabolisme microbien aérobie,
provoquée par 1’aération du sol due & I’addition de sciure. Celle-ci limite en effet le
phénoméne de compactage, ainsi que 1’évaporation. Dans I’échantillon sans sciure (condition
1), il est nécessaire de rajouter fréquemment de I’eau. pour ajuster I’humidité a 20% et
Paération manuelle est indispensable pour empécher le compactage du sol. La sciure joue
donc un rdle d’aérateur.

Nous avons vu au V.2.1 que la population fongique du sol n’est pas augmentée en
présence de sciure. L’égalité des teneurs en HAP a 100 jours confirme que la sciure n’apporte
pas d’éléments extérieurs améliorant la biodégradation en termes de teneurs. S’il y avait eu
apport de champignons filamenteux par la sciure, la teneur en HAP a 100 jours dans la
condition 2 aurait dfi &tre inférieure a celle de la condition 1 (I’équilibre aurait été modifi€).

Or la teneur finale en HAP totaux est de 629,3 mg/kg dans la condition 1, et de
576,0 mg/kg dans la condition 2. Elles peuvent donc étre considérées comme identiques en
tenant compte de 1’écart-type de 20%.
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Figure V.2.2.1-a : Taux de dégradation (%) des HAP totaux dans les conditions 1 a 5.
Série 1 = condition 1 : 20% d’humidité, pH=7,2 ; condition 2 : 20% d’humidité, pH=7,2, 30%(w/w) sciure. Série
2 = condition 3: 27% d’humidité, pH=7,2 ; condition 4: 27% d’humidit§, pH=5,3; condition 5: 27%
d’humidité, pH=5,3, 30%(w/w) sciure.



V — Etude de la biodégradation naturelle des HAP Page 83

A 27% d’humidité (série 2), la teneur initiale en HAP totaux est de 1551 mg/kg, soit
80% de la teneur initiale de la série 1. Il y a donc eu une biodégradation partielle des HAP a
+4°C. 1l n’est donc pas possible de comparer directement les taux de dégradation avec I’essai
précédent.

Toutefois, aprés 110 jours d’incubation a 27% d’humidité (condition 3), la teneur en
HAP totaux du sol est de 820 mg/kg, la teneur initiale étant de 1551 mg/kg. A 20%
d’humidité (condition 1), la teneur initiale en HAP totaux est de 1915 mg/kg et la teneur a 100
jours est de 629 mg/kg.

Il est donc cohérent de conclure de cette observation que la cinétique globale de
biodégradation est plus lente dans le sol & 27% d’humidité par rapport au sol & 20%. Nous
n’avons pas fait cette observation en utilisant la Figure V.2.2.1-a car les teneurs initiales en
HAP des conditions 1 et 3 sont différentes. L’utilisation des taux de dégradation pour cette
comparaison aurait donc pu fausser I’interprétation. :

En effet, 20% et 27% d’humidité correspondent respectivement a 37% et 50% de la
W.H.C.. 1I est possible que 1’augmentation correspondante de 1’eau dans les pores rende les
échanges gazeux difficiles. Si le mécanisme de biodégradation des HAP est aérobie, il est
possible que 1’activité métabolique des micro-organismes impliqués dans la biodégradation
soit diminuée par I’augmentation de la quantité d’eau dans les pores du sol.

Donc, en termes de HAP totaux, la vitesse de biodégradation est plus €levée dans le
sol 2 20% d’humidité que dans celui & 27% d’humidité.
eme

Comparons maintenant entre eux les résultats obtenus dans la 2™ série

d’expérimentations (sol & 27% d’humidité).

La biodégradation dans la condition 4 (pH du sol égal a 5,3) est moins bonne que dans
la condition 3 (pH du sol égal a 7,2). Un pH acide aurait di favoriser les champignons et les
levures par rapport aux bactéries. Cela n’a pas ét€ le cas (en nombre, tout au moins), comme
nous I’avons vu au V.2.1. 1l est ici plus efficace de travailler 2 pH neutre (7,2) qu’acide (35,3).

La condition 5 correspond & un pH du sol ajusté & 5,3 en début d’expérimentation et a
une addition de sciure de 30% (w/w). La biodégradation en termes de HAP totaux est plus
rapide que dans les conditions 3 et 4. Mais la teneur a 110 jours est la méme que dans la
condition 3.

La teneur finale en HAP totaux est de 795 mg/kg dans la condition 5, contre
576 mg/kg dans la condition 2. Or la teneur initiale en HAP totaux est inférieure dans la
condition 5 par rapport a la condition 2, le temps d’incubation étant lui supérieur. Aussi, il est
donc possible de conclure que la biodégradation, en termes de HAP totaux, est meilleure dans
la condition 2 que dans la condition 5. Nous n’avons pas fait cette observation en utilisant la
Figure V.2.2.1-a car les teneurs initiales en HAP des conditions 2 et 5 sont différentes.

Nous pouvons donc écrire a partir des observations réalisées que :
A pH=7,2, 1a biodégradation 42 20% d’humidité est supérieure a celle a 27%.
A 27% d’humidité, elle est meilleure 2 pH=7,2 qu’a pH=5,3.
L’addition de sciure, 2 pH=7,2 ou 5,3, améliore le processus de biodégradation.

La meilleure condition de dégradation en termes de HAP totaux, parmi celles étudiées,
est la condition 2, c’est-a-dire 20% d’humidité, pH=7,2, 30% (w/w) de sciure.
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V.2.2.2 — HAP cancérigénes
Les teneurs initiales en HAP cancérigénes sont de 550+£50 mg/kg dans la série 1 et de

6501100 mg/kg dans la série 2. Elles sont donc tout & fait similaires en tenant compte de
I’écart-type. : , ‘
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Figure V.2.2.2-a: Taux de dégradation (%) des HAP cancérigenes dans les
conditions 1 a 5. Série 1 = condition 1 : 20% d’humidité, pH=7,2 ; condition 2 : 20% d’humidité, pH=7,2,
30%(w/w) sciure. Série 2 = condition 3 : 27% d’humidité, pH=7,2 ; condition 4 : 27% d’humidité, pH=5,3 ;
condition 5 : 27% d’humidité, pH=5,3, 30%(w/w) sciure. :

Comme précédemment, la vitesse de dégradation des HAP cancérigénes est plus
grande dans la condition 2 par rapport a la condition 1 (Figure V.2.2.2-a), mais la teneur & 100
jours est la méme, 305+100 mg/kg.

Le taux de dégradation atteint aprés 100 jours d’incubation a 23°C est égal a 45-50%.
Il est donc inférieur i celui observé pour les HAP totaux. Ceci n’est pas étonnant car les HAP
cancérigénes sont plus gros (plus de cycles, donc plus stables) que les autres.

La teneur en HAP cancérigénes 4 110 jours dans la condition 3 (418340 mg/kg) est
supérieure a celle de la condition 1 (305+100 mg/kg). La biodégradation est donc plus
efficace a 20% qu’a 27% d’humidité pour les HAP cancérigénes.

De méme qu’au V.2.2.1, la biodégradation est meilleure dans la condition 5 que dans
la 3, que dans la 4.

Les conclusions sont donc les mémes pour les HAP totaux et les HAP cancérigénes.

V.2.2.3 —Bilan

Il existe donc une biodégradation naturelle des HAP (cancérigénes ou non) dans le sol
prélevé.

Cette biodégradation est meilleure pour les HAP totaux que pour les HAP
cancérigénes. Les HAP cancérigénes sont en effet tous constitués de plus de 4 cycles
aromatiques, alors que les autres ont majoritairement seulement 2, 3 et 4 cycles (9 sur 10
d’entre eux). Ils sont donc plus stables et moins biodégradables.

Nous avons vu que la meilleure biodégradation globale des HAP totaux et
cancérigénes a 23°C a lieu (parmi les conditions testées) a 20% d’humidité du sol, i.e. 37% de
la W.H.C., avec un pH du sol de 7,2 et une addition de sciure de 30% en masse.

Nous n’avons pas pu faire d’étude en fonction de la quantité de sciure additionnée par
manque de cette sciure.
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La biodégradation est moins bonne & 27% d’humidité avec un pH de 7,2, et encore
moins a 27% d’humidité avec un pH de 5,3.

En résumé, nous pouvons écrire en termes de HAP totaux et cancérigénes :
Condition 2 > Condition 1 > Condition 5 > Condition 3 > Condition 4

Toutefois, ces indications sont globales. Il est intéressant pour nous de connaitre le
« comportement » des 16 HAP cibles individuellement.

V.2.3 — Dégradation par famille de HAP

En étudiant de maniére plus détaillée les teneurs en les 16 HAP cibles individuels des
microcosmes de sol utilisés, nous nous sommes apercu que des recoupements par nombre de
cycles pouvaient étre réalisés.

Nous avons regroupé le naphtaléne (2 cycles), avec I’acénaphténe et 1’acénaphtyléne
(3 cycles) car leurs comportements sont similaires, comme nous le verrons dans la suite.
Quand nous évoquerons les HAP de 3 cycles, il s’agira de fluoréne, phénanthréne et
anthraceéne.

V.2.3.1 — Naphtaléne, acénaphtyléne, acénaphténe
Dans la 1™ série d’essais, la teneur initiale en naphtaléne est de 32,5 mg/kg alors que

I’acénaphtyléne et I’acénaphténe ne sont pas détectés. Dans la 2™ série, les teneurs initiales en
naphtaléne et en acénaphtyléne sont de 6,7 et 40,2 mg/kg respectivement, 1’acénaphténe
n’étant toujours pas détecté (Tableau V.2.3.1-a).
Teneurs Série 1  Série 2
(mg/kg de sol sec)
Naphtaléne 32,5 6,7
Acénaphtylene ND 40,2
Acénaphténe ND ND
Tableau V.2.3.1-a: Teneurs initiales (en mg/kg de sol sec) en naphtaléne,

acénaphtyléne et acénapthéne dans les 2 séries d’expériences décrites (Séries 1 et 2). ND:
non détectable.

Nous avons vu au Tableau V.2-a qu’il y a diminution des teneurs initiales du sol en
certains HAP de 3 et 4 cycles dans la Série 2 par rapport a la Série 1. Il est donc tentant de
supposer que ces HAP se sont dégradés en acénaphtyléne, notamment, pendant le laps de
temps séparant la mise en route des 2 séries d’expériences.

Cette explication serait intéressante car elle impliquerait que la biodégradation
naturelle des HAP de 3 et 4 cycles serait réalisée séquentiellement en produisant des HAP
plus petits donc plus aisément biodégradables jusqu’a la minéralisation.

Mais, si cela était le cas, nous devrions observer une accumulation d’acénaphtyléne en
fonction du temps dans les conditions 1 et 2 (série 1), qui correspondrait & la biodégradation
des HAP de 3 et 4 cycles. Or cela n’est pas le cas.

D’autres composés que les 16 HAP considérés dans cette étude sont présents dans le
sol pollué utilisé. Il est plus vraisemblable que I’acénaphtyléne accumulé dans 1’échantillon
conservé provienne de leur dégradation (qui n’est pas nécessairement une biodégradation) due
4 la conservation & +4°C. N’étant pas dans les mémes conditions (température, aération) dans
nos essais de biodégradation de la Série 1, les phénoménes ayant lieu & 4°C sont différents et
les observations différentes.
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La teneur initiale en naphtaléne dans la série 2 est égale a la teneur finale dans la
condition 2. Aussi, les profils de dégradation sont différents entre les 2 séries d’essais, et ne
sont pas comparables entre séries.
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Figure V.2.3.1-a : Teneur (en mg/kg de sol sec) en naphtaléne des microcosmes de
sol dans les conditions 1 & 5. Série 1 = condition 1: 20% d’humidité, pH=7,2 ; condition 2: 20%
d’humidité, pH=7,2, 30%(w/w) sciure. Série 2 = condition 3 : 27% d’humidité, pH=7,2 ; condition 4 : 27%
d’humidité, pH=5,3 ; condition 5 : 27% d’humidité, pH=>5,3, 30% (w/w) sciure.

Dans la 1™ série, la présence de sciure (condition 2) améliore la dégradation du
naphtaléne : la dégradation est plus lente au départ que dans la condition 1, mais plus efficace
apres 100 jours d’incubation (Figure V.2.3.1-a).

Dans la 2™ série d’essais (Figure V.2.3.1-a), la teneur en naphtaléne est constante
(condition 3) ou augmente pendant l’incubation (conditions 4 et 5). Il peut exister une
accumulation de naphtaléne due a la dégradation des HAP de poids moléculaire plus élevé ou
d’autres composés présents dans le sol pollué et non étudiés ici.
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Figure V.2.3.1-b : Taux de dégradation (%) de I’acénaphtyléne dans les conditions 3
4 5. Série 2 = condition 3 : 27% d’humidité, pH=7,2 ; condition 4 : 27% d’humidité, pH=5,3 ; condition 5 :
27% d’humidité, pH=5,3, 30% (w/w) sciure.
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En ce qui concerne I’acénaphtyléne, une biodégradation est mise en évidence dans la
2'™ série d’essais. Elle atteint 90% dans la condition 3. Elle est meilleure dans la condition 3
que la condition 5, que la condition 4 (Figure V.2.3.1-b).

L’acénaphténe n’est détecté initialement dans aucun échantillon, mais il apparait apres
56 jours d’incubation dans la condition 3 2 1,38 mg/kg. Apres 110 jours d’incubation, il est
présent dans tous les microcosmes de la 2™ série d’essais, 2 des concentrations de 4,86, 16,26
et 4,43 mg/kg pour les conditions 3, 4 et 5 respectivement. Comme pour le naphtaléne, il peut
s’agir d’'une accumulation due a la dégradation des HAP de poids moléculaire plus élevé ou
d’autres composés présents dans le sol pollué et non étudiés ici.

Que ce soit pour le naphtaléne et I’acénaphténe, il est en fait peu probable que leur
accumulation dans les microcosmes de sol soit due & la dégradation des HAP (parmi les 16
étudiés) de plus fort poids moléculaire. En effet, les produits de dégradation du métabolisme
microbien des HAP que nous avons évoqués au IIL.5.3 ne sont pas des HAP de poids
moléculaire plus faible, mais plutét des produits hydroxylés, oxydés, ... Les cycles sont
généralement cassés (pas tous), mais des fonctions (-OH, =0, -COOH, -CHO,...) se rajoutent
et on n’obtient pas des « vrais » HAP.

V.2.3.2 — 3 cycles : fluoréne, phénanthréne, anthracéne
Les Figures V.2.3.2-a,-b et — représentent les taux de dégradation du fluoréne, du
phénanthréne et de 1’anthracéne dans les conditions 1 4 5.

Dans la 1* série d’expériences, nous voyons que le fluoréne est dégradé a 95%, le
phénanthréne et 1’anthracéne a 85-90%. '

Taux de dégradation (%)
100 ————r——
80 |-
60
40
: 3 . [ —@— Condition 1 '
20 Y .4 S S L T londiton 1 g ... -
= A | === Condition 2 ]
i : i | = =¥==Condition 3 E
0 E: Lt 22 N N i | ==V==Condition4 | : . ]
; i i | =©= Condition 5 ]
20 T D I
40 60 80 100 120
Temps (jours)

Figure V.2.3.2-a: Taux de dégradation (%) du fluoréne dans les conditions 1 a 5.
Série 1 = condition 1 : 20% d’humidité, pH=7,2 ; condition 2 : 20% d’humidité, pH=7,2, 30% (w/w) sciure.
Série 2 = condition 3 : 27% d’humidité, pH=7,2 ; condition 4 : 27% d’humidité, pH=5,3 ; condition 5: 27%
d’humidité, pH=5,3, 30% (w/w) sciure.

La dégradation de ces trois composés est plus rapide en présence de 30% de sciure
(condition 2), mais le taux de dégradation 2 100 jours, et donc la teneur en ces HAP, sont les
mémes dans les deux conditions. A 20% d’humidité, 1’équilibre final est donc identique : la
sciure sert d’accélérateur, mais n’améliore pas la biodégradation naturelle de ces trois
composés en termes de teneur finale du sol. Nous dirons donc que condition 2 > condition 1,
puisque le phénomene est accéléré.
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Figure V.2.3.2-b : Taux de dégradation (%) du phénanthréne dans les conditions 1 &
5. Série 1 = condition 1 : 20% d’humidité, pH=7,2 ; condition 2 : 20% d’humidité, pH=7,2, 30% (w/w) sciure.
Série 2 = condition 3 : 27% d’humidité, pH=7,2 ; condition 4 : 27% d’humidité, pH=5,3 ; condition 5 : 27%
d’humidité, pH=5,3, 30% (w/w) sciure.

En ce qui concerne la 2™ série d’essais, les profils de dégradation dans la condition 3
(27% d’humidité, pH=7,2) sont similaires pour les trois HAP évoqués ici. Les taux de
dégradation du fluoréne et du phénanthréne atteignent 80% a 110 jours et 85-90% pour
I’anthracéne. Le démarrage de la biodégradation semble plus lent que dans la condition 1 a
20% d’humidité, mais cela peut &tre un artefact di a I’écart-type (10%) a 15 jours.

L’ajustement du pH du sol & 5,3 (condition 4) ralentit 1a biodégradation des 3 HAP,
surtout celles du fluoréne et du phénanthréne, mais 1’étendue de la dégradation tend vers celle
de la condition 3 avec le temps. Il s’agit 13 d’une diminution de la vitesse de dégradation due a
la baisse de pH, 1’équilibre final étant presque identique.

Taux de dégradation (%)

100 e A B s S
80 D B — - __-_.s'-% ----- -
o | A R —

40 : ; b -
i [ —@=—Condition 1 ]
20 : — Condition 2 § ... _
= «¥= = Condition 3 .
H ==U==Condition 4 ]
o] : === Condition 5 §----------- -
20
| RS MU NSV SN BTSSR SN S SR
0 20 40 60 80 100 120

Temps (jours)

Figure V.2.3.2-c : Taux de dégradation (%) de I’anthracéne dans les conditions 1 a 5.
Série 1 = condition 1 : 20% d’humidité, pH=7,2 ; condition 2 : 20% d’humidité, pH=7,2, 30% (w/w) sciure.
Série 2 = condition 3 : 27% d’humidité, pH=7,2 ; condition 4 : 27% d’humidité, pH=5,3 ; condition 5: 27%
d’humidité, pH=5,3, 30% (w/w) sciure.
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Nous pouvons donc écrire condition 3 > condition 4. Cette baisse du pH était censée
stimuler la population fongique pour améliorer la biodégradation. Il semble qu’elle ait plutdt
inhibé I’activité de la population bactérienne.

La biodégradation des HAP de 3 cycles est plus lente dans la condition 5 (pH=5,3,
30% sciure) que dans la condition 3 (pH=7,2), mais plus rapide que dans la condition 4
(pH=5,3). L’équilibre final semble presque le méme. L’addition de sciure compense donc
partiellement les effets négatifs de la baisse du pH sur les micro-organismes en améliorant les
échanges gazeux.

Donc pour les HAP de 3 cycles, I’addition de sciure accélére le processus de
biodégradation alors que la baisse du pH le ralentit.

En ce qui concerne I’influence de I’humidité du sol sur la biodégradation, nous devons
rester prudents quand nous comparons les taux de dégradation des conditions 1 et 3 car les
teneurs initiales en HAP sont trés différentes (Tableau V.2.3.2-a).

Si nous nous référons aux Figures V.2.3.2-a et V.2.3.2-b pour le fluoréne et le
phénanthréne respectivement, nous relevons respectivement 95% et 90% de dégradation a
100 jours d’incubation dans la condition 1. Dans la condition 3, la dégradation du fluoréne et
du phénanthréne est de 80% a 110 jours. Cela correspond a des teneurs finales dans les
microcosmes de sol €quivalentes dans les 2 conditions. Les courbes de la condition 3
atteignent un plateau aprés les courbes de la condition 1. Comme les teneurs initiales en
fluoréne et phénanthréne sont supérieures dans la condition 1, nous pouvons dire que leur
biodégradation est plus rapide 2 20% d’humidité qu’a 27%.

Pour I’anthracéne (Figure V.2.3.2-c), nous conclurons plutdt que la différence
d’humidité n’a pas d’influence sur la biodégradation (les courbes se superposent et les teneurs
a 100 jours sont similaires).

Teneur en mg/kg Condition I Condition 3

(Série 1) (Série 2)
Fluoréne 146,5 38,5
Phénanthréne 296,0 97,7
Anthracéne 163,3 63,1

Tableau V.2.3.2-a : Teneurs initiales (en mg/kg de sol sec) en HAP de 3 cycles.

Nous resterons toutefois prudents sur cette interprétation de I’effet de 1’humidité du
sol.

Donc, pour le fluoréne, le phénanthréne et I’anthraceéne, dans les 5 conditions étudiées,
I’équilibre final atteint est presque le méme, mais les modifications de pH et ’addition de
sciure affectent la vitesse a laquelle 1’équilibre est atteint.

Nous pouvons écrire :

pH=7,2 > pH=5,3,
20% d’humidité > 27 % d’humidité,
addition de sciure > sans sciure.

V.2.3.3 — 4 cycles : fluoranthéne, pyréne, benzo(a)anthracéne, chryséne
Notons que le benzo(a)anthracéne et le chryséne font partie des HAP suspectés d’étre
cancérigenes.
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Les Figures V.2.3.3-a, -b, -c et —d représentent le taux de dégradatioh du fluoranthéne,
du pyréne, du benzo(a)anthracéne et du chryseéne dans les conditions 1 & 5.
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Figure V.2.3.3-a : Taux de dégradation (%) du fluoranthéne dans les conditions 1
5. Série 1 = condition 1 : 20% d’humidité, pH=7,2 ; condition 2 : 20% d’humidité, pH=7,2, 30% (w/w) sciure.
Série 2 = condition 3 : 27% d’humidité, pH=7,2 ; condition 4 : 27% d’humidité, pH=5,3 ; condition 5: 27%
d’humidité, pH=5,3, 30% (w/w) sciure.

Dans la 1™ série d’essais, le fluoranthéne, le pyréne et le benzo(a)anthracéne sont
dégradés a 80%, alors que le taux de dégradation atteint pour le chryséne est de 60% en fin
d’incubation.
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Figure V.2.3.3-b : Taux de dégradation (%) du pyrene dans les conditions 1 & 5.
Série 1 = condition 1 : 20% d’humidité, pH=7,2 ; condition 2 : 20% d’humidité, pH=7,2, 30% (w/w) sciure.
Série 2 = condition 3 : 27% d’humidité, pH=7,2 ; condition 4 : 27% d’humidité, pH=5,3 ; condition 5: 27%
d’humidité, pH=5,3, 30% (w/w) sciure.

Comme précédemment au V.2.3.2, la disparition du fluoranthéne, du pyréne et du
benzo(a)anthracéne est plus rapide en présence de sciure (condition 2). Ce n’est pas le cas du
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chryséne pour lequel I’apport de sciure n’améliore pas la cinétique de dégradation. L’équilibre
a atteindre semble presque le méme pour les deux conditions d’incubation.
Donc, pour les HAP de 4 cycles, nous pouvons écrire condition 2 > condition 1.
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Figure V.2.3.3-c: Taux de dégradation (%) du benzo(a)anthracene dans les
conditions 1 & 5. Série 1 = condition 1 : 20% d’humidité, pH=7,2 ; condition 2 : 20% d’humidité, pH=7.2,
30% (w/w) sciure. Série 2 = condition 3 : 27% d’humidité, pH=7,2 ; condition 4 : 27% d’humidité, pH=5,3 ;
condition 5 : 27% d’humidité, pH=5,3, 30% (w/w) sciure.

En ce qui concerne la 2™ série d’essais (conditions 3, 4 et 5), les observations que
nous pouvons faire sont différentes de celles que nous avons faites au V.2.3.2 pour les HAP
de 3 cycles.

Pour le fluoranthéne et le pyréne, la biodégradation est un peu plus rapide a pH=7,2
(condition 3) qu’a pH=5,3 (condition 4). A 110 jours d’incubation, le taux de dégradation (en
moyenne) est de 70% a pH=7,2 contre 55% & pH=5,3 pour ces 2 HAP. Si nous considérons
les écarts-types, ces taux finaux peuvent méme &tre considérés égaux (Figures V.2.3.3-a et
V.2.3.3-b).
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Figure V.2.3.3-d : Taux de dégradation (%) du chryséne dans les conditions 1 a 5.
Série 1 = condition 1 : 20% d’humidité, pH=7,2 ; condition 2 : 20% d’humidité, pH=7,2, 30% (w/w) sciure.
Série 2 = condition 3 : 27% d’humidité, pH=7,2 ; condition 4 : 27% d’humidité, pH=5,3 ; condition 5 : 27%
d’humidité, pH=5,3, 30% (w/w) sciure.
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Les mémes remarques peuvent étre faites pour le benzo(a)anthracéne etle chryséne, en
tenant compte des fluctuations et des écarts-type aux Figures V.2.3.3-c et V.2.3.3-d.

Les courbes obtenues pour les 4 HAP de 4 cycles sont globalement trés similaires, en
prenant en compte les écarts-types.

Enfin, la condition 5 (pH=5,3, 30% (w/w) de sciure) améliore nettement la vitesse de
disparition de ces 4 HAP a 4 cycles. Le taux de dégradation & 110 jours est le méme que dans
la condition 3, sauf pour le chryséne ot il est de 55% au lieu de 40% (donc augmentg).

Pour les HAP de 4 cycles, il est donc possible d’écrire :
Condition 5 > condition 3 > condition 4

Les teneurs initiales en HAP de 4 cycles sont données dans le Tableau V.2.3.3-a. Etant
donné les écarts-types mesurés, les teneurs en ces 4 HAP peuvent étre considérées comme
similaires dans les séries 1 et 2. La comparaison des taux de dégradation mesurés dans les
conditions 1 et 3 peut donc sans doute &tre faite directement.

eI o ;
Fluoranthéne 374,7 22,9 293,0 13,1
Pyréne 271,0 24 7 202,4 10,2
Benzo(a)anthracéne 201,9 52 145,1 12,1
Chryséne 123,2 2,9 141,7 15,3

Tableau V.2.3.3-a : Teneurs initiales (en mg/kg de sol sec) en HAP de 4 cycles.

Aussi, si nous nous référons aux Figures V.2.3.2-a, -b, -c et —d pour les taux de
dégradation du fluoranthéne, du pyréne, du benzo(a)anthracéne et du chryséne, il n’est pas
réellement possible de différencier les courbes des taux de dégradation en fonction du temps
pour les conditions 1 et 3 du fait des écarts-types importants.

Il semblerait donc que la dégradation des HAP de 4 cycles soit similaire & 20% et 27%
d’humidité.

En conclusion pour les HAP de 4 cycles, il est possible d’écrire que :

- I’addition de sciure accélére la biodégradation,

- la biodégradation est identique & 20% et & 27% d’humidité du sol,

- la biodégradation est plus rapide a2 pH=7,2 qu’a pH=5,3,

- la baisse du pH & 5,3 combinée a 1’addition de sciure accélére la biodégradation par
rapport a celle 2 pH=7,2, et augmente méme le taux de dégradation du chrysene.

V.234 — 5 cycles: benzo(b)fluoranthéne, benzo(k)fluoranthéne, benzo(a)pyréne,
dibenzo(a,h)anthracéne
Parmi ces 4 HAP, les trois premiers sont suspectés étre cancérigénes.

Dans la 1 série d’expériences, en tenant compte des écarts-types, il n’y a pas de
dégradation des HAP de 5 cycles dans les conditions 1 et 2 (20% d’humidité, pH=7,2, sans et
avec 30% (w/w) de sciure).

Dans la 2™ série d’essais, aucune biodégradation n’est mise en évidence dans les
conditions 3, 4 et 5 sur le benzo(b)fluoranthéne et le dibenzo(a,h)anthracéne. Par contre, le
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benzo(k)fluoranthéne est dégradé dans les conditions 3, 4, et 5, le benzo(a)pyréne dans la
condition 5 (Figure V.2.3.4-a).
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Figure V.2.3.4-a: Taux de dégradation (%) du benzo(k)fluoranthéne dans les

conditions 3 a 5 et du benzo(a)pyrene dans la condition 5. Série 2 = condition 3 : 27% d’humidité,
pH=7,2 ; condition 4 : 27% d’humidité, pH=5,3 ; condition 5 : 27% d’humidité, pH=5,3, 30%(w/w) sciure.

Les taux de dégradation du benzo(k)fluoranthéne et du benzo(a)pyréne dans la
condition 5 sont de 50% et 25% respectivement & 110 jours d’incubation. Cela correspond a
des teneurs de 34,8 mg/kg et 75,0 mg/kg, qui sont voisines des teneurs initiales de la série 1
(Tableau V.2.3.4-a). Cela explique sans doute pourquoi aucune biodégradation n’a été
observée dans les conditions 1 et 2. Ces teneurs sont sans doute les minima possibles dans la
configuration du sol.

Condition 1 (Série 1)

Condition 3 (Série 2)

Teneur en mg/kg Moyenne  Ecart-tvpe  Moyenne Ecart-type
Benzo(b)fluoranthéne 79,9 5,4 118,2 25,0
Benzo(k)fluoranthéne 40,3 5.4 71,6 7.4

Benzo(a)pyreéne 78,1 5,0 100,1 10,1

Dibenzo(a,h)anthracéne 22,8 1,8 79,0 5,1

Tableau V.2.3.4-a : Teneurs initiales (en mg/kg de sol sec) en HAP de 5 cycles.

Nous constatons au Tableau V.2.3.4-a que les teneurs initiales en HAP de 5 cycles de
la Série 2 sont supérieures a celles de la Série 1. Pour le benzo(b)fluoranthéne et le
benzo(a)pyréne, compte tenu des écarts-types, les teneurs initiales sont sensiblement égales
dans chaque série.

Pour le dibenzo(a,h)anthracéne, la teneur initiale dans la Série 2 est d’environ 3 fois
celle de la Série 1. Or, ce composé est difficilement détecté par notre méthode d’analyse
(CLHP avec détecteur UV-visible & barrette de diodes). Le pic d’élution du
dibenzo(a,h)anthracéne est d’intensité assez faible sur nos chromatogrammes et n’est pas pur.
Sa quantification est donc faussée par des impuretés dans les extraits de sol. En outre, nous
devons intégrer manuellement le pic correspondant, et de petites variations sur 1’intégration
modifient beaucoup la quantification. Cela peut expliquer les écarts importants observés au
Tableau V.2.3.4-a.
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La baisse du pH du sol de 7,2 4 5,3 diminue la biodégradation du benzo(k)fluoranthéne
de 50% a 40%, et I’addition de sciure au sol de pH=5,3 (condition 5) la raméne & 50%. La
sciure compense donc 1’effet négatif de la diminution du pH.

; En ce qui concerne le benzo(a)pyreéne, seul le microcosme & 27% d’humidité, pH=5,3
et contenant de la sciure donne lieu a une biodégradation de I’ordre de 25%.

Nous n’avons donc observé de biodégradation que pour le benzo(k)fluoranthéne et le
benzo(a)pyréne parmi les 4 HAP de 5 cycles. Toutefois, celle-ci est plut6t faible et semble
stopper lorsque la teneur du sol en benzo(k)fluoranthéne et en benzo(a)pyréne est de 1’ordre
de 40 mg/kg et 75 mg/kg respectivement. Ces teneurs ne sont pas négligeables ; elles sont
plus élevées que certaines limites observées précédemment pour les HAP de 3 et 4 cycles,
alors que ces HAP 2 5 cycles sont potentiellement plus dangereux.

L’addition de sciure est le facteur qui permet la meilleure biodégradation.

V.2.3.5 — 6 cycles : benzo(g,h,i)péryléne, indéno(1,2,3-cd)pyréne

L’indéno(1,2,3-cd)pyrene est suspecté étre cancérigéne.

Aucune biodégradation de ces 2 HAP n’est observée dans les conditions 1 et 2, les
teneurs initiales en benzo(g,h,i)péryléne et indéno(1,2,3-cd)pyréne étant de 50,1 mg/kg et 34,9
mg/kg respectivement.

Dans la 2" série d’essais, la teneur initiale est de 80,7 mgkg et 73,2 mg/kg
respectivement. Aucune diminution de la teneur en benzo(g,h,i)péryléne n’est observée, alors
que la teneur en indéno(1,2,3-cd)pyrene est de 43,9 mg/kg, 55,5 mg/kg et 42,0 mg/kg dans les
conditions 3, 4 et 5 respectivement aprés 110 jours d’incubation (Figure V.2.3.5-a). Cela
correspond a environ 50% de dégradation.

Peut-&tre que 34,9 mg/kg est une valeur inférieure limite atteignable (valeur
d’équilibre) par les micro-organismes dégradateurs dans notre cas. Cela expliquerait pourquoi
aucune biodégradation n’a été mesurée dans la 1" série d’essais.

Il y a peu de différence entre les conditions 3 et 4 (pH=7,2 et pH=5,3), par contre
I’addition de sciure (condition 5) favorise la biodégradation par rapport a la dégradation dans
la condition 4.

Indéno(1,2,3-cd)pyrine (mg/kg de sol sec)
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Figure V.2.3.5-a: Teneurs en indéno(1,2,3-cd)pyréne (en mg/kg de sol sec) des

microcosmes de sol dans les conditions 3 & 5. Série 2 = condition 3 : 27% d’humidité, pH=7,2 ;
condition 4 : 27% d’humidité, pH=5,3 ; condition 5 : 27% d’humidité, pH=5,3, 30% (w/w) sciure.
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Il est donc possible de mettre en évidence la biodégradation naturelle d’'un HAP de 6
cycles, I'indéno(1,2,3-cd)pyréne. La baisse du pH de 7,2 & 5,3 influence peu la
biodégradation, mais 1’addition de sciure 1’accélére de maniére notable. La teneur résiduelle
en ce HAP semble &tre d’environ 35 mg/kg pour le sol que nous étudions. Ceci est notable
car ce HAP fait partie de ceux suspectés d’étre cancérigénes.

Nous retrouvons donc la conclusion faite pour les HAP de 5 cycles.

V.2.4 - Calcul des demi-vies

Le calcul des demi-vies réalisé€ ici sous-entend que la teneur résiduelle en tous les HAP
est nulle : nous les avons calculées en prenant le temps d’incubation qui correspond & une
dégradation de 50% par rapport 2 la teneur initiale.

Normalement, c’est le temps auquel la teneur est égale a la différence entre la teneur
initiale et la teneur a I’équilibre, divisée par 2. Or nous ne connaissons pas la teneur en HAP
du sol aTl’équilibre.

Les valeurs que nous donnons dans la suite servent donc en fait d’indicateur de la
rapidité du processus de biodégradation.

Demi-vies en jours

Série 1 Série 2
Cond.1 | Cond.2 | Cond. 3| Cond. 4| Cond. 5
2 cycles Naphtaléne 15 30 N.C. N.C. N.C.
Acénaphtyléne N.C. N.C. 26 30 26
Acénaphténe N.C. N.C. N.C. N.C. | NC
3 cycles Fluoréne 14 12 28 80 48
Phénanthréne 17 14 30 57 42
Anthracéne 30 18 32 50 40
Fluoranthéne 56 37 56 56 25
4 cycles Pyréne - 55 36 62 92 25
Benzo(a)anthraceéne* 49 36 102 56 28
Chryséne* 77 72 > 110 > 110 25
Benzo(b)fluoranthéne* > 98 > 98 >110 > 110 >110
5 cycles | Benzo(k)fluoranthéne* > 98 > 98 110 >110 45
Benzo(a)pyréne* > 98 > 98 > 110 >110 | >110
Dibenzo(a,h)anthracéne { > 98 > 98 > 110 > 110 >110
6 cycles | Benzo(gh,i)péryléne > 98 > 98 >110 | >110 | >110
Indéno(1,2,3-cd)pyréne* | >98 > 98 >110 > 110 55

Tableau V.2.4-a : Demi-vies des 16 HAP cibles de 1’U.S. E.P.A. dans le sol prélevé

dans les 5 conditions étudiées. Série 1 = condition 1: 20% d’humidité, pH=7,2 ; condition 2 : 20%
d’humidité, pH=7,2, 30% (w/w) sciure. Série 2 = condition 3 : 27% d’humidité, pH=7,2 ; condition 4 : 27%
d’humidité, pH=5,3 ; condition 5 : 27% d’humidité, pH=5,3, 30% (w/w) sciure. N.C. = Non calculable. * : HAP
suspectés d’étre cancérigénes.

L’addition de sciure (condition 2) accélére la biodégradation des HAP jusqu’au
chrysene, sauf pour le naphtaléne pour lequel la biodégradation est plus lente au départ mais
plus efficace en fin d’incubation. Nous évoquons 1’accélération car la teneur & 100 jours est la
méme dans les conditions 1 et 2 : ’équilibre est sans doute proche, s’il n’est pas déja atteint.
Les demi-vies des HAP augmentent avec leur nombre de cycles (Tableau V.2.4-a).
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Pour les HAP de 3 cycles, le fluoréne et le phénanthréne sont dégradés environ a la
méme vitesse, la dégradation de 1’anthracéne étant plus lente.

De méme pour les HAP 2 4 cycles, le fluoranthéne, le pyréne et le benzo(a)anthracene
ont des profils semblables alors que le chrysene est plus résistant.

Pour les HAP & 5 et 6 cycles, aucune blodegradatlon n’a été mise en évidence dans la
1™ série d’essais. Nous avons vu qu’il peut s’agir d’un probléme d’équilibre (déja atteint)
pour le benzo(k)fluoranthéne, le benzo(a)pyréne et I’indéno(1,2,3-cd)pyréne.

Dans la 2™ série d’essais, les demi-vies les plus basses sont dans la condition 3 pour
les HAP de 3 cycles. Pour les HAP de 4, 5, et méme 6 cycles, elles sont les meilleures dans la
condition 5. Elles sont mémes meilleures que dans la condition 2 pour les HAP de 4 cycles.
Par contre, elles sont sensiblement multipliées par 4 pour les HAP de 3 cycles par rapport a la
condition 2.

Pour les HAP de 5 et 6 cycles, nous ne pouvons pas dire que le résultat est meilleur
que dans les conditions 1 et 2 car les teneurs finales de la série 2 sont egales aux teneurs
initiales de la série 1.

En conclusion, 1’addition de sciure dans les microcosmes de sol permet de diminuer
significativement les demi-vies des HAP dans le sol. Elle agit sans doute en diminuant la
compacité du sol et non par I’apport de micro-organismes exogenes ayant de larges capacités
de dégradation. Son addition a pour effet d’augmenter les échanges gazeux et donc I’activité
microbienne. _

A pH=7,2 (série 1), les diminutions sont de 12 jours, 19 jours, 19 jours, 13 jours et 5
jours pour I’anthracéne, le fluoranthéne, le pyreéne, le benzo(a)anthracéne et le chryseéne
respectivement (Tableau V.2.4-a).

A pH=5,3, (série 2, conditions 4 et 5), la diminution est de 32 jours pour le fluoréne,
15 jours pour le phénanthréne, 10 jours pour I’anthracéne, 31 jours pour le fluoranthéne, 67
jours pour le pyréne, 28 jours pour le benzo(a)anthracéne, plus de 85 jours pour le chryséne,
plus de 55 jours pour I’indéno(1,2,3-cd)pyreéne (Tableau V.2.4-a).

V.3 - Effet de l1a température sur la biodégradation naturelle en microcosmes de sol

Nous avons également suivi la teneur en les 16 HAP cibles dans des microcosmes de
sol incubés a deux températures différentes : 23°C, comme précédemment, et 30°C. Il est
connu qu’une différence de température, ici 7°C, peut affecter de maniére importante 1’activité
microbienne.

Nous distinguons cette étude de celle menée au V.2 car nous avons la utilis€ un
échantillon de sol d’un autre prélévement sur le site. Le sol utilisé cette fois a été prélevé 1 an
apres le premier prélévement, toujours sur le méme site.

Aussi, sa pollution par les 16 HAP est différente du V.2, a la fois en termes de teneurs
et en termes de proportions relatives entre HAP. Le Tableau V.3-a présente les résultats de la
mesure des teneurs en HAP au début de 1’expérience.

La teneur en HAP totaux reste élevée. Le processus de biorémédiation sur site a sans
doute un probléme, mais cela nous permet de poursuivre nos expériences avec ce nouvel
échantillon.
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Nous constatons qu’il y a eu apparition d’acénaphtyléne, comme nous I’avons observé
au V.2 dans le prélévement conservé a +4°C, mais aussi d’acénaphténe. Ils semblent
apparaitre dans le processus de biodégradation comme produits de la dégradation de
composés de plus forts poids moléculaires. Il y a donc accumulation d’acénapthyléne et
d’acénaphténe dans un premier temps. Puis leur teneur dans le sol diminue car ils sont
eux-meémes biodégradés.

Teneur en mg/kg Ifcart-type

Naphtaléne 28,2 3,9
Acénaphtyléne 334 7.8
Acénaphténe 15,6 3,1
Fluoréne 108.9 15,7
Phénanthréne 279,2 38,8
Anthracéne 146,9 21,8
Fluoranthéne 417,1 52,8
Pyréne 181,8 22,0
Benzo(a)anthracéne* 154,0 17,1
Chryséne* 159,4 19,7
Benzo(b)fluoranthéne* 175,1 22,6
Benzo(k)fluoranthéne* 89,0 - 10,8
Benzo(a)pyréne* 134,3 16,4
Dibenzo(a,h)anthracéne 140,2 12,3
Benzo(g,h,i)péryléne 58,2 9,2
Indéno(1,2,3- 89,8 12,1
cd)pyreéne*
HAP totaux 2181,9 286,2
HAP cancérigénes* 705.,9 90,9

Tableau V.3-a: Teneurs initiales en les 16 HAP cibles de I'U.S. EP.A. * = HAP

suspectés d’étre cancérigénes.

Remarquons que nous n’observerons pas nécessairement la méme intensité de
biodégradation dans cet échantillon de sol & 23°C que dans celui utilis€ au V.2. Le
prélevement ayant 1 an d’écart, les caractéristiques de la biodégradation potentielle peuvent
avoir changé (si la population microbienne a été modifiée pendant cette année de différence
par exemple). Nous avons travaill€ ici dans les mémes conditions que la condition 1 (pH=7,2,
20% d’humidité, aération hebdomadaire) aux 2 températures étudiées.

V.3.1 — Evolution de la population microbienne

Le nivean de la population de bactéries et Actinomyceétes dans les 2 microcosmes de
sol est similaire a 23°C et a 30°C (Figure V.3.1-a).

Jusqu’a 50 jours d’incubation, les dénombrements sont légérement supérieurs a 30°C,
mais cette tendance est inversée aprés 65 jours d’incubation. Cette différence de température
n’a donc pas une tres forte influence sur la population de bactéries et Actinomycétes, dont les
températures optimales sont souvent dans cette zone.
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Figure V.3.1-a: Population microbienne (bactéries et Actinomycétes) des
microcosmes de sol 4 23°C et 30°C.
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Figure V.3.1-b : Population microbienne (levures et champignons) des microcosmes
de sol 2 23°C et 30°C.

En ce qui concemne la population de levures et champignons (Figure V.3.1-b), nous
observons une chute de la quantité de population entre le premier et le 20™ jour d’incubation
a30°Cet a23°C.

Ce phénomene se poursuit ensuite au cours de I’incubation, la chute est un peu plus
rapide a 23°C qu’a 30°C. A partir de 45 jours d’incubation, les niveaux de population sont
identiques aux 2 températures. La variation de température de 23°C a 30°C a donc également
peu d’influence sur le devenir de la population de champignons et levures du sol.

V.3.2 - Dégradation globale des HAP
La Figure V.3.2-a représente la comparaison de 1’évolution du taux de dégradation des
HAP totaux et des HAP cancérigénes aux températures de 23°C et 30°C.

En ce qui concerne les HAP totaux, la biodégradation est plus rapide a 30°C, mais la
dégradation a la méme intensité a 95 jours d’incubation. A 30°C, le maximum de dégradation
des HAP totaux est déja atteint a 60 jours, pas a 23°C.
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Figure V.3.2-a: Taux de dégradation (%) des HAP totaux et cancérigénes en
microcosmes de sol (pH=7,2, 20% d’humidité) & 23°C et 30°C.

En ce qui concerne les HAP cancérigénes, on atteint & 95 jours 25% de dégradation a
23°C, 20% a 30°C. En fait, si on considére les écarts-types, la dégradation est la méme. Il
semble donc que 1’augmentation de température n’améliore pas la biodégradation (vitesse et
efficacité) des HAP cancérigénes.

Nous allons dans la suite étudier I’effet de cette augmentation de température sur les

16 HAP cibles individuellement.

V.3.3 - Dégradation par famille de HAP

V.3.3.1 — Naphtaléne, acénaphggléne, acénaphténe

A la Figure V.3.3.1-a, nous avons représenté le taux de dégradation du naphtaléne, de
I’acénaphtyléne et de I’acénaphténe aux deux températures étudiées.
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Figure V.3.3.1-a : Taux de dégradation (%) du naphtaléne, de I’acénaphtyléne et de
I’acénaphténe en microcosmes de sol (pH=7,2, 20% d’humidité) a 23°C et 30°C.



Résultats et Discussion Page 100

Dans tous les cas, ’augmentation de température de 23°C a 30°C améliore la
biodégradation de ces HAP.

Le naphtaléne est biodégradé plus rapidement, mais sa teneur est la quasiment la
méme a 95 jours pour les 2 températures. La dégradation de 1’acénaphtyléne et de
I’acénaphténe est accélérée par ’augmentation de température. Le taux de dégradation i 95
jours est plus €levé : 80% a 30°C contre 65% a 23°C.

V.3.3.2 — 3 cycles : fluoréne, phénanthréne, anthracéne

Les profils de dégradation du fluoréne, du phénanthréne et de I’anthracéne sont
similaires entre eux et aux 2 températures étudiées (Figure V.3.3.2-a).

La dégradation est un peu plus rapide & 30°C qu’a 23°C, mais ’effet est moins élevé
que pour les HAP décrits au V.3.3.1.

Les taux de dégradation a 95 jours sont presque identiques aux deux températures :
entre 80 et 85% pour le fluoréne, entre 75 et 80% pour le phénanthréne et 1’anthracene.
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Figure V.3.3.2-a: Taﬁx de dégradation (%) du fluorene, du phénanthréne et de
I’anthracéne en microcosmes de sol (pH=7,2, 20% d’humidité) & 23°C et 30°C.

V.3.3.3 — 4 cycles : fluoranthéne, pyreéne, benzo(a)anthracéne, chryséne
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Figure V.3.3.3-a: Taux de de’:gradatigl;lp (%r)s du fluoranthéne et du pyrene en
microcosmes de sol (pH=7,2, 20% d’humidité) a 23°C et 30°C.
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La vitesse de dégradation du fluoranthéne et du pyréne (HAP & 4 cycles non
cancérigénes) est augmentée & 30°C par rapport a 23°C. Le taux de dégradation atteint aux
deux températures est de 65% pour le fluoranthéne, de 50% pour le pyréne (Figure V.3.3.3-a).

Il en est de méme pour le benzo(a)anthracéne et le chryséne (cancérigénes). La .
dégradation finale de ces HAP est de 45% aux deux températures (Figure V.3.3.3-b).

Donc pour les 4 HAP a 4 cycles, 1’augmentation de température considérée (de 23°C a
30°C) augmente la vitesse de biodégradation .
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Figure V.3.3.3-b : Taux de dégradation (%) du benzo(a)anthracéne et du chryséne
en microcosmes de sol (pH=7,2, 20% d’humidité) & 23°C et 30°C.

V.3.34 — 5 cycles: benzo(b)fluoranthéne, benzo(k)fluoranthéne, benzo(a)pyréne,
dibenzo(a,h)anthracéne

Dans cette étude, avec ce 2™ prélévement de sol, une Iégére biodégradation du
benzo(b)fluoranthéne semble émerger, ce qui n’a pas été observé dans le premier
prélévement : entre 15 et 25% apreés 95 jours d’incubation (Figure V.3.3.4-a). Ici, la teneur
initiale en benzo(b)fluoranthéne est de 175,1 mg/kg, ce qui est une teneur supérieure a celles
mesurées dans le premier prélévement. La biodégradation demeure néanmoins faible et est
donc a confirmer.

Pour le benzo(k)fluoranthéne, nous atteignons entre 25% et 30% de dégradation
(Figure V.3.3.4-a) 2 95 jours, comme au V.2.3.4.

La biodégradation du benzo(a)pyréne a 95 jours est de 15%, cette valeur étant atteint
de facon réguliere (Figure V.3.3.4-b). Elle semble donc significative, mais n’en demeure pas
moins faible comme au V.2.3.4.



Résultats et Discussion Page 102

Taux de dégradation (%)

100 ]

L LI )

..} = @ Benzo(b)fluoranthéne, 23°C
= ©== Benzo(b)fluoranthéne, 30°C
=Yg Banzo(k)f luoranthane, 23°C i : ]
*"{ =A== Benzo(k)fiuoranthine, 30°C | -

80

60

Temps (jours)
Figure V.3.3.4-a: Taux de dégradation (%) du benzo(b)fluoranthéne et du
benzo(k)fluoranthéne en microcosmes de sol (pH=7,2, 20% d’humidité€) 4 23°C et 30°C.

Pour ces 3 HAP a 5 cycles, suspectés d’étre cancérigénes, 1’effet de I’augmentation de
la température sur la vitesse de dégradation est plus faible que pour les HAP & 2 et 3 cycles. Il
est méme inexistant pour le benzo(b)fluoranthéne.
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Figure V.3.34-b: Taux de dégradation (%) du benzo(a)pyréne et du
dibenzo(a,h)anthracéne en microcosmes de sol (pH=7,2, 20% d’humidité) a 23°C et 30°C.

Pour le dibenzo(a,h)anthracéne, nous observons d’importants écarts-types et une
fluctuation de +30% autour de zéro : il semblerait qu’il n’y ait pas de biodégradation (Figure
V.3.3.4-b). Nous avons évoqué les problemes de la quantification du dibenzo(a,h)anthracéne
au V.2.34.

V.3.3.5 — 6 cycles : benzo(g,h,i)péryléne, indéno(1,2,3-cd)pyrene
L’évolution des teneurs (et donc du taux de dégradation) en benzo(g,h,i)pérylene et en
indéno(1,2,3-cd)pyréne est la méme a 23°C et a 30°C (Figure V.3.3.5-a).

Pour le benzo(g,h,i)pérylene, les écarts-types sont importants et les taux fluctuent de
maniére importante : nous considérerons qu’il n’y a pas de biodégradation, aux deux
températures.
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Le taux de dégradation de 1I’indéno(1,2,3-cd)pyréne est d’environ 20% (2 23°C et
30°C) apres 95 jours d’incubation, ce qui correspond a une teneur résiduelle d’environ 70
mg/kg. Si nous nous référons au V.2.3.5, la teneur finale résiduelle (peut-€tre d’équilibre) était
de 35 mg/kg : la biodégradation n’est donc sans doute pas terminée ici a 95 jours.
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Figure V.3.3.5-a: Taux de dégradation (%) du benzo(g,h,i)péryléne et de
Pindéno(1,2,3-cd)pyréne en microcosmes de sol (pH=7,2, 20% d’humidité) a 23°C et 30°C.

V.3.4 - Calcul des demi-vies

Par le calcul des demi-vies (temps auquel le taux de dégradation est égal a 50%), nous
visualisons bien I’augmentation de la vitesse de dégradation due a 1’augmentation de
température de 23°C & 30°C pour le naphtaléne, 1’acénaphtyléne et 1’acénaphténe (Tableau
V.3.4-a).

L’effet de I’augmentation de température sur les demi-vies du fluoréne et du
phénanthrene est faible (2 & 3 jours de moins & 30°C), mais il est vrai que les demi-vies de ces
2 HAP a 3 cycles sont déja courtes. L’amélioration ne peut donc étre que limitée. Remarquons
que les valeurs calculées ici sont trés proches de celles données dans le Tableau V.2.4-a, qui
étaient de 14 jours et 17 jours pour respectivement le fluoréne et le phénanthréne dans la
condition 1 (20% d’humidité, pH=7,2, 23°C).

La demi-vie de I’anthracéne passe ici de 23 jours & 23°C (elle était de 30 jours dans le
Tableau V.2.4-a) a 15 jours a 30°C. L’accélération de la biodégradation due a la température
est donc significative.

De méme, I’effet de I’augmentation de température sur I’accélération de la vitesse de
biodégradation est réel sur le fluoranthéne, le pyréne et le benzo(a)anthracéne (HAP a 4
cycles).

Par contre, a partir du chryséne, aucun effet notable de la température sur la
biodégradation n’est mis en évidence. Le processus de biodégradation est trop lent et son
intensité trop faible pour étre notables. Il n’est pas possible de calculer les demi-vies : soit la
biodégradation n’existe pas, soit elle est au maximum de I’ordre de 20%.
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Demi-vies en jours 2™ prélevement

23°C 30°C
Naphtaléne >95 60
Acénaphtyléne 35 18
Acénaphténe 16 10
Fluoréne 14 11
Phénanthréne 15 13
Anthracéne 23 15
Fluoranthéne 40 23
Pyréne 57 49
Benzo(a)anthracéne* >95 60
Chryséne* >95 >95 .
Benzo(b)fluoranthéne* >95 >95
Benzo(k)fluoranthéne* >95 >95
Benzo(a)pyréne* >95 >95
Dibenzo(a,h)anthracéne >95 >95
Benzo(g,h,i)péryléne >95 >95
Indéno(1,2,3-cd)pyréne* >95 >95

Tableau V.3.4-a : Demi-vies (en jours) des 16 HAP cibles de I’U.S. E.P.A. dans le
sol du 2 prélévement. Incubation a pH=7,2, 20% d’humidité, aux températures de 23°C et
30°C. * : HAP suspectés d’étre cancérigénes.

V.4 — Conclusion sur I’influence des parameétres environnementaux

Nous avons caractérisé la pollution par des HAP d’un sol d’ancienne usine a gaz et
mis au point une méthode d’analyse des HAP dans le sol. Cette méthode est comparable 2
celle d’un laboratoire extérieur.a I’Ecole des Mines. La pollution par les HAP est de I’ordre de
2.000 mg/kg de sol sec. Cette teneur justifie la recherche de moyens de dépollution du sol.

Nous avons vu qu’une microflore indigéne active existe dans ce sol, microflore qui
posséde une activité de dégradation envers un certain nombre des 16 HAP cibles de 1'U.S.
E.P.A.. Les HAP pour lesquels apparait une diminution notable de leur teneur dans le sol sont
essentiellement des HAP de 3 et 4 cycles. Quelques HAP de S et 6 cycles semblent pouvoir
étre dégradés, mais avec des taux nettement plus faibles.

Nous avons d’abord étudié la dégradation dans le sol a une température de 23°C, dans
5 conditions différentes de pH, humidité, addition ou non de sciure. Ces conditions sont les
suivantes :

Condition 1 : 20% d’humidité, pH=7,2,

Condition 2 : 20% d’humidité, pH=7,2, 30% (w/w) sciure,

Condition 3 : 27% d’humidité, pH=7,2,

Condition 4 : 27% d’humidité, pH=5,3,

Condition 5 : 27% d’humidité, pH=5,3, 30% (w/w) sciure.

Nous nous sommes placés a 20% et 27% d’humidité, soit respectivement 37% et 50%
de la W.H.C., pour favoriser I’apparition de mécanismes de dégradation aérobies. En effet,
I'une de nos intentions est de déterminer 1’existence d’une dégradation dans la sol afin de
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sélectionner des micro-organismes performants. Or, la manipulation de mic¢ro-organismes
anaérobies est délicate, et n’est pas possible dans notre laboratoire, il est donc logique de
rechercher la mise en évidence dans le sol d’une dégradation aérobie des HAP.

Nous avons évalué les populations microbiennes (en termes de dénombrements) du sol
dans les 5 conditions étudiées au cours de I’incubation.

La dégradation s’accompagne 1a bien d’une augmentation des dénombrements, mais la
population la plus nombreuse n’est pas nécessairement associée a la dégradation des HAP la
plus élevée. Le suivi de la quantité de population microbienne n’est pas un trés bon traceur de
I’intensité de la dégradation.

Nous continuerons toutefois a réaliser ces mesures : si des dénombrements €levés
n’impliquent pas nécessairement une biodégradation élevée, par contre une absence de
micro-organismes implique une absence de biodégradation.

En termes de HAP totaux, une biodégradation est mise en évidence dans les 5
conditions étudiées. Dans les conditions 1 et 2, la dégradation finale est de 1’ordre de 70%,
contre environ 50% dans les conditions 3 et 5. Si nous prenons en compte les écarts-types
(Figure V.2.2.1-a), ces taux de dégradation peuvent toutefois étre considérés similaires.

Pour les HAP cancérigénes selon I'U.S. E.P.A. considérés ici, la dégradation finale est
de I’ordre de 40-50%. Etant constitués de davantage de cycles que les HAP non cancérigénes
considérés ici, ils sont moins biodégradables. ’

Il semble que les différentes conditions étudiées influencent la cinétique de la
dégradation, mais pas I’équilibre final du sol en termes de teneur en HAP, et il est possible
d’écrire :

- la biodégradation est plus rapide & 20% d’humidité qu’a 27%,

- la biodégradation est plus rapide a pH=7,2 qu’a pH=5,3,

- I’addition de sciure accélére la biodégradation par diminution de la compacité du sol,

- I’addition de sciure combinée a la baisse du pH a 5,3 est 1a condition qui accélére la
plus la biodégradation des HAP cancérigénes.

La biodégradation du naphtaléne et de 1’acénaphténe n’a pas ét€ mise en évidence.

L’acénaphtyléne est biodégradé dans les conditions 3, 4 et 5. La biodégradation atteint
80% en 30 jours d’incubation et 90% a 110 jours.

La biodégradation finale des autres HAP de 3 cycles varie entre 90% (phénanthréne et
anthraceéne) et 95% (fluoréne).

Pour les 4 HAP de 4 cycles, les courbes de dégradation sont similaires. Le
fluoranthéne, le pyréne et le benzo(a)anthracéne atteignent 80% de dégradation, le chryseéne
atteint 60%.

En ce qui concerne les HAP de 5 cycles, le benzo(b)fluoranthéne et le
dibenzo(a,h)anthracéne ne sont pas biodégradés. Le benzo(k)fluoranthéne est dégradé dans les
conditions 3, 4 et 5 au maximum & 50% a 110 jours. Le benzo(a)pyréne est dégradé dans la
condition 5 seulement, & 25% a 110 jours.

Pour les HAP de 6 cycles, aucune biodégradation du benzo(g,h,i)péryléne n’apparait,
alors que I’indéno(1,2,3-cd)pyréne est dégradé dans les conditions 3, 4 et 5, au mieux a 50% a
110 jours (la condition 5 étant la plus rapide).

Pour les HAP de 3 et 4 cycles, les conclusions sur les paramétres étudiés sont
identiques a celles faites pour les HAP totaux. Pour les HAP de 5 et 6 cycles, pour lesquels
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une biodégradation a pu étre mise en évidence, nous compléterons avec la remarque faite pour
les HAP cancérigénes.

L’augmentation de température de 23°C a 30°C accélére la biodégradation des HAP
jusqu’au chryséne (2, 3 et 4 cycles), mais n’a pas d’effet particulier sur les HAP plus gros.

Les HAP pour lesquels une biodégradation a été mise en évidence dans le sol pollué
sont donc I’acénaphtyléne, le fluoréne, le phénanthréne, I’anthracéne, le fluoranthéne, le
pyréne, le benzo(a)anthracéne, le chryséne, le benzo(k)fluoranthéne, et en moindres
proportions et une interrogation, le benzo(a)pyréne et I’indéno(1,2,3-cd)pyréne.

Les modifications des conditions d’humidité, de température, de pH et d’aération (par
I’addition de sciure) influencent les vitesses de dégradation des HAP mais pas leurs teneurs en
fin d’incubation. Il semble qu’un équilibre existe et qu’il n’est pas déplacé.

Aussi, nous proposons d’inoculer le sol pollué avec des micro-organismes sélectionnés
pour leur capacité de dégrader les HAP afin d’accélérer le processus de dégradation. La
dégradation naturelle nécessite ici environ 2 mois pour atteindre 1’équilibre, il serait donc
intéressant de gagner du temps. Cette inoculation permettrait peut-étre en outre de déplacer
I’équilibre final du sol en HAP vers des teneurs plus faibles.

D’apres la liste des HAP cibles donnée ci-dessus, nous choisissons de sélectionner des
micro-organismes sur le fluoréne, le phénanthréne, I’anthracene, le fluoranthéne et le pyréne
comme seule source de carbone. Ces HAP étant biodégradables, il doit étre possible de
sélectionner des micro-organismes issus du sol pollué capables de les dégrader. Par contre, sur
des HAP dont la biodégradation dans le sol n’a pas été démontrée au V, les chances de
réussite sont faibles et donc les chances d’obtenir des résultats également. Aussi, nous
voulons d’abord valider notre protocole avant de nous engager dans des entreprises trop
hasardeuses.

Nous n’avons pas choisi le benzo(a)anthraceéne ni le chryséne a cause de leur cofit. Si
la sélection réussit sur le fluoranthéne et le pyréne, elle aura des chances de réussir aussi sur
ces HAP et pourra étre faite ultérieurement si cela est jugé nécessaire. Il en est de méme pour
le benzo(k)fluoranthéne, le benzo(a)pyréne et 1’indéno(1,2,3-cd)pyréne, la biodégradation de
ces composés dans le sol utilisé ici étant en outre sujette & caution.

En outre, les HAP de poids moléculaire élevé (5 et 6 cycles) sont plus souvent
dégradés par cométabolisme. Il est donc possible que I'utilisation de micro-organismes
dégradant des HAP de 3 ou 4 cycles induise la dégradation des HAP plus gros par un tel
phénomene.

Nous allons donc dans la suite exposer les résultats de la sélection et de I’étude des
ces micro-organismes ainsi que de leur inoculation dans du sol pollué par des HAP.
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CHAPITRE VI :

SELECTION EN BATCH ET IDENTIFICATION DE
MICRO-ORGANISMES UTILISANT DES HYDROCARBURES
AROMATIQUES POLYCYCLIQUES (HAP) COMME SEULE SOURCE
CARBONEE

VI.1 - Sélection en batch

VIL1.1 - Choix des HAP cibles.

Nous avons choisi cing polluants cibles pour la sélection de micro-organismes adaptés
a la dégradation des HAP : le fluoréne, I’anthracéne, le phénanthréne, le fluoranthéne et le
pyréne. Ce sont des molécules de 3 et 4 cycles aromatiques dont les structures et les
propriétés ont été décrites au I11.4.1.

Notre choix a donc été€ guidé par les éléments suivants :

- Le sol réel pollué, issu d’une ancienne usine a gaz, a partir duquel nous travaillons,
contient ces composés en quantité importante. Ils représentent la majorité de la
pollution (environ 65% des HAP totaux & eux cing, sur seize HAP pris en
compte). )

- IIs ne sont pas considérés comme cancérigénes et sont par conséquent plus aisément
manipulables que d’autres HAP. Comme il s’agit de la premiére fois que nous
utilisons des HAP au sein du laboratoire, nous n’aurions pas pu faire face aux
problémes de sécurité induits par I’utilisation de composés suspectés d’étre
cancérigénes. En outre, leur cofit est de 1’ordre de 1 a 2 francs le gramme contre
des cofits de respectivement 822 et 1500 francs par gramme pour le
benzo(a)pyrene, le benzo(k)fluoranthéne par exemple.

- Notre protocole de sélection n’étant pas validé, nous voulions nous mettre dans des
conditions de travail plutdt favorables pour obtenir un résultat. Le choix de HAP a
3 et 4 cycles nous permettait de supposer que les expériences engagées seraient
moins longues que pour des HAP plus gros et que le travail pourrait donc
s’inscrire dans la durée d’une these.

-Dans I’étude dans le sol réel (présentée au V), nous avons observé une
biodégradation naturelle élevée (de 70 2 90% selon le HAP) de ces composés dans
le sol pollué qui nous sert de base de travail.

La sélection a été faite en utilisant de faibles quantités de HAP dans le milieu, car si la
quantité est trop €levée, alors des micro-organismes qui ne dégradent les HAP que lorsque la
concentration en polluant est élevée peuvent &tre favorisés. Ceci n’est pas intéressant pour
atteindre des faibles teneurs en fin de dégradation.

VI.1.2 - Mise en évidence de la sélection

Nous désignerons par la suite par FN le consortium de micro-organismes sélectionné
sur le fluoréne, PT sur le phénanthréne, AT sur I’anthracéne, FT sur le fluoranthéne, PY sur le
pyrene.

La croissance a été mise en évidence selon le protocole décrit dans la partie Matériels
et Méthodes au IV.2.1, dans les conditions de culture suivantes: fioles d’Erlenmeyer de
125 ml contenant 25 ml de milieu MSM (donc remplies au 1/5°™), 1 mg/ml de cristaux de
HAP (énumérés ci-dessus), a 23°C, sous agitation orbitale & 110 tours/mn.
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VI1.1.2.1 — Par la turbidité du milieu de culture

Des contrdles de croissance ont été réalisés : milieu MSM avec source carbonée non
inoculé, milieu MSM inoculé sans source carbonée. Aucune croissance (modification de
I’absorbance 4 600 nm) n’a été observée.

Dans une sélection menée sur I’acénaphténe, aucune croissance n’a été observée. Ceci
montre que le protocole utilisé€ ne donne pas systématiquement un résultat positif. L’échec de
la sélection sur acénaphténe est sans doute dfi a la faible teneur en acénaphténe du sol pollué
utilisé, qui a probablement impliqué une absence de population microbienne adaptée a la
dégradation de 1’acénaphtene.

Absorbance 3 600 nm
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Figure V1.1.2.1-a : Mise en évidence de la sélection de micro-organismes capables de
croitre sur différents HAP comme seule source carbonée par mesure de turbidité.

La croissance de la sélection FT sur le fluoranthéne est trés lente, beaucoup plus que
celles des sélections PT, PY, AT et FN respectivement sur le phénanthréne, le pyréne,
I’anthracéne et le fluoréne.

VI1.1.2.2 — Par la modification des spectres d’absorption UV-visible des surnageants

La Figure VI.1.2.2-a montre 1’évolution des spectres d’absorption UV-visible des
surnageants des cultures PT, PY et AT sélectionnées respectivement sur le phénanthréne, le
pyreéne et 1’anthracene.

Nous ne montrons pas ici les résultats obtenus avec FN et FT, mais des modifications
significatives sont également observées au cours du temps. Par ailleurs, dans les témoins non
inoculés, les spectres sont identiques quelle que soit 1a durée d’incubation.

Les produits obtenus sont donc différents selon la source de carbone : il peut s’agir de
produits de dégradation des HAP, mais aussi de pigments microbiens.

Des colorations visibles & 1’ceil nu apparaissent : pour FT, il s’agit d’une coloration
brun-marron, alors que pour AT, PY et PT, il s’agit d’une couleur plutbt rose-orangé,
transitoire pour PT (les trois premiéres semaines de culture) mais permanente pour AT et PY.
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Figure VI.1.2.2-a : Evolution des spectres d’absorption UV-visible des surnageants de
culture lors de Ia mise en évidence de la sélection de PT sur le phénanthréne (A), PY sur le
pyrene (B) et AT sur I’anthracene (C).
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Les spectres d’absorption UV-visible des surnageants de culture sur P’acénaphténe ne
sont pas modifiés au cours du temps.

VI.1.3 - Bilan

Les courbes expérimentales (pour 11 points expérimentaux) de croissance des
consortia FT, AT, PT, PY et FN sont approchées par des polynémes de degré 2 a 4 avec des
coefficients de corrélation satisfaisants.

En fait, une corrélation linéaire est suffisante pour FT (Tableau VI.1.3-a) entre 30 et
100 jours de culture, avec un coefficient de corrélation supérieur & 0,99.

Consortium Degré du polynome Coefficient de corrélation (R)

AT 3 0,985
PT 2 0,991
linéaire de 22 4110 jours 0,993
PY 3 0,994
linéaire de 29 a 80 jours 0,990
FN 4 0,963
FT 3, 0,967
linéaire de 30 &4 110 jours 0,995

Tableau VI.1.3-a : Polynomes approchant les courbes de croissance des consortia AT,
PT, PY, FN et FT, et coefficients de corrélation correspondants.

Sur la Figure VI1.1.2.1-a, nous n’observons pas de phase de latence, sauf pour PY. La
deuxiéme mesure ayant été réalisée a 5 jours, cela implique donc que la phase de latence des
autres consortia est inférieure a 5 jours. Nous ne pouvons pas dégager la notion de temps de
génération car les cultures présentées ici sont des mélanges de micro-organismes.

La croissance du consortium FT est bien plus lente que celle de PT, AT, PY et FN, et
elle est linéaire (Figure VI.1.2.1-a) de 30 & 100 jours. Ce consortium a été retenu car les
spectres d’absorption UV-visible des surnageants de culture de FT sont complétement
différents de ceux de PY, PT, AT et FN, et que I’on observe une coloration brun-marron au
lieu de rose-orangé. Nous ne présentons pas ici le spectre du fluoranthéne, il le sera
ultérieurement au VIIL.1.3.3.

Pour tous les consortia, les croissances observées sur les HAP sont trés lentes. La
lenteur de ce processus est d’ailleurs bien soulignée 2 la Figure VI1.1.3-a, qui est I’illustration
de la croissance de ces mémes consortia sur un milieu plus riche (peptone et extrait de viande
de beeuf).

Les voies métaboliques empruntées sont certainement trés différentes quand la
croissance a lieu sur bouillon nutritif par rapport & la croissance sur HAP, mais la
biodisponibilité des nutriments est également tres différente.

Ainsi, les solubilités aqueuses (S) & 25°C des HAP utilisés sont trés faibles (Tableau
MI4.1-a) : 3,9 mg/l pour I’acénaphténe, 2,0 mg/l pour le fluoréne, 1,3 mg/l pour le
phénanthréne, 0,26 mg/l pour le fluoranthéne, 0,14 mg/l pour le pyréne et 0,07 mg/l pour
I’anthracéne. Il y a donc trés certainement limitation de la croissance par le manque de
substrat (cf. II1.5.2.1).

OF S, pariitne™S tuortae™ prtnantntne™ S fsormitne™ Spyrtne™ Samiactne. AOTS que PY ou AT ou PT ont une

croissance plus forte que FT et FN.
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En effet, la solubilit¢ n’est pas le seul facteur limitant la croissance des
micro-organismes sur ces substrats. Des auteurs (Caldini et al., 1995 ; Thomas et al., 1986 ;
cf. I11.5.2.1) ont montré I’importance de la forme physique et des dimensions des particules en
suspension dans les systémes aqueux sur les taux de croissance. Que la croissance ait lieu au
contact des cristaux (des observations faites au microscope optique nous ont montré que les
cristaux étaient entourés de bactéries) ou dans la phase aqueuse, la cinétique de transfert des
HAP en solution est essentielle (Bouchez et al., 1995, 1996; cf. II1.5.2.1), ce qui peut
expliquer la lenteur des croissances observées.
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Figure VI.1.3-a : Croissance des consortia AT, PT, PY et FN sur bouillon nutritif.

En ce qui concerne le consortium FT, une croissance linéaire est observée (Figure
VIL.1.2.1-a). Volkering et al. (1992) ont mis en évidence une croissance linéaire de la
concentration en biomasse semblable a la croissance linéaire des bactéries et levures sur les
substrats faiblement solubles : ceci a lieu quand le taux de croissance intrinséque des micro-
organismes est supérieur au taux de dissolution (ou de transfert dans la phase aqueuse).

De méme, PY et PT présentent des phases linéaires (affines en fait) de croissance : de
29 a 80 jours pour PY, de 22 & 110 jours pour PT : il y a donc sans doute limitation de la
croissance par la dissolution du pyréne et du phénanthréne. Les courbes de croissance de FN
et AT ne présentent pas de phase exponentielle de croissance, ni de phase linéaire.

V1.2 - Identification des micro-organismes constituant les consortia FT, PT, PY et AT

Les micro-organismes composant les consortia FT, PT, PY et AT étant inconnus, il est
important, pour différentes raisons, de procéder a leur identification :

- pour savoir ce que nous manipulons, en particulier par rapport au personnel du
laboratoire,

- pour déterminer s’il serait raisonnable d’envisager I’utilisation de ces
micro-organismes hors du laboratoire, par exemple en dépollution in situ,

- notre mode de sélection a-t-il favorisé la sélection de bactéries au détriment des
levures et des champignons, comme attendu ?

- quelle est la complexité des mélanges microbiens ?

- existe-t-il des liens entre les consortia sélectionnés ?

- retrouve-t-on des espéces de micro-organismes déja décrites dans la littérature ?

Dans le but d’apporter des réponses a ces multiples soucis et interrogations, nous
avons donc mené une campagne d’identification sur les consortia PT, AT, FT et PY, avec la
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collaboration et les conseils éclairés du Docteur Alain ROS du Laboratoire de Bactériologie,
dirigé par le Professeur POZZETTO, du C.H.U. Hépital Nord de Saint-Etienne.

VI1.2.1 — Aspect des cultures sur lame
Les Figures VI.2.1-a et VI.2.1-b sont composées de photographies des consortia FT,
PT, AT et PY en coloration de Gram et réalisées a I’aide d*un microscope optique.

Fignre m-l‘-a N Jbser 9":5,-'« ’ e es
cultivé sur le fluoranthéne (A), PT sur le phénanthréne (B) aprés coloration de Gram

Figure VE2.1-b : Observation en microscopie-optique (x1000) des.consortia PY
le pyréne (A) et AT sur anthracéne (B)-aprés-coloration de-Gram.

Les Figures V1.2.1-a et VI.2.1-b nous montrent que les 4 consortia FT, PT, PY et AT
sont composés de mélanges de micro-organismes 4 déterminer.

V1.2.2 - Vérification de la présence de bactéries uniquement

Sachant que le milieu minimal MSM utilis¢ est supposé, de par son pH et sa
composition, favoriser la sélection de bactéries au détriment des levures et des champignons,
nous devons vérifier si les consortia sont effectivement constitués uniquement de bactéries (ce
que les observations des consortia faites en microscopie optique semblent indiquer, cf. Figures
V1.2.1-a et VI.2.1-b). Si oui, cela nous permettra de cibler I’identification sur les bactéries.

Aprés 3 jours d’incubation, les boites ensemencées avec FT, PT et AT contenaient de
nombreuses (non dénombrables) colonies bactériennes alors que celle ensemencée avec PY en
contenait moins de 10. Aprés 7 jours d’incubation, toutes les géloses ensemencées avaient un
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aspect similaire, et aucune colonie ressemblant & des colonies de levures ou fongiques n’était
mise en évidence.

Pour confirmer ou infirmer ces observations 3 P’ceil nu, nous avons réalisé des
colorations de Gram sur les mélanges microbiens a la surface des géloses. Aucun aspect
fongique ou de levure n’est apparu. 2 photographies des lames observées au microscope
optique (objectif & immersion, x1000), sont données & la Figure V1.2.2-a.

FT surle fluoranthéne B) PT sur le phénanthré

SRS A G e e
Figure VL2.2-a : Observation en inicrosobpié opthué (xlOOO) des cultures 7 jbur.s sur
gélose de Sabouraud a la gentamicine et au chloramphénicol aprés coloration de Gram. (A) :
FT sur le fluoranthéne; (B) : PT sur le phénanthréne.

V1.2.3 - Identification bactérienne

Le consortium FN n’a pas été étudié dans ce cadre car des expériences paraliéles
(décrites au VII.1) nous ont montré que son intérét par rapport aux consortia PT, AT, FT et
PY était moindre (trop grande spécificité des sources de carbone) et ne justifiait pas le temps
que nous aurions dii consacrer a I’identification, soit environ deux mois.

Le nombre de souches différentes obtenues par isolement & partir des consortia, et le
résultat de leur coloration de Gram, pour chaque consortium sont résumés dans la Tableau
VI1.2.3-a.

Souches Gram+ | 1 1 1
Souches Gram- | 10 | 8 8

Total 11| 9 9 | 17
Tableau V1.2.3-a : Bilan du nombre de souches isolées par consortium.

Les noms donnés aux souches constituant les différents consortia sont basés sur le nom
du consortium d’origine additionné d’une lettre de I’alphabet, fonction de la chronologie
d’isolement. Aussi, des lettres manquent : certaines souches isolées étaient redondantes et nous
avons conservé alors le nom correspondant a la plus petite lettre.

V1.2.3.1 - Consortium PT :

11 souches ont été isolées dont une est Gram+, PTG1 (Tableau VI.2.3.1-a). Les
nombres indiqués dans le Tableau VI.2.3.1-a correspondent a la probabilité de I'identification
(cf. Matériels et Méthodes au IV.4.2.2). Il en sera de méme pour les Tableaux V1.2.3.2-a,
VI1.2.3.3-a et V1.2.3.4-a dans la suite. Les caractéres des souches constituant le consortium PT
sont détaillés en ANNEXE 8. Ces caractéres sont eux expliqués dans les ANNEXES 3 a4 7.
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BBL CRYSTAL API20ONE Rapid NFplus | MicroScan MicroScan Mobilité
E/NF Neg/Urine Pos Combo | Pousse & 42°C
Combo Type Type 41 (+ou-)
51 2 C390
PTA Enterobacter ? ‘ Enterobacter ‘
sakazaaki (jaune) ou cloacae
Enterobacter (pas jaune)
cloacae
PTB Pseudomonas Pseudomonas
aeruginosa 9580 ; putida 99,9% -
0,98 18 mm
PTC Pseudomonas
putida 6340 ; 0,65
PTID Bacille gram- Ps. testosteroni Immobile
167 ;0,65 /alcaligenes 719,8%
Alc. denitrificans
17,2%
PTEb Bacille gram- L’isolement a été trop tardif pour mener I’identification 2 bien.
167 ; 0,65 Les 2 souches PTEb et PTEt sont morphologiquement différentes : 1’une est blanche et
PTEt Bacille gram- I’autre translucide.
167 ; 0,65 Elles sont toutes deux immobiles.
PTF1 | Stenotrophomonas | CDC groupe IV C-2 ? Immobile
maltophilia 9222 ; 59%
0,47 .
PTF2 Bacille gram- CDC groupe IV C-2 | Brevibacterium
59% diminuta
94,89%
PTG1 ‘ Staphylococcus
epidermidis
84,9%
PTG3 Bacille gram- Alcaligenes
18;0,99 Jaecalis
99,96%
PT) Bacille gram- Alcaligenes
630113 ;0,98 denitrificans 93,6%

Tableau VI.2.3.1-a : Bilan des différentes étapes d’identification des souches isolées

du consortium PT.

PTF1 et PTF2 sont de morphologies différentes. PTEb et PTEt ont des caractéres
identiques, mais ’aspect sur boite des colonies est différent : les premiéres sont blanches et
les secondes translucides. Il s’agit donc bien de deux souches différentes. En outre, leur
aspect en coloration de Gram met en évidence une population homogéne dans les deux cas :
elles semblent donc bien pures. L’isolement de ces souches ayant été difficile, il a donc été
tardif et elles n’ont pas été identifiées.

L’identification de PTD en API 20NE (bioMérieux) n’est pas satisfaisante, d’autant
plus que cette souche est immobile, ce qui ne correspond & un caractére ni de Pseudomonas,
ni d’Alcaligenes. Elle n’est donc pas identifi€e, faute de temps et reste pour nous un bacille
Gram-négatif non fermentant non identifié quelconque. PTB et PT'C semblent appartenir au
genre Pseudomonas putida, mais sont toutefois des souches différentes.

VI1.2.3.2 - Consortium AT
9 souches différentes dont une Gram+, ATD, ont été isolées (Tableau V1.2.3.2-a).

Les caractéres des souches constituant le consortium AT sont détaillés en ANNEXE 9.
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BBL CRYSTAL API20NE Rapid NFplus | MicroScan | MicroScan Mobilité
E/NF Neg/Urine | Pos Combo Pousse &
Combo Type Type 41 42°C (+ou-)
51 IC390
ATA Pseudomonas
diminuta 1 ; 0,91
ATB ? Pseudomonas Brevibacterium
diminuta diminuta 92%
ATC ? Pseudomonas Flavobacterium Immobile
diminuta odoratum 99,5%
ATD Micrococcus
kristinae
90,6%
ATE ? Flavobacterium | Flavobacterium Immobile
sp. odoratum
99.87%
ATF Pseudomonas +
aeruginosa 3 ; 0,99 0 mm
ATG Pseudomonas
putida 169 ; 0,807
ATH Enterobacter ? Enterobacter
sakazaaki (si formation de cloacae
jaune) ou bulles ,99,9%
Enterobacter
cloacae 25.10°;
0,98
ATJ Flavobacterium ? Flavobacterium |. Immobile
odoratum 17373 ; odoratum
0,97
ou Pseudomonas
aeruginosa

Tableau VI.2.3.2-a : Bilan des différentes étapes d’identification des souches isolées
du consortium AT.

ATD a été identifié comme Micrococcus kristinae en MicroScan Pos Combo Type 41.

ATH posséde de nombreux caracteres positifs et est donc trés particulier vis-a-vis des autres
souches isolées. I n’est pas jaune et la probabilité donnée par le test MicroScan Neg/Urine
Combo Type 5I pour ’identifier comme Enterobacter cloacae est excellente. Le test dans le
syst¢tme BBL Crystal E/NF, qui nous donnait le choix entre Enterobacter sakazaaki, jaune, et
Enterobacter cloacae, était donc juste, malgré un résultat de probabilité faible.

VI1.2.3.3 - Consortium FT
9 souches morphologiquement différentes ont été isolées, dont une seule était & Gram
positif, FTM (Tableau VI1.2.3.3-a).

Les caractéres des souches constituant le consortium FT sont détaillés en ANNEXE
10. Ces caracteres sont eux expliqués dans les ANNEXES 34 7.

D’aprés les résultats obtenus avec la galerie BBL CRYSTAL E/NF, 3 choix, de
probabilité égale, sont possibles pour FTK : Pseudomonas aeruginosa, Pseudomonas putida
ou Pseudomonas fluorescens. D’apreés le test C390, et le résultat de la pousse a 42°C, il ne
s’agit pas de Ps. aeruginosa. Comme le test gélatinase est négatif en API20NE, il ne s’agit
pas de Pseudomonas fluorescens. 1l s’agit donc sans doute de Pseudomonas putida.
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FTF et FTG se ressemblent beaucoup mais sont tout de méme différentes (1 réaction
biochimique et la nuance de couleur). Il s’agit sans doute d’un Flavobacterium qui n’est pas
dans la base de données BBL CRYSTAL.

BBL CRYSTAL API20NE MicroScan Mobilité
E/NF Pos Combo Pousse a2 42°C (+ ou =)
Type 41 < C390
FTA Flavobacterium sp. Flavobacterium multivorum
3.10% 0,86 96,6%
FTB Pseudomonas Pseudomonas putida 99,4% -
aeruginosa 16 ; 0,98 17 mm
FTC Pseudomonas
aeruginosa 3 ; 0,99 +
FTF Flavobacterium sp. Colonies jaunes, de deux nuances ( Immobile
497 ; 0,88 différentes pour FTF et FTG
FTG Flavobacterium sp Immobile
2499 ; 0,91
FTI Pseudomonas putida | Alcaligenes xylosoxydans spp.
7;0,54 denitrificans -
FTJ) Xanthomonas sp.
400.000 ; 0,98
FTK | Pseudomonas putida
ou Pseudomonas . -
aeruginosa ou 30 mm
Pseudomonas
fluorescens
FTM -| Staphylococcus
saprophyticus
86,4%

Tableau VI.2.3.3-a : Bilan des différentes étapes d’identification des souches isolées
du consortium FT.

Nous avons fait une observation en microscopie électronique a balayage (cf. protocole
en ANNEXE 2-b) de 2 des souches présentes dans le consortium FT: FTC, bacille
Gram-négatif identifi€ comme un Pseudomonas aeruginosa, et FTM, cocci Gram-positif
identifi€ comme un Staphylococcus saprophyticus. '

B) Pseudomonas aerug { inosa FTC

“gees - 19KV x3,28e  tve W02SMAa.o opy ko, dhe

Figure VL.2.3.3-a : Observation en microscpie élec?iibnique a baége des souches
de Staphylococcus saprophyticus FTM (A) et de Pseudomonas aeruginosa FTC (B).

Nous observons des bitonnets de 1mm de long pour environ 0,3 mm de diametre pour
FTC, et des cocci bien ronds d’environ 0,9 mm de diamétre pour FTM (Figure VI1.2.3.3-a).
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V1.2.3.4 - Consortium PY

17 souches ont été€ isolées dont une est Gram+, PYL (Tableaux VI1.2.3.4-a et -b).

Les caractéres des souches constituant le consortium PY

ANNEXE 11.

sont détaillés en

Ce consortium a été celui pour lequel il a été le plus difficile d’isoler les souches et
semble donc le plus complexe des consortia parmi FT, AT, PT et PY.

BBL CRYSTAL API20NE Rapid NFplus MicroScan MicroScan Mobilité
E/NF Neg/Urine Pos Combo | Pousse a 42°C
Combo Type 51 Type 41 (+ ou-)
ou Neg Combo 2 C390
Type 41
PYA | Ps. aeruginosa +
0 mm
PYB | Ps. aeruginosa Mobile
1548 ;0,88 -
0 mm
PYC | Ps. paucimobilis Jaune
PYD1 | Ps. aeruginosa ou +
Ps putida Léger halo
Mobile
PYD2 | Ps. putida 0,72 Alc. Mobile
denitrificans -
93,6%
PYD3 | Ps. putida 169 ; 0,8 | Ps. putida Mobile
99,9% -
PYE | Stenotrophomonas
maltophilia
PYF | FlL odoratum 306 ;| CDC groupe IV
0,48 ou Ps. putida|C-2 59%
448 ;0,26 Immobile
PYG | Ps. aeruginosa ' +
45 ;0,99 0 mm
PYH | Fl. odoratum ou CDC groupe IV | Alcaligenes Mobile
Ps. putida C-259% xylosoxydans ou
Shewenella
putrefaciens
PYI |? ? Enterobacter
cloacae
PYJ | Ps. aeruginosa ou +
Ps. putida Léger halo
PYL Staphylo-
coccus capitis
96%

Tableau VI.2.3.4-a : Bilan des différentes étapes d’identification des souches isolées
(1° partie) du consortium PY.

PYA, PYB, PYG et PYJ ont été identifiées comme des Pseudomonas aeruginosa
dans le systtme BBL Crystal E/NF ; elles ont toutes des morphologies différentes.

PYB ne pousse pas a2 42°C, mais résiste au C390 (diamétre nul): il s’agit trés
certainement d’un Pseudomonas aeruginosa, mais avec un comportement un peu atypique car
son origine n’est pas clinique, mais tellurique.

PY1 est immobile, donc il s’agit plutdt d’un Stenotrophomonas maltophilia.
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BBL CRYSTAL API2ONE Rapid NFplus MicroScan MicroScan Mobilité
E/NF Neg/Urine Pos Combo | Pousse &2 42°C
Combo Type 51 Type 41 (+ ou-)
ou Neg Combo @ C390
: , Type 41 '
PYM | Ps. putida ou ? Cette souche est GEL- en API20NE, il ne s’agit donc pas de Ps.
Ps. fluorescens GEL - fluorescens. Mobile
PYN |Bacille gram- Ps. test/alc Flavobacterium Immobile
79.8% IIb, niveau de
Alc. den. 17,2% | résultat douteux
PYO |Ps. aucimobilis Flavobacterium | Flavobacterium |Cette souche Immobile
>25.10°; 0,99 IIb, niveau de|meningosepticum | est trés jaune.
résultat douteux | (jaune pale)
58,8% ou
Flavobacterium .
indologenes
(jaune) 41,1%
PY1 |Stenotrophomonas Immobile
maltophilia
1055 ; 0,73

Tableau VI.2.3.4-b : Bilan des différentes étapes d’identification des souches isolées
(2™ partie) du consortium PY.

PYO est immobile et d’un jaune affirmé (pas péle), il s’agit donc plutot de
Flavobacterium indologenes, mais cela resterait & confirmer car la probabilité n’est pas
bonne.

PYN est immobile, donc il s’agit sans doute d’un Flavobacterium, mais cela reste
aussi a confirmer.

VI1.2.3.5 — Bilan global
Respectivement 18, 3, 9, 5, 3, 3 et 1 souches appartenant aux genres Pseudomonas,

Xanthomonas, Flavobacterium, Alcaligenes, Enterobacter, Staphylococcus et Micrococcus
ont ét€ mises en évidence dans les consortia FT, PT, PY et AT (Tableau V1.2.3.5-a).

Dans ces Tableaux, nous avons donné les résultats des meilleures identifications
(probabilités) des Tableaux VI.2.3.1-a, VI1.2.3.2-a, V1.2.3.3-a et V1.2.3.4-a et les systémes
d’identification correspondants.

Nous avons procédé€ a une reconstitution d’inoculum avec les souches isolées & partir
des consortia : par exemple, pour PT, nous avons réuni toutes les souches isolées a partir de
PT. Nous avons alors inoculé du milieu contenant respectivement du fluoranthéne, de
P’anthracéne, du phénanthréne et du pyréne avec les “consortia” FT, AT, PT et PY ainsi
reconstitués.

Aucune croissance ou modification dans I’aspect des cultures n’a été observée : soit le
(ou les) caractere a ét€ perdu, soit toutes les souches n’ont pas ét€ isolées. Une combinaison
de ces deux suppositions est sans doute plus que probable.
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LES METHODES SUIVANTES

PTA | Enterobacter cloacae MicroScan Neg /Urine Combo Type 51

PTB | Pseudomonas putida API2ONE

PTC | Pseudomonas putida BBL CRYSTAL E/NF

PTD | Flavobacterium IIb ? BBL CRYSTAL E/NF , API2ONE

PTEDb |Bacille Gram- quelconque BBL CRYSTAL E/NF

PTEt |Bacille Gram- quelconque BBL CRYSTAL E/NF

PTF1 |[CDC groupe IV C-2 API2ONE

PTF2 | Brevibacterium diminuta Rapid NFplus system

PTG1 |Staphylococcus epidermidis MicroScan Pos Combo Type 41

PTG3 |Alcaligenes faecalis Rapid NFplus system

PTJ | Alcaligenes denitrificans API2ONE

ATA | Pseudomonas diminuta BBL CRYSTAL E/NF

ATB | Brevibacterium diminuta Rapid NFplus system

ATC | Flavobacterium odoratum Rapid NFplus system

ATD | Micrococcus kristinae MicroScan Pos Combo Type 41

ATE | Flavobacterium odoratum Rapid NFplus system

ATF | Pseudomonas aeruginosa BBL CRYSTAL E/NF

ATG | Pseudomonas putida BBL CRYSTAL E/NF

ATH | Enterobacter cloacae MicroScan Neg /Urine Combo Type 51

ATJ |sans doute Flavobacterium odoratum Rapid NFplus system

FTA | Flavobacterium multivorum API20ONE

FTB | Pseudomonas putida API2ONE

FTC | Pseudomonas aeruginosa BBL CRYSTAL E/NF

FTF | Flavobacterium sp. BBL CRYSTAL E/NF

FTG | Flavobacterium sp BBL CRYSTAL E/NF

FTI | Alcaligenes xylosoxydans spp. denitrificans API2ONE

FTJ | Xanthomonas sp. BBL CRYSTAL E/NF

FTK | sans doute Pseudomonas putida BBL CRYSTAL E/NF

FTM | Staphylococcus saprophyticus MicroScan Pos Combo Type 41

PYA | Pseudomonas aeruginosa BBL CRYSTAL E/NF

PYB | Pseudomonas aeruginosa BBL CRYSTAL E/NF

PYC | Pseudomonas paucimobilis BBL CRYSTAL E/NF

PYD1 | Pseudomonas aeruginosa BBL CRYSTAL E/NF

PYD2 |Alcaligenes denitrificans APIDONE

PYD3 | Pseudomonas putida API2ONE

PYE | Stenotrophomonas maltophilia BBL CRYSTAL E/NF .

PYF |CDC groupe IV C-2 API2ONE

PYG | Pseudomonas aeruginosa BBL CRYSTAL E/NF

PYH |Alcaligenes xylosoxydans ou  Shewenella | Rapid NFplus system
putrefaciens

PYI Enterobacter cloacae MicroScan Neg /Urine Combo Type SI

PYJ | Pseudomonas aeruginosa BBL CRYSTAL E/NF

PYL | Staphylococcus capitis MicroScan Pos Combo Type 41

PYM | Pseudomonas putida BBL CRYSTAL E/NF avec GEL-

PYN | Flavobacterium IIb ? Rapid NFplus system

PYO | Flavobacterium indologenes MicroScan Neg Combo Type 41

PY1 |Stenotrophomonas maltophilia BBL CRYSTAL E/NF

Tableau VI1.2.3.5-a : Bilan final des identifications menées sur les souches isolées &
partir des consortia PT, AT, FT et PY (espéce et mode d’identification).
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V1.2.4 — Cohérence des identifications et possibilités de risques

V1.2.4.1 — La famille des Pseudomonadaceae

Les pseudomonads (Pseudomonas et Xanthomonas ici) représentent 47%, soit la
majorité relative des souches isolées. ’

En effet, de nombreux matériaux naturels en sont des sources. Dans certains habitats,
elles peuvent représenter une minorité de la flore microbienne totale, mais sous certaines
conditions (pH proche de la neutralité, matiére organique en solution, température mésophile,
bon apport en oxygene dissous), leur croissance rapide en 1’absence de facteurs de croissance
(Krieg and Holt, 1984) complexes décide de leur prédominance. Les Pseudomonas
fluorescentes saprophytes sont trés communes dans les sols et abondent aussi dans la
rhizosphére ol elles semblent avoir un effet stimulant sur la croissance des plantes. Une
prédominance de Pseudomonas maltophilia (maintenant reclassée en Stenotrophomonas) par
rapport aux autres pseudomonads existe dans les rhizospheres de différentes plantes cultivées,
alors que, sur 23 souches issues du sol, 22 étaient identifiées comme des Pseudomonas putida
(Krieg and Holt, 1984).

Ainsi, des Pseudomonas aeruginosa peuvent étre isolées du sol et de I'eau, les
Pseudomonas putida sont communément isolées du sol et de 1’eau apres enrichissement sur
un milieu minéral contenant différentes sources de carbone, des Pseudomonas diminuta ont
été isolées de 1’eau et de spécimens cliniques (Krieg and Holt, 1984).

Parmi les pseudomonads, Ps. mallei et Ps. pseudomallei sont les seuls pathogenes.
Mais d’autres especes de Pseudomonas sont classées comme des pathogénes opportunistes a
cause de leur faible pathogénicité envers des individus en bonne santé. Pseudomonas
aeruginosa est actuellement le plus significatif de ces pathogénes opportunistes pour les sujets
immunodéprimés. Pseudomonas putida est beaucoup moins prévalente dans les hopitaux. Ps.
maltophilia est la deuxieme pseudomonad la plus prévalente dans les hopitaux et est souvent
associée a des processus infectieux sérieux (Krieg and Holt, 1984).

Tous les organismes appartenant au genre Xanthomonas sont des phytopathogénes
(Krieg and Holt, 1984).

V1.2.4.2 — 1 a famille des Flavobacterium

Elle représente ici 20% des souches isolées. I existe de nombreux isolats
environnementaux qui poussent aux températures de 5°C a 30°C. Des souches proches de
Flavobacterium IIb sont largement distribuées dans le sol et I’eau.

La pathogénicité (Krieg and Holt, 1984) pour I’homme des autres espéces que
Flavobacterium meningosepticum est peu documentée, mais des cas de méningite, bactérémie
et de colonisation des voies respiratoires supérieures de patients souffrant de pathologies
graves ont été attribués au groupe IIb.

VI1.2.4.3 — La famille des Alcaligenes
Elle représente 11% des isolats.

Les Alcaligenes semblent ubiquitaires car elles ont été isolées du sol, de 1’eau, des
produits laitiers, de 1’appareil digestif des vertébrés, des nématodes et des insectes. Des
Alcaligenes denitrificans et Alcaligenes faecalis ont ét€ isolées ainsi (Krieg and Holt, 1984).
Alcaligenes denitrificans peut jouer un role dans les processus de dénitrification dans le sol.

Elles peuvent occasionnellement provoquer des infections opportunistes chez
I’homme. ‘

VI1.2.4.4 —1.a famille des Enterobacteriaceae

Elle représente 7% des isolats (un dans AT, un dans PT et un dans PY) et est dans tous
les cas représentée ici par le genre Enterobacter et plus précisément 1’espéce Enterobacter
cloacae. Nous avons isolé 3 souches d’ Enterobacter cloacae.
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Cette espece existe dans 1’eau, les effluents, le sol, I’environnement hospitalier, la
peau, ’appareil digestif humain et animal (bactérie commensale). Le genre des Enterobacter
est largement distribué dans la nature, et il est commun chez I’homme et 1’animal.

Ce n’est pas un pathogéne entérique, mais il peut étre un pathogéne opportuniste.

V1.2.4.5 — La famille des Micrococcaceae
Elle représente 9% des isolats (3 souches, soit environ 7%, appartenant au genre
Staphylococcus et 1 souche, soit environ 2%, au genre Micrococcus).

Les populations naturelles appartenant au genre Staphylococcus sont essentiellement
associées 2 la peau, ses glandes et les muqueuses des animaux a sang chaud.

Pour les trois Staphylococcus isolés ici (epidermidis, capitis, saprophyticus), 1’habitat
majeur est I’homme, mais des organismes peuvent étre isolé€s d’une variété de produits
animaux (viande, lait, fromage) et de sources environnementales (sol, sable, poussitre, air,
eaux naturelles).

Staphylococcus epidermidis est un pathogéne opportuniste ; les patients immuno-
déprimés sont particulitrement exposés a une infection par cette espéce. S. capitis est lui
rarement associé a des infections, alors que S. saprophyticus est I’espéce de staphylocoques
prédominante dans les infections urinaires aigués chez les femmes adultes jeunes (Sneath et
al., 1986).

L’habitat naturel primaire des Micrococcus est la peau des mammiféres, leur habitat
secondaire €tant la viande et les produits laitiers, le sol et ’eau. Quelques souches sont des
pathogénes opportunistes.

V1.2.4.6 — Comparaison entre consortia et avec la littérature
11 se dégage globalement 18 espeéces différentes sur la totalité des 4 consortia (Tableau

V12.4.6-a).

Le genre Pseudomonas est largement représenté (21 souches sur 46 isolées, soit 46%
des isolats), essentiellement par les espéces aeruginosa et putida alors qu’il représente en
général de 3 & 20% de la microflore indigéne des sols. Nous avons déja souligné cela dans la
partie bibliographique au IIL.5.2.1 puisque ce genre est largement représenté dans I’étude de la
biodégradation des HAP. Ainsi, on retrouve dans la bibliographie les espéces paucimobilis
(Mueller et al., 1990), putida, aeruginosa (Trzesicka-Mlynarz and Ward, 1995), fluorescens
(Caldini et al., 1995 ; Foght and Westlake, 1996), cepacia (Grifoll et al., 1995), stutzeri,
saccharophilia (Stringfellow and Aitken, 1995), vesicularis (Weissenfels et al., 1990), et
d’autres souches appartenant au genre Pseudomonas, mais dont I’espéce n’a pas été
déterminée (Gray et al.,, 1994 ; Komatsu et al., 1993 ; Ashok et al., 1995 ; Volkering et
al.,1992 ; Bouchez et al., 1995, 1996).

Nous retrouvons 3 Flavobacterium dans FT et 3 dans AT, contre 1 dans PT et 2 dans
PY, ainsi que 1 Alcaligenes dans FT, 2 dans PT et 2 dans PY. Les Alcaligenes et les
Flavobacterium sont également rencontrées dans les études de dégradation des HAP.

Ashok et al. (1995) ont ainsi mis en évidence 1 isolat appartenant au genre
Alcaligenes, mais des souches d’Alcaligenes eutrophus, Alcaligenes paradoxus (Selifonov et
al., 1993b), Alcaligenes denitrificans (Weissenfels et al., 1990, 1991) ont aussi été étudiées.
Les Flavobacterium impliquées dans la dégradation des HAP sont plus rares, et seuls
Trzesicka-Mlynarz and Ward (1995), dans notre bibliographie, ont relevé une souche
appartenant au genre Flavobacterium.

Dans chaque consortium une seule souche Gram+ a été isolée, différente pour chacun :
3 Staphylococcus (saprophyticus, epidermidis et capitis) et 1 Micrococcus kristinae.
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D’apres les colorations de Gram réalisées sur les bouillons de culture de AT, PT, PY
et FT (Figures VI1.2.1-a et VI.2.1-b), ces bactéries Gram+ semblent essentielles dans la
croissance des consortia AT, PY et FT sur respectivement 1’anthracéne, le pyréne et le
fluoranthéne mais d’importance moindre pour la croissance du consortium PT sur le
phénanthréne (ol seules des bactéries 2 Gram négatif sont mises en évidence).

Genre et/ou espece

Ps. putida B,C G B,K D3,M
Ps. aeruginosa F C A,B,D1,G,J
Ps./Brev. diminuta F2 A,B

Ps. Paucimobilis C
Xanth./ Steno. J E,1
Sous-Total 3 4 4 * 10
FL. multivorum A

FL. sp. F,G

Fl. odoratum C,E,J

Fl. indologenes o)
FL IIb D N
Sous-Total 1 3 3 2
Alc. xylosoxydans I H
Alc. faecalis G3

Alc. denitrificans J D2
Sous-Total 2 0 1 2
Enterobacter cloacae A H |
Sous-Total 1 1 0 1
CDC groupe IV C-2 F1 F
Bacille Gram- quelconque | Eb, Et

Sous-Total 3 0 0 1
Staphylococcus : Gl M L
Micrococcus D

Sous-Total 1 1 1 1
Total 11 9 9 17

Tableau VI.2.4.6-a : Bilan par famille des résultats d’identification des souches
composant les consortia FT, PT, PY et AT.

Dans notre bibliographie, les bactéries Gram+ mises en évidence dans les études de
biodégradation des HAP appartiennent essentiellement aux genres Rhodococcus (Bouchez et
al.,, 1996 ; Walter et al., 1991) et Mycobacterium (Gray et al., 1994 ; Boldrin et al., 1993 ;
Heitkamp et al., 1988a) mais on trouve aussi des souches appartenant aux genres Micrococcus
(Ashok et al., 1995) et Staphylococcus (Monna et al., 1993).

VI.2.5 - Bilan sur les identifications

Notre protocole de sélection nous a donc permis de sélectionner uniquement des
bactéries, toutes aérobies. Les consortia sélectionnés sur des sources de carbone différentes
sont composés de micro-organismes différents, mais nous retrouvons les mémes familles dans
les quatre consortia PT, FT, PY et AT.

Les pourcentages (Tableau V1.2.5-a) de chaque famille dans la composition des consortia sont
assez comparables : 10% pour les Microccocaceae, de 30 2 60% pour les Pseudomonadaceae
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(avec une moyenne de 45%). La famille des Flavobacterium représente 10% des souches
pour PT et PY, 33% pour FT et AT ; les Enterobacteriaceae représentent 10% environ des
souches pour les consortia AT, PT et PY.

Ainsi, les familles mises en évidence sont en accord avec les références trouvées dans
notre littérature : Pseudomonadaceae, Micrococcaceae, Flavobacterium, Alcaligenes. Seule
la famille des Enterobacteriaceae n’a pas été reportée dans notre littérature.

Famille PT PY
Pseudomonadaceae 44% 44% 30% 59%
Flavobacterium 33% 33% 10% 12%
Alcaligenes 11% 0% 20% 12%
Enterobacteriaceae 0% 11% 10% 6%
Inconnue (gram-) 0% 0% 30% 6%
Microccocaceae 11% 11% 10% 6%

Tableau VI.2.5-a: Proportions des différentes familles dans chaque consortium
sélectionné.

Nous avons vu au VI.2.4 que toutes les souches isolées peuvent effectivement avoir
une origine environnementale (le sol, ici). En outre, aucun des isolats n’est un pathogéne (sauf
opportuniste, ce que sont la plupart des bactéries). Cela nous rassure quant a leur
manipulation et leur utilisation.

Nous n’avons trouvé ni Arthrobacter, ni Bacillus qui représentent pourtant chacun
respectivement 5 & 60%, 7 a 67% de la microflore du sol (cf. 1.2.1). Par contre, alors que les
Pseudomonas en représentent de 3 &2 20%, nous en avons isolé 21 souches sur 46 isolées soit
46%. En fait, les protocoles de sélection modifient les rapports entre micro-organismes et
donc les proportions sont modifiées et les Pseudomonas sont connues pour &tre impliquées
dans de nombreux processus de dégradation
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CHAPITRE VII :
ETUDE EN BATCH DES CONSORTIA SUR DIFFERENTES
SOURCES CARBONEES

Apres avoir sélectionné les différents consortia décrits au VI, nous avons cherché a
étudier leur comportement envers les différents HAP utilisés dans notre étude. En effet, notre
but final est d’avoir des micro-organismes capables d’améliorer des processus de
biodégradation des HAP dans des sols pollués ol la pollution est constituée de mélanges de
HAP.

Ainsi, il sera plus intéressant pour nous d’utiliser des micro-organismes capables de
dégrader plusieurs HAP, i.e. plutdt aspécifiques. ‘ ’

Aussi, nous avons cherché a étudier la capacité des consortia sélectionnés a utiliser
différents HAP comme seule source carbonée, a évaluer leurs performances les uns par
rapport aux autres. Nous avons également cherché a évaluer les similarités d’utilisation des
HAP par les différents consortia.

VIL.1 - Premiére exposition aux sources carbonées

Nous nous situons dans les mémes conditions de croissance (vitesse d’agitation,
quantité de HAP, volumes) qu’au VI.1.2 pour la mise en évidence de la sélection, mais
PAbS . e €St de 0,1 et 'inoculum est poussé sur bouillon nutritif sur la nuit avant
I’ensemencement pour obtenir un inoculum suffisant.

Les Figures VII.1.1.1-a, VII.1.1.2-a, VII.1.1.3-a et VII.1.1.4-a illustrent la croissance
des différents consortia PT, AT, FT et PY sur d’autres sources carbonées (HAP) que leur
HAP de sélection. Dans tous les cas, aucune croissance n’était observée dans les témoins
MSM-inoculum et MSM+HAP non inoculés.

VII.1.1 - Croissance

VIL.1.1.1 — Consortium PT
Apres une phase de latence de 120 jours, un début de croissance de PT semble
apparaitre sur 1’anthracéne (Figure VIL.1.1.1-a).

Les essais réalisés sur le fluoranthéne et le pyréne mettent en évidence des phases de
latence de respectivement 10 jours et 40 jours, ainsi que I'existence de phases exponentielles
de croissance (grice a la représentation en coordonnées semi-logarithmiques) entre
respectivement 25 et 80 jours, 60 et 100 jours.
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Figure VII.1.1.1-a : Courbes de croissance du consortium PT sur le fluoranthene le
pyréne, I’anthracene et le fluoréne comme seules sources de carbone.

VIi.1.1.2 — Consortium AT

AT peut croitre sur le fluoranthéne, le phénanthréne et le pyréne avec des phases de
latence de respectivement 20 jours, entre 3 et 7 jours et 20 jours (Figure VIL1.1.2-a).

Les courbes de croissance sur le fluoranthéne et le pyréne présentent une portion
linéaire de 25 & 100 jours.

Absorbance & 600nm
1.2 [T T —
b o - -F
- | —@—Fluoranthéne P
1 || -l Phénanthréne SR, S T V...
-} =W Pyrene 7/ : .
[ | =~===Fluoréne R : N
L] ==V-~Sanssource carbonée J g .....iceeeeeeeeeaeeicadeceeeneecennean ]
08 | Voo i ]
| E E /f -d:—' —--—E -- B
0.6 [~ ,/r """"""" S 7]
i N V4 é :
T Froeeee e .
L ’ / : : ® ]
0.2 P A Pl ‘.....................: .................. -:
g-rrl’rra------p----_m b
0 . N R = ]
0 30 60 90 120 150
Temps (jours)

Figure VII.1.1.2-a : Courbes de croissance du consortium AT sur le fluoranthéne, le
phénanthréne, le pyréne et le fluoréne comme seules sources de carbone.

VIL.1.1.3 — Consortium FT

Le consortium FT peut utiliser le phénanthréne, le pyréne et I’anthracéne comme
unique source carbonée pour sa croissance (Figure VII.1.1.3-a).

Des phases de latence de 30 jours sont mises en évidence sur le pyréne et 1’anthracéne,
alors qu’elle est inférieure & 3 jours sur le phénanthréne.

Des zones linéaires de croissance de FT existent sur ces trois sources carbonées
(Figure VII.1.1.3-a), puis une phase stationnaire est atteinte. En représentation
semi-logarithmique, aucune zone linéaire, donc correspondant a une phase de croissance
exponentielle, ne peut étre mise en évidence.
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Figure VII.1.1.3-a : Courbes de croissance du consortium FT sur le phénanthréne,
le pyreéne, I’anthracéne et le fluoréne comme seules sources de carbone.

VIL.1.1.4 — Consortium PY

Le consortium PY peut utiliser le fluoranthéne, le phénanthréne et 1’anthracéne comme
sources de carbone, mais pas le fluoréne (Figure VIL.1.]1.4-a). La phase de latence est
inférieure a 3 jours (deuxieéme point de mesure) sur le phénanthréne, alors qu’elle dure 7 jours
sur I’anthracéne et 20 jours sur le fluoranthéne.

Des phases linéaires .de croissance sont mises en évidence sur le phénanthréne,
I’anthracéne et le fluoranthéne. '
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Figure VII.1.1.4-a : Courbes de croissance du consortium PY sur le fluoranthéne, le
phénanthréne, I’anthracéne et le fluoréne comme seules sources de carbone.

VIL.1.1.5 — Consortium FN

Le consortium FN peut croitre sur le phénanthréne (aucune phase linéaire ou
exponentielle de croissance n’étant mise en évidence), mais pas sur le fluoranthéne,
I’anthracéne ou le pyréne. La courbe de croissance n’est pas donnée ici.

Aussi, FN est beaucoup plus spécifique que FT, PT, PY et AT en ce qui concerne
I'utilisation de différents HAP comme source de carbone.
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VIL1.2 — Aspect des cultures de PT, AT, FT et PY

Les cultures des consortia PT, AT, FT et PY réalisées en fioles d’Erlenmeyer sur les
différentes sources carbonées que sont le fluoranthéne, le phénanthréne, le pyréne,
I’anthracéne et le fluoréne ont des aspects caractéristiques qui sont fonction des HAP utilisés.

thracéne, le phénanthréne et le fluoranthéne

B) Croissance de AT sur Panthracéne, le phénanthréne et le fluoranthéne
; e s ccbadiohaiobiont

o

e
o
SR
-

ie fluoréne.
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En fait, pour un HAP donné, les aspects extérieurs des cultures des différents consortia
sont similaires, voire identiques.

La Figure VII.1.2-a est constituée de 2 photographles des cultures de FT et AT sur
I’anthracene, le phénanthréne et le fluoranthéne.

Les cultures de PT et PY sur le pyréne et I’anthracéne ont des aspects semblables
ceux de FT et AT. Par contre, sur le fluoranthéne, la' coloration observée pour PT est un
marron « brillant » prononcé.

Nous remarquons donc bien la similarité€ de 1’aspect des cultures pour un HAP donné,
les cultures sur pyréne ayant la méme couleur que sur I’anthracéne, i.e. un aspect rose-orangé,
alors que la coloration est un brun-marron sur le fluoranthéne, et un opaque indéfinissable
pour le phénanthréne.

La Figure VII.1.2-b montre que la culture du consortium FT sur le fluoréne mene
I’obtention d’une coloration jaune vif, bien qu’aucune croissance de FT (prise de biomasse)
n’ait ét€ mesurée sur le fluoréne. Il en est de méme pour PT, mais pas pour PY, ni AT. Cela
signifie qu’une biotransformation a lieu, qui n’est pas une assimilation cellulaire.

VIIL.1.3 - Spectres d’absorption UV-visible au bout de 140 jours de culture

Les Figures VII.1.3.1-a & VII.1.3.5-a présentent les spectres d’absorption UV-visible
des surnageants des cultures de FT, PT, PY, AT et FN sur les différentes sources carbonées,
aprés 140 jours de culture. Dans tous les cas, nous avons inclus dans les Figures le spectre 2
140 jours du témoin MSM+HAP non inoculé.

VII.1.3.1 - Source carbonée : phénanthréne
Sur le phénanthréne, tous les spectres sont différents de celui du témoin, les spectres

de FT, FN et PY ayant exactement le méme profil (Figure VII.1.3.1-a).
Ce profil est d’ailleurs identique 2 celui observé pour PT sur le phénanthréne 2 la
Figure VI.1.2.2-a.
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Figure VIIL.1.3.1-a : Spectres d’absorption UV-visible des surnageants de culture a
140 jours de AT, PY, FT, FN et du témoin non inoculé sur le phénanthreéne.

Seul le spectre de AT & 140 jours a un profil différent : soit les composés produits au
cours de la consommation du phénanthréne sont différents, soit nous sommes ici a un stade de
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dégradation non encore atteint dans les expériences précédentes (les absorbances observées
sont bien plus élevées avec AT). L’absorbance a4 300 nm des surnageants des cultures sur
phénanthréne semble un bon choix de longueur d’onde pour suivre I’apparition de nouveaux
composés dans les surnageants des cultures sur le phénanthréne.

VIL.1.3.2 - Source carbonée : anthracéne

Pour I’anthracéne (Figure VII.1.3.2-a), FN est identique au contrdle, alors que les
spectres de PY, FT et PT s’apparentent bien aux spectres décrits pour AT sur I’anthracéne a la
Figure VI.1.2.2-a. Ainsi, PT & 140 jours ici (Figure VIL.1.3.2-a) a un aspect semblable a celui
de AT a 14 jours dans la Figure VI.1.2.2-a, alors que PY et FT ont des spectres a 140 jours sur
I’anthracéne semblables plutot a 1I’aspect de AT a 55 jours & la Figure VI.1.2.2-a.

Les composés produits par FT, PT, PY et AT sur I’anthracéne ont donc de grandes
chances d’étre identiques, et leurs proportions aussi. Les temps d’observation sont plus longs
pour les spectres de la Figure VII.1.3.2-a car une période d’adaptation & la dégradation de
I’anthracéne a sans doute cette fois existé.

Les spectres d’absorption UV-visible des surnageants de culture sur 1’anthracéne
présentent également un épaulement vers 300 nm.
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Figure VII.1.3.2-a : Spectres d’absorption UV-visible des surnageants de culture a
140 jours de PY, FT, FN , PT, et du témoin non inoculé sur ’anthracéne.

VII.1.3.3 - Source carbonée : fluoranthéne

Ainsi, pour la croissance sur le fluoranthéne, FN et le contréle a2 140 jours sont
identiques, ce qui nous confirme que FN ne croit pas sur le fluoranthéne, mais aussi
qu’aucune biotransformation n’a lieu.

En ce qui concerne AT, PT et PY, une modification nette des spectres par rapport au
témoin est mise en évidence (Figure VII.1.3.3-a), ce qui confirme les observations faites au
VIL.1.1 et VII.1.2.

Un épaulement & 300 nm est observable sur les spectres, en particulier celui de AT.
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Figure VII.1.3.3-a : Spectres d’absorption UV-visible des surnageants de culture a
140 jours de AT, PY, FN, PT et du témoin non inoculé sur le fluoranthene.

VII.1.3.4 - Source carbonée : pyréne
Pour le pyréne, FN ne se détache pas du contrdle alors que AT, FT et PT ont des

spectres bien différents du contrdle (Figure VII.1.3.4-a). Les absorbances maximales ne sont
pas égales, mais des profils identiques apparaissent (mémes €paulements notamment), qui
correspondent d’ailleurs au profil d’absorption de PY sur le pyréne décrit a la Figure
VIL.1.2.2-a. Les composés produits au cours de 1’utilisation du pyréne par les 4 consortia FT,
PT, PY et AT sont sans doute identiques et en proportions similaires.

Les spectres d’absorption présentent un léger épaulement a 300 nm.
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Figure VIL.1.3.4-a : Spectres d’absorption UV-visible des surnageants de culture a

140 jours de AT, FT, FN, PT, et du témoin non inoculé sur le pyrene.

VIL.1.3.5 - Source carbonée : fluoréne
Enfin, nous avons également étudié les spectres d’absorption UV-visible des
surnageants des cultures de AT, PY, FT et PT sur le fluoréne (Figure VII.1.3.5-a).

Nous constatons bien que les spectres de AT et PY sont identiques & ceux du contrdle,
alors que de fortes modifications spectrales apparaissent pour FT et PT. Nous n’avions pas
noté de croissance significative de la biomasse par la mesure de I’absorbance a2 600 nm dans
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ces deux cas, mais une biotransformation était mise en évidence par 1’apparition d’une
coloration jaune vif des cultures en fioles d’Erlenmeyer.
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Figure VIL.1.3.5-a : Spectres d’absorption UV-visible des surnageants de culture &
140 jours de AT, PY, FT, PT, et du témoin non inoculé sur le fluoréne.

Ainsi, les spectres d’absorption UV-visible des surnageants de culture de PT et FT sur
le fluoréne sont identiques, avec un maximum local 2 400 nm, ce spectre n’ayant pas été
observé précédemment quand les sources carbonées étaient le fluoranthéne, le phénanthréne,
le pyréne ou I’anthracéne.

VIL1.4 — Observation des cultures au microscope optique
A chaque prélévement du suivi des cultures, nous avons procédé a une coloration de
Gram d’un échantillon de culture (Figures VII.1.4-a et VIL.1.4-b).

Ainsi, pour une source carbonée donnée, les aspects sur lame sont identiques pour tous
les consortia. En ce qui concerne les croissances sur anthracéne, fluoranthéne et pyréne, des
cocci Gram+ sont majoritaires, alors que sur le phénanthréne, uniquement (ou presque) des
bactéries (bacilles et cocci) Gram- sont observées.

Pour un consortium donné et différentes sources carbonées, 1’aspect des mélanges
bactériens en coloration de Gram est différent. Pour une source carbonée donnée et différents
consortia, ces aspects sont semblables.

Cela nous rappelle les observations faites sur les aspects des cultures en fioles
d’Erlenmeyer, mais aussi sur les spectres d’absorption UV-visible des surnageants des
cultures : la source carbonée détermine ici la biotransformation plus que le consortium
utilisé.

Nous avons également observé ces consortia en microscopie électronique a balayage
(protocole décrit en ANNEXE 2-b). Nous visualisons de cette facon les bactéries de manitre
individuelle & un grossissement de 9000.
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A) FT sur Panthracéne v B) PY sur Panthracéne

; v -
Figure VIL.1.4-a : Aspect sur lame (31000) en coloration de Gram des cultures FT
sur anthracéne (A) et PY sur anthracéne (B). :

_A) FT sur le phénanthréne

B) PY sur le phénanthréne
- :

%’igur; VILL4-b t sur lame ﬁiGOO) en coloration de Gram des cultures FT
sur phénanthréne (A), PY sur phénanthreéne (B).

En ANNEXE 12, nous avons des photographies réalisées en microscopie électronique
pour le consortium AT aprés culture sur le fluoranthéne, le phénanthréne, le pyréne et
I’anthracéne. Il n’est pas réellement possible de distinguer les différences entre les cultures du
consortium sur ces différentes sources carbonées.

Nous distinguons des bacilles et des bactéries coccoides dans tous les cas. Il semble
qu'un plus grand nombre de bacilles soit mis en évidence dans la culture de AT sur le
phénanthréne, mais peut-étre est-ce dii a un a priori de notre part.

Les bacilles ont des tailles de 1 um de long sur 0,5 um de large, les cocci des
diamétres de 0,8 pm environ.

VIL1.5 — Bilan

Les résultats obtenus aux VII.1.1, VII.1.2 et VII.1.3 sont résumés dans le Tableau
VII.1.5-a. Tenant compte du fait que chaque consortium est capable d’utiliser son HAP de
sélection comme seule source de carbone, nous pouvons conclure du VIL.1 que les consortia
FT, PT, PY et AT peuvent tous les quatre utiliser le fluoranthéne, le phénanthréne, le pyréne
et ’anthracéne comme seule source de carbone.

Nous n’indiquerons pas dans le Tableau VII.1.5-a les phases de latence (vues au
VI1.1.3) des courbes de croissance des consortia sur leur HAP de sélection car les conditions
d’exposition aux HAP seraient alors différentes. Par exemple, une croissance de FT sur le
fluoranthéne ne serait pas représentative d’une premiére exposition, a cause du mode de
sélection des consortia, alors qu’une croissance sur phénanthréne, anthracéne, pyréne ou
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fluoréne serait une premiére exposition. Les phases d’adaptation, donc de latence, ne seraient
donc pas comparables. Nous pouvons faire des raisonnements similaires pour les autres
consortia.

Le consortium FN n’étant capable d’utiliser que le phénanthréne et le fluoréne comme
source de carbone et ne semblant pas faire subir de biotransformation aux autres HAP étudiés,
nous ne le considérerons plus dans la suite. En effet, cette spécificité le rend moins intéressant
que les autres consortia pour des essais de biodégradation de mélanges de HAP.

Pour une méme source carbonée, les aspects des cultures sur lame et en fioles
d’Erlenmeyer, ainsi que les spectres d’absorption UV-visible des surnageants de culture des
différents consortia sont similaires. Les voies de dégradation et les produits obtenus au cours
de T’utilisation des HAP par les micro-organismes ne dépendent sans doute que de la source
carbonée, et non du consortium utilisé.

Le phénanthréne est la source carbonée sur laquelle le départ de la croissance des
consortia est le plus rapide, i.e. la phase de latence la plus courte : moins de 5 jours pour tous
les consortia. Cela n’est pas étonnant dans la mesure oit le phénanthréne est décrit dans la
littérature comme un des HAP les plus biodégradables (cf.IIl.5.2), surtout comparativement
aux autres HAP utilisés ici.

La croissance du consortium PT présente des phases de latence de 10 jours sur le
fluoranthéne, 40 jours sur le pyréne et 120 jours sur I’anthracéne. Il est paradoxal que
I’adaptation de PT a I’utilisation de I’anthracéne soit plus lente que celles du fluoranthéne et
du pyrene, car le phénanthréne et 1’anthracéne ont des structures tricycliques trés voisines. Ce
phénomene a déja été rapporté par Trzesicka-Mlynarz and Ward (1995), qui I’ont attribué a la
faible solubilité de 1’anthracéne par rapport a ces HAP.

Toutefois, cette explication n’est pas totalement suffisante.

Fluoranthene  Phénanthrene Pyrene Anthracene  Fluorcéne

Consortium PT | Croissance Oii, exp. Oui, exp. Faible Non

Temps de 10 jours 40 jours 120 jours

latence

Coloration Marron Rose-orangé | Rose-orangé | Jaune vif
Consortium AT | Croissance | Oui, linéaire Oui Oui, linéaire Non

Temps de 20 jours Entre 3 et7 20 jours

latence jours

Coloration | Brun-marron Opaque Rose-orangé
Consortium FT | Croissance QOui, linéaire QOui, linéaire | Ouli, linéaire Non

Temps de < 3 jour 30 jours 30 jours

latence

Coloration Opaque Rose-orangé | Rose-orangé | Jaunme vif
Consortium PY | Croissance | Oui, linéaire | Oui, linéaire Oui, linéaire Non

Temps de 20 jours < 3 jours 7 jours

latence

Coloration | Brun-marron Opaque Rose-orangé
Consortium FN | Croissance Non Oui Non Non

Temps de < 3 jours

latence

Coloration Opagque

Tableau VII.1.5-a : Bilan des essais de croissance des consortia PT, AT, FT, PY et

FN sur différents HAP (sauf le HAP de sélection) comme seule source de carbone.
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En effet, la phase de latence de la croissance de PY sur I’anthracéne ‘est de 7 jours
contre 20 jours sur le fluoranthéne. Or la solubilité aqueuse de 1’anthracéne est de 0,07 mg/l
contre 0,26 mg/1 pour le fluoranthéne. L’ ordre d’adaptation est donc 13 inversé par rapport aux
solubilités aqueuses. D’autres phénoménes interviennent donc. ,

Des auteurs ont évoqué I’importance de la surface de contact des cristaux de HAP
avec la phase aqueuse (Caldini et al., 1995 ; Stringfellow and Aitken, 1995), mais aussi des
facteurs stériques et électroniques (Dingyi et al., 1996). Cela a été développé au IT1.5.2.1.

De méme, les phases de latence de la croissance de FT sur le pyréne et 1’anthracéne
sont de 30 jours, i.e. elles sont plutdt longues, alors que le pyréne et le fluoranthéne ont des
structures quadricycliques similaires et que 1’anthracéne n’a que 3 cycles.

AT présente aussi des phases de latence de 20 jours sur le fluoranthéne et le pyréne.
Or AT a été sélectionné sur un hydrocarbure tricyclique, mais s’adapte plus vite & I’utilisation
de HAP a 4 cycles comme le fluoranthéne et le pyréne, que FT sélectionné sur un
hydrocarbure quadricyclique & 1’utilisation de pyreéne 2 4 cycles et d’anthracéne a 3 cycles.

En ce qui concerne le mode de croissance sur les différents HAP, des phases de
croissance linéaires existent pour FT sur le phénanthréne, le pyréne et I’anthracéne, pour PY
sur le phénanthréne et 1’anthracéne, pour AT sur le pyréne. Il y a donc sans doute limitation
de la croissance par le taux de dissolution des HAP dans ces cas-la. Seul PT sur le
fluoranthéne et le pyréne présente des phases exponentielles de croissance.

C’est sans doute ici que les différences existant dans la composition microbienne des
différents consortia interviennent le plus.

Les consortia FT et PT semblent faire subir au fluoréne une biotransformation qui
n’est pas une accumulation cellulaire car aucune croissance n’a été observée. En effet, une
coloration jaune vif est visible dans les cultures en fioles d’Erlenmeyer dans ces deux cas. Or,
un métabolite jaune vif du fluoréne a été décrit par Grifoll et al. (1995). Ils n’ont pas réussi a
I'isoler et a I’identifier. ~

Stringfellow and Aitken (1995) ont eux mis en évidence une réaction de cooxydation
du fluoréne en présence de peptone par une souche de Ps. stutzeri. Leur milieu de culture
devenait jaune brillant. Par analyse CLHP couplée & 1a SM en ionisation par électrospray, ils
ont identifié les 2 pics majeurs apparaissant dans le chromatogramme du surnageant comme
la 9-hydroxyfluorénone et la 9-fluorénone.

Cette coloration et ces métabolites ont auparavant été décrits par Boldrin et al. (1993)
et Monna et al. (1993). Ces derniers avaient utilis€ une souche de Staphylococcus auriculans.

Nous avons donné au VII.1.3 les spectres d’absorption UV-visible des surnageants des
cultures a 140 jours des différents consortia sur les différents HAP étudiés.

Ainsi, nous avons fait remarquer que 1’absorbance 2 300 nm des surnageants des
cultures sur phénanthréne, anthracéne, fluoranthéne et pyréne semble un bon choix de
longueur d’onde pour suivre 1’apparition de nouveaux composés dans les surnageants de ces
cultures. Pour le fluoréne, le choix de 1’absorbance & 400 nm semble plus judicieux.

Dans la suite, nous suivrons les modifications dans les surnageants de culture par la
mesure des absorbances a ces longueurs d’onde (300 nm pour le phénanthréne, I’anthracéne,
le fluoranthéne et le pyréne, 400 nm pour le fluoréne) plutét que les spectres entiers, pour
faciliter la lecture.
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VIL.2 - Suivi de I'utilisation des HAP par spectrométrie d’émission de fluorescence

Putcha and Domach (1993) ont utilisé la spectrométrie d’émission de fluorescence
comme moyen direct de suivi de la consommation de phénanthréne dans une solution de
milieu minéral initialement & saturation. En effet, les HAP ont des propriétés de fluorescence
et des spectres d’émission caractéristiques.

En outre, la fluorescence est un moyen d’analyse trés sensible et bien adapté pour
suivre un produit fluorescent pur & faible concentration. Elle nous permet donc de travailler
directement sur les milieux de culture initialement saturés. Nous aurions pu utiliser la CLHP,
mais les concentrations en HAP sont trop faibles pour permettre une analyse directe (notre
détecteur est un détecteur UV, donc beaucoup moins sensible que la fluorescence) : il aurait
fallu procéder a des extractions pour suivre la teneur en HAP. Cela aurait impliqué un
protocole lourd et lent, alors que la fluorescence est 1a une méthode directe bien adaptée.

Aux concentrations inférieures a la saturation, les intensités de fluorescence mesurées
sont proportionnelles a la concentration des HAP en solution.

Nous avons choisi A_ =254 nm comme longueur d’onde d’excitation et nous suivons
I’émission de fluorescence entre 254 nm et 600 nm pour connaitre le spectre d’émission de
fluorescence entre ces longueurs d’onde. En effet, nous saurons ainsi si des modifications
apparaissent dans les spectres, i.e. si la fluorescence mesurée est bien celle du HAP
initialement en solution et non pas celle de nouveaux produits qui auront des spectres
différents.

Des contrdles de pertes biotiques et abiotiques des HAP dans le milieu saturé sont
réalisés en inoculant les milieux de culture saturés avec les inocula autoclavés. Pour un méme
HAP, ces pertes doivent étre fonction du consortium utilisé (la fixation par les cellules dépend
des cellules utilisées), donc un contrdle est réalis€ pour chaque condition de culture.

Nous avons rassembl€ les courbes obtenues pour PT avec celles de FT, et celles

obtenues pour AT avec celles de PY pour des questions de lisibilité des figures.

VIL.2.1 - Spectres d’émission de fluorescence caractéristiques des HAP étudiés

Intensité de fluorescence (cps)
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Figure VIL.2.1-a: Spectres d’émission de fluorescence (A, =254 nm) pour le

fluoranthéne, le phénanthréne, le pyréne et I’anthracene.
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La Figure VIL.2.1-a donne les allures des spectres d’émission de fluorescence
(A_.=254 nm) pour le fluoranthéne, le phénanthréne, le pyréne et I’anthracéne.

Dans les expériences menées, les spectres sont 1dent1ques au cours de I’utilisation des
HAP, seule leur intensité est modifiée.

Nous avons donc choisi d’illustrer dans la suite 1’utilisation du fluoranthéne, du
phénanthréne, du pyréne et de l’anthracéne en montrant les résultats d’émission de
fluorescence aux longueurs d’onde de 456 nm, 348 nm, 372 nm et 380 nm respectivement.

VIL.2.2 - Dégradation du phénanthrene
Les Figures VIL2.2-a et VIL2.2-b illustrent I’utilisation du phénanthréne par les
consortia FT, PT, PY et AT.

En ordonnée figure le rapport entre la fluorescence au temps t et la fluorescence au
temps t=0 (en %) en fonction du temps en abscisse, pour chaque condition (contrdle ou non).
Comme le contrdle peut évoluer au cours du temps (pertes abiotiques et biotiques dues
aux cellules mortes et non a la croissance microbienne), nous calculerons 1’utilisation du
phénanthréne au temps t par rapport a la teneur du contrdle au temps t, i.e. :
% restant = (fluorescence de essai a t)/(fluorescence du contréole i t) x 100
Ces modes de calculs seront valables dans la suite au VII.2.3, VIL.2.4 et VII.2.5.

L’utilisation du phénanthréne par le consortium PT est trés rapide et efficace : apres
une heure d’incubation, il ne reste que 2% du phénanthréne initial, et cette disparition du
phénanthréne n’est pas due 2 une accumulation cellulaire passive puisque le contrdle est lui &
100% de la teneur initiale (Figure VII.2.2-a).

Apres 45 heures d’incubation, il ne reste que 1% de phenanthrene par rapport au

contrdle.
(Intensité de fluorescence/ Intensité de fluorescence initiale)x 100
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Figure VIL.2.2-a : Suivi de la teneur en phénanthréne d’une solution de milieu
minéral initialement saturée inoculée avec les consortia FT et PT par spectrométrie
d’émission de fluorescence (A =254 nm ; A = 348 nm).

Le consortium PY utilise également le phénanthréne rapidement et efficacement : la
décroissance de la teneur en phénanthréne du milieu est réguliere de O & 20 heures
d’incubation, ol elle atteint 1% du contrdle (Figure VII.2.2.b).
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En ce qui concerne FT, I'utilisation du phénanthréne semble réelle, mais elle est moins
nette : le phénanthréne atteint environ 80% du contrdle & 45 heures d’incubation. En fait,
I’utilisation du phénanthréne semble apparaitre plus lentement (Figure VIL.2.2.a).
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Figure VIIL.2.2-b : Suivi de la teneur en phénanthréne d’une solution de milieu

minéral initialement saturée inoculée avec les consortia PY et AT par spectrométrie
d’émission de fluorescence (A_, =254 nm ; A_ = 348 nm).

Pour AT, la teneur en phénanthréne du milieu est 2 95% du contrdle a 45 heures
d’incubation (Figure VIL.2.2-b). Le consortium AT semble donc encore utiliser plus
tardivement le phénanthréne comme substrat. En effet, nous savons qu’il est capable de
I'utiliser puisque nous avons mis en évidence une croissance microbienne de AT sur le
phénanthréne au VII.1.1.2, avec une phase de latence entre 3 et 7 jours.

L’échelle de temps de ces essais de suivi de dégradation en fluorescence est bien plus
courte que I’échelle de temps des essais de croissance réalisés au VII.1.1. La phase de latence
de la courbe de croissance de AT sur le phénanthréne est supérieure a 3 jours, donc a fortiori a
45 heures. 1l se peut donc qu’une incubation de 45 heures soit trop courte pour que le
processus de dégradation du phénanthréne par AT soit amorcé.

Toutefois, cela pourrait aussi signifier que AT n’utilise pas le phénanthréne en
solution, mais directement sous la forme de cristaux.

VIIL.2.3 - Dégradation de I’anthracéne

Les contrbles sont a4 100%, 65%, 75% et 100% de la teneur initiale en anthracéne du
milieu saturé pour respectivement les consortia FT, PT, PY et AT (Figures VIL2.3-a et
VII.2.3-b).

Pour AT, PT et PY, la dégradation est immédiate, PT et PY étant trés proches en
absolu, mais les contrdles pour PT et PY diminuent beaucoup jusqu’a 10 heures.

Pour AT, il reste 5% de I’anthracéne a 40 jours. Pour PT et PY, la teneur finale en
anthracéne (corrigée) est de 31% et 40% respectivement.
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Figure VIL.2.3-a : Suivi de la teneur en anthracéne d’une solution de milieu minéral
initialement saturée inoculée avec les consortia FT et PT par spectrométrie d’émission de
fluorescence (A =254 nm ; A_ =380 nm).

Pour FT, il reste 40% de I’anthracéne initial en solution apres 45 heures d’incubation.
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Figure VIL.2.3-b : Suivi de la teneur en anthracéne d’une solution de milieu minéral

initialement saturée inoculée avec les consortia PY et AT par spectrométrie d’émission de
fluorescence (A =254 nm ; A_, = 380 nm).

VIL.2.4 - Dégradation du fluoranthéne
Les Figures VII.2.4-a et VIL.2.4-b illustrent l'utilisation du fluoranthéne par les
consortia FT, PT, PY et AT.

Pour FT, PT, PY et AT, le contrble est a respectivement 90%, 85%, 90% et 100% de
sa valeur initiale entre 5 heures et 45 heures d’incubation (Figures VII.2.4-a et VIL.2.4-b).
Pour FT, il reste 20% du fluoranthéne initial aprés 10 heures, la courbe de dégradation

se stabilisant ensuite & 15%, soit 17% en tenant compte du contrdle, jusqu’a 45 heures (Figure
VIL2.4-a).
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Figure VIL.2.4-a : Suivi de la teneur en fluoranthéne d’une solution de milieu
minéral initialement saturée inoculée avec les consortia FT et PT par spectrométrie
d’émission de fluorescence (A__ =254 nm ; A_, = 456 nm).

PY est le consortium qui dégrade le plus rapidement le fluoranthéne en début
d’expérience. Il reste 20% du fluoranthéne initial en solution & 45 heures, ce qui en fait
représente 22% en tenant compte du contrdle.
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Figure VIL.2.4-b : Suivi de la teneur en fluoranthene d’une solution de milieu

minéral initialement saturée inoculée avec les consortia PY et AT par spectrométrie
d’émission de fluorescence (A__ =254 nm ; A_ =456 nm).

AT et PT ont le méme profil jusqu’a 14 heures d’incubation, le début de la dégradation
étant plus lent que pour FT. Mais PT atteint 20% de la teneur initiale en fluoranthéne, i.e.
24% du contrdle a 45 heures, alors que AT rejoint FT a 22 heures et atteint 15%, i.e. 14% du
controle.

L’utilisation du fluoranthéne par les 4 consortia FT, PT, PY et AT est donc beaucoup
plus rapide que ne le laissait présager la mesure de 1’absorbance a 600 nm : elle commence
dés I’exposition mais n’est pas mesurable en termes de biomasse par cette méthode.
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Apres 30 heures d’incubation, il semble qu’un palier soit atteint pour l€s 4 consortia :
aprés 30 heures d’incubation, il reste de 14% & 24% (calculé par rapport 2 la teneur du
contrdle a 30 heures), soit une moyenne de 20%, du fluoranthéne mis en solution.

VIL.2.5 - Dégradation du pyréne

Les contrbles de pertes biotiques et abiotiques sur le pyréne ont des teneurs & 45
heures de 85% par rapport au pyréne initial pour FT et 95% pour PT, PY et AT (Figures
VIL2.5-a et VIL2.5-b).

Ainsi, FT dégrade peu le pyréne avant 25 heures d’incubation, et & 45 heures il reste
50% du pyréne initialement en solution, soit 60% en tenant compte du controle.
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Figure VIL2.5-a : Suivi de la teneur en pyréne d’une solution de milieu minéral

initialement saturée inoculée avec les consortia FT et PT par spectrométrie d’émission de
fluorescence (A, =254 nm ; A_ =372 nm).
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Figure VIL.2.5-b : Suivi de la teneur en pyréne d’une solution de milieu minéral
initialement saturée inoculée avec les consortia PY et AT par spectrométrie d’émission de

fluorescence (A, =254 nm ; A_ = 372 nm).
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Les courbes de dégradation de PT et PY ont des allures similaires : ce sont les
consortia pour lesquels la dégradation débute le plus rapidement. PT et PY atteignent
respectivement 35% et 37% du pyréne initial en tenant compte des témoins.

La dégradation par AT est plus lente et atteint 47% en 45 heures.

VIIL.2.6 - Bilan

La dégradation du fluoranthéne par ces 4 consortia est de ’ordre de 80% (de 76%
pour PT & 86% pour AT) en 30 heures. Les résultats obtenus sont résumés dans le Tableau
VIL.2.6-a.

Sachant que la solubilité du fluoranthéne en solution aqueuse est de 0,26 mg/l (cf.
Tableau IIl.4.1-a), cela signifie que la concentration résiduelle en fluoranthéne damns la
solution est sans doute de 0,052 mg/l, i.e. 52 ppb. “ '

Les 4 consortia PT, AT, FT et PY ont consommé (Tableau VIIL.2.6-b) en moyenne

30 pg de fluoranthéne en 45 heures (et méme 30 heures).

Fluoranthéne Phénanthréne Pyrene Anthracene
PT 76% 99% 65% 69%
AT 86% 5% 53% 95%
FT 83% 15% ‘40% 60%
PY 78% 99% 63% 60%

Tableau VII.2.6-a : Taux de dégradation (%) du fluoranthéne, du phénanthréne, du
pyréne et de I’anthracéne en solution saturée par les consortia FT, PT, PY et AT apres 45
heures d’incubation.

La dégradation du phénanthréne en solution par les consortia PT et PY peut étre
considérée comme totale en respectivement moins d’une heure et moins de 20 heures. Sa
solubilité aqueuse étant de 1,3 mg/l, la dégradation du phénanthréne est de 1’ordre de 99%, la
concentration résiduelle en solution est donc de 0,013 mg/l, soit 13 ppb.

Bien que nous ayons vu an VIL1.1 que la croissance des consortia FT et AT sur le
phénanthréne était similaire & celle de PY (phases de latence courtes), la dégradation du
phénanthréne en solution est moins rapide pour FT et AT que pour PY. Elle est méme bien
plus faible aprés 45 heures d’incubation pour AT (Tableau VII.2.6-a). Deux explications sont
alors possibles.

L’échelle de temps de ces essais de suivi de dégradation en fluorescence est bien plus
courte que I’échelle de temps des essais de croissance réalisés au VIL1.1. 11 est donc difficile
de comparer les courbes de croissance du VIL.1.1 et les taux de dégradation obtenus ici. Pour
AT, la phase de latence située entre 3 et 7 jours, cela peut expliquer pourquoi la dégradation
du phénanthréne par AT est trés faible avant 45 heures d’incubation. En outre, les quantités de
phénanthréne mises en jeu sont bien plus faibles ici qu’au VII.1.1 (environ 77 fois plus
faibles). Comparer les expériences est donc hasardeux.

Peut-étre le consortium AT n’est pas capable d’utiliser le phénanthréne sous forme
soluble et la croissance microbienne a lieu directement au contact des cristaux de
phénanthréne.

Ainsi, il semble que PY s’adapte plus rapidement a I’utilisation du phénanthréne
comme source carbonée que FT et que AT.
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PT et PY ont consommé 193 g de phénanthréne en 45 heures (Tableau VIL2.6-b). FT
a consommé 29,3 pg de phénanthréne, ce qui est proche de sa consommation de fluoranthéne
de 32,4 pg. Quant a AT, sa consommation de phénanthréne est de 9,8 ug, ce qui est proche de
sa consommation d’anthracéne, 9,9 ug, et de pyréne, 11,1 ug. :

Fluoranthene Phénanthréne Pyrene Anthracene
PT 29,6 193,0 13,6 7,2
AT 33,5 9,8 11,1 9,9
FT 324 29,3 8,4 6,3
PY 30,4 193,0 12,6 6,3

Tableau VIL.2.6-b : Quantités de fluoranthéne, phénanthréne, pyréne et anthracéne
consommées (en 1g) par les consortia FT, PT, PY et AT aprés 45 heures d’incubation.

Pour FT et AT, la dégradation ne semble pas terminée apreés 45 heures d’incubation
avec le pyréne, la dégradation atteinte étant égale respectivement & 40% et 53% (Tableau
VIL.2.6-a). ,

Pour PT et PY, un palier est atteint vers 20 heures d’incubation pour une dégradation
de respectivement 65% et 63%. La solubilit€ du pyréne en solution aqueuse étant égale a
0,14 mg/l, 1a concentration résiduelle en pyréne est donc de 0,050 mg/l, i.e. 50 ppb (comme
pour le fluoranthéne). )

PT et PY ont consommé environ 13 pg (Tableau VII.2.6-b) de pyréne en 45 heures.

AT en a consommé 11,1 ug, ce qui est proche de sa consommation de phénanthréne et
d’anthracéne (environ 10 ug).

FT en a consommé 8,4 pg, ce qui est proche de sa consommation d’anthracéne.

Pour I’anthracene, des limites semblent atteintes pour les 4 consortia a 45 heures. La
solubilit¢ en solution aqueuse de 1’anthracéne étant de 0,07 mg/l, cela signifie que les
concentrations résiduelles en anthracéne sont respectivement de 0,028 mg/l, 0,021 mg/l,
0,028 mg/l et 0,0035 mg/l, i.e. 28 ppb, 21 ppb, 28 ppb et 3,5 ppb pour les consortia FT, PT,
PY et AT.

FT et PY ont consommé 6,3 g d’anthracéne en 45 heures, ce qui est proche de celle
de PT, égale a 7,2 pg (Tableau VII.2.6-b).

AT a consommé 9,9 pg d’anthraceéne, ce qui est similaire & ses consommations de
phénanthréne (9,8 ug) et de pyréne (11,1 ug).

Donc, si nous nous référons au Tableau VIL2.6-b, les 4 consortia PT, AT, FT et PY
consomment environ la méme quantité de fluoranthéne (de 29,6 a 33,5 pg), d’anthraceéne (de
6,3 29,9 ug) et de pyrene (de 8,4 a 13,6 ug).

Pour le phénanthréne, les différences entre les consortia sont plus marquées. PT et PY
en ont consommé 193 ug en 45 heures (et méme en 30), alors que FT 29,3 pg et AT 9,8 ug.
Les mécanismes de dégradation du phénanthréne par ces consortia sont peut-€tre simplement
plus lents & se mettre en ceuvre chez FT et AT que chez PT et PY.

VIL.3 - Deuxiéme exposition aux sources carbonées
Aprés avoir déterminé si les différents consortia sélectionnés pouvaient pousser sur

d’autres HAP que les HAP de sélection, i.e. s’ils pouvaient se révéler suffisamment
aspécifiques pour étre intéressants en dépollution, nous avons voulu mener une étude
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comparative de ces consortia : & partir de conditions initiales identiques, quelles sont leurs
différences de comportement vis-a-vis des différents HAP ?

Aussi, il est intéressant de comparer les consortia pour une méme source de carbone,
ce que nous avons fait en utilisant le fluoranthéne, le phénanthréne, le pyréne, 1’anthracéne et.
le fluoréne comme source de carbone pour les consortia'oll un phénomeéne avait lieu au VIL1.

Cette fois, nous utilisons les consortia aprés culture sur le HAP correspondant : pour
tous les essais, il s’agit donc d’une deuxiéme exposition, sauf PT sur le phénanthréne, FT sur
le fluoranthéne, PY sur le pyréne et AT sur anthracéne. L3, il s’agit de plus de la deuxiéme
exposition (a cause du mode de sélection des consortia). Donc, logiquement (cf. 1.4.1.1), la
production de métabolites et/ou la biodégradation devraient €tre plus fortes dans ce cas.

Nous suivons 1’absorbance a 600 nm (Abs,,, ) du milieu de culture pour la croissance,
P’absorbance a4 300 nm ou 400 nm (Abs) du surnageant de culture pour la production et
Paccumulation de métabolites, et le rapport des deux. Ce rapport permet de comparer
P’accumulation de produits de dégradation entre les différents consortia. Abs,, _ et Abs (300
nm ou 400 nm) évaluant respectivement la biomasse microbienne et la quantité de métabolites
accumulés, leur rapport évalue la quantité de produits accumulés par unité de biomasse. Cette
évaluation est grossiére, mais significative. Elle permettra de comparer les « performances »
des consortia. Seules les courbes les plus caractéristiques sont données dans la suite.

VIIL.3.1 - Phénanthréne
Les croissances des consortia AT, FT, PT et PY sur le phénanthréne sont trés voisines,
celle de PT étant la plus forte (Figure VIL.3.1-a).

Aucune phase exponentielle de croissance n’est mise en évidence en représentation
semi-logarithmique.

Mais pour les 4 consortia, aprés une phase de latence inférieure a 5 jours, on remarque
une premiére phase de croissance linéaire, suivie d’une phase presque stationnaire, elle-méme
suivie d’un nouveau début de croissance aprés 70 jours de culture.
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Figure VIIL.3.1-a : Courbes de croissance'ralgss %gl)sortia FT, PT, PY et AT sur le
phénanthréne (2™ exposition).
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Peut-étre y-a-t-il eu production d’agents solubilisants (surfactants) au cours de cette
phase stationnaire, qui a permis un redémarrage de la croissance microbienne ?
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Il peut aussi s’agir de ’émergence d’une nouvelle population bactérienne, qui
réprimée avant 70 jours, prend alors le dessus. Les aspects des cultures en coloration de Gram
ne semblent pas modifiés, mais si cette nouvelle population est constituée de bactéries
Gram-négatives, nous ne sommes pas capables d’évaluer ces modifications pour les cultures
sur phénanthrene. ,

Les temps de latence sont toujours trés courts pour tous les consortia. Pour le
consortium PT, la phase de croissance jusqu’a 40 jours est linéaire. En ce qui concerne les
surnageants de culture, pour les 4 consortia 1’absorbance & 300 nm varie lentement de 0,1 &
0,5 entre O et 40 jours, puis une nette augmentation (pente plus forte) apparait entre 40 et 70
jours : il y a accumulation de composés absorbant 2 300 nm.
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Figure VIL3.1-b : Suivi du rapport de I’absorbance & 300 nm des surnageants de
culture sur ’absorbance a 600 nm des cultures des consortia FT, PT, PY et AT sur le
phénanthréne (2™ exposition).

Quand nous représentons 1’accumulation & 300 nm par unité de biomasse (Figure
VIL.3.1-b), tous les consortia sont équivalents, les profils des courbes et leurs fluctuations
étant identiques. Ainsi, il n’y a pas toujours les mémes proportions de produits de dégradation
au cours de la culture dans les surnageants, mais pour différents consortia a un temps donné,
les proportions relatives des composés produits lors de la consommation du phénanthréne sont
les mémes.

VIL.3.2 - Anthracéne

Aucune phase de latence n’est mise en évidence sur les courbes de croissance de FT,
PT, PY et AT sur I’anthracéne, i.e. elles sont inférieures a 3 jours dans tous les cas (Figure
VIL.3.2-a). _

Nous n’observons pas de phase exponentielle de croissance, ni de phase linéaire, mais
la croissance est réguliére, et les courbes peuvent toutes étre approchées par des polynémes de
degré 3 avec des bons coefficients de corrélation (0,99).

La croissance de AT sur I’anthracéne est la plus faible, bien que I’anthracéne soit le
HAP de sélection de AT. Mais 1’anthracéne a la plus faible solubilité aqueuse (0,07 mg/1). La
croissance de PT est supérieure a celle de PY, elle-méme supérieure a celle de FT.



Résultats et Discussion ' Page 146

Si I’ordre des solubilités aqueuses était respecté, la croissance la plus forte devrait étre
celle de PT, puis FT, puis PY, puis AT. Or, cela n’est pas tout a fait le cas, la solubilité aqueuse
n’étant pas le seul facteur déterminant. Ce probléme a déja été évoqué au VII.1.5.
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Figure VIL3.2-a : Courbes de croissance des consortia FT, PT, PY et AT sur
I’anthracéne (2™ exposition).

Mais, en termes d’absorbance & 300 nm des surnageants de culture, les observations sont
moins nettes (courbes non indiquées ici). Les courbes sont quasiment identiques jusqu’a 40 jours,
puis I’accumulation globale est plus faible pour AT que pour PT, que pour FT et PY.
L’accumulation des produits absorbant & 300 nm ne suit pas le profil de croissance, en particulier
I’accumulation n’est mesurable qu’apreés 10 jours pour FT.

Ceci est illustré dans la Figure VIL.3.2-b, oui I’accumulation par unité de biomasse est plus
forte pour AT que pour PT, que pour PY, avec des fluctuations paralléles. D’apres les spectres
d’absorption UV-visible des surnageants de culture, les produits de dégradation de 1’anthracéne
semblent les mémes pour FT, PT, PY et AT.

L’accumnulation dans FT commence aprés 10 jours : la production de métabolites est
mesurable plus tard que la croissance, puis devient paralléle aux autres.

AT, qui a la croissance et I’accumulation globale les plus faibles, a une « productivité »
plus élevée que PY et PT. A biomasse €gale, la biotransformation de I’anthraceéne est sans doute
plus importante pour AT que pour PY et PT.
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(Absorbance du snmagant i 300 nm/absorbance du milien & 600 nm)
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Figure VIL.3.2-b : Suivi du rapport de 1’absorbance a2 300 nm des surnageants de culture

sur 1’absorbance 4 600 nm des cultures des consortia FT, PT, PY et AT sur I’anthracéne (2°™
exposition).

VIL.3.3 - Fluoranthéne

Dans les mémes conditions initiales et de culture, les croissances des consortia FT, PT,
PY et AT sur le fluoranthéne sont assez différentes (Figure VIL.3.3-a).

Seul FT présente une phase de croissance exponentielle.
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Figure VIL.3.3-a : Courbes de croissance des consortia FT, PT, PY et AT sur le
fluoranthéne (2*™ exposition).

Bien que les consortia aient déja tous été exposés (une fois pour PT, AT et PY) au
fluoranthéne, une phase de latence de 23 jours existe pour FT, PT et AT, contre 12 jours pour PY.
Ces phases étaient de 10, 20 et 20 jours pour PT, AT et PY au VIL1.1 lors de la premiére
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exposition au fluoranthéne. Nous nous attendions & ce que FT ait la phase de latence la plus
courte (cf. L4.1.1), mais en fait seule la phase de latence de PY a diminué. En outre, la croissance
de PT est plus faible & la deuxiéme exposition au fluoranthéne.

A la Figure VII.3.3-b est représentée 1’absorbance a 300 nm des surnageants des cultures
réalisées sur le fluoranthéne. Les profils obtenus pour les surnageants des cultures de FT, PY et
AT sont similaires aux profils de croissance de la Figure VII.3.3-a, dans le sens ot il existe une
augmentation régulieére assez paralléle, i.e. une accumulation réguliere de produits absorbant a
300 nm.

Mais le surnageant de la culture de PT sur le fluoranthéne se distingue car 1’absorbance
mesurée est bien plus élevée (4 a 72 jours, contre 1,6 pour FT et AT et 0,9 pour PY), alors que la
croissance était la plus faible de tous les consortia.
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Figure VIL3.3-b : Suivi de I’absorbance & 300 nm des surnageants de culture des
consortia FT, PT, PY et AT sur le fluoranthéne (2™ exposition).

Aussi, quand la croissance a lieu (aprés les phases de latence), nous voyons a la Figure
VI1.3.3-c que le rapport représentant le taux d’accumulation de métabolites par unité de biomasse
est quasiment constant pour FT, PY et AT et qu’il fluctue respectivement entre 4 et 5,2 et 3, 1 et
3 avec des variations similaires pour ces consortia. La quantité de produits de dégradation
(absorbant 4 300 nm) par unité de biomasse est donc plus forte pour FT que pour PY, que pour
AT, mais les proportions des différents produits dans les surnageants semblent suivie la méme
tendance pour ces consortia.

Pour PT, cette variable augmente jusqu’a 62 jours d’incubation. Toutefois, 1’allure globale
peut étre la méme que pour les autres consortia avec un effet d’amplification d’échelle. PT est
plus « productif » que les autres consortia : pour une méme biomasse, davantage de produits de
dégradation semblent étre accumulés dans le surnageant de culture. Il se peut aussi que les
produits de la dégradation du fluoranthéne par PT absorbent plus & 300 nm que les produits de
dégradation du fluoranthéne par AT, FT et PY.
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(Absorbance & 300 naVAbsorbance & 600 nm)
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Figure VIL.3.3-c : Suivi du rapport de I’absorbance 2 300 nm des surnageants de culture
sur ’absorbance 2 600 nm des cultures des consortia FT, PT, PY et AT sur le fluoranthéne
(2™ exposition).

VIL.3.4 - Pyréne _

Les courbes de croissance de FT, PY et AT sur le pyréne sont quasiment superposables,
les phases de latence étant respectivement de moins de 3 jours, 5 jours et 5 jours.

Pour le consortium PT, la phase de latence est égale a celle observée lors de la premiére
exposition du consortium au pyrene, i.e. 40 jours (Figure VIL.3.4-a).
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Figure VIL.3.4-a : Courbes de croissance des consortia FT, PT, PY et AT sur le pyréne
(2™ exposition).
Une fois la croissance débutée, des phases linéaires de croissance sont mises en évidence
pour les 4 consortia. Nous avons vu que cela correspond & une limitation de la croissance
microbienne par le taux de transfert des HAP vers la phase aqueuse.
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En ce qui concerne 1’absorbance 4 300 nm (courbes non indiquées ici) des surnageants de
culture, les profils sont similaires 2 ceux de I’absorbance 4 600 nm. La concentration des
composés absorbant & 300 nm est fixée par la biomasse.

A la Figure VII.3.4-b, nous voyons que I’accumulation par unité de biomasse est similaire
pour tous les consortia, sauf PT : mémes fluctuations, amplitudes similaires.

Les proportions dans les surnageants de culture des composés produits au cours de
I’utilisation du pyréne par ces consortia sont quasiment identiques entre consortia pour un temps
donné.

En ce qui concerne PT, 1a phase de croissance mesurée est trop courte pour conclure.
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Figure VIIL.3.4-b : Suivi du rapport de I’absorbance & 300 nm des surnageants de culture
sur I’absorbance & 600 nm des cultures des consortia FT, PT, PY et AT sur le pyréne (2™
exposition).

VIL.3.5 - Fluoréne
Aucune croissance de PT et FT sur le fluoréne n’est décelable par la mesure de
I’absorbance a 600 nm : il y a seulement de petites fluctuations autour de la valeur initiale.

Par contre, en suivant 1’absorbance a2 400 nm, la biotransformation déja décrite aux
VII.1.3 et VIL1.S est mise en évidence (Figure VIL3.5-a). Elle débute aprés 20 jours
d’incubation, et est plus €levée sur FT que sur PT.
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Figure VIL.3.5-a : Suivi de I’absorbance & 400 nm des surnageants de culture des
consortia FT et PT sur le fluoréne (2™ exposition).

VIL.3.6 - Bilan

Sur le fluoranthéne, la croissance des consortia FT, PT, PY et AT est toujours observée, et
les phases de latence ne diminuent pas significativement, sauf pour PY. Nous observons une
phase linéaire de croissance pour PY et AT, ce qui semble indiquer que la croissance de ces
consortia est limitée par I’apport en fluoranthéne. Cette hypothése a été retenue par Volkering et
al. (1992) qui ont observé une croissance linéaire de la concentration en biomasse de bactéries sur
des HAP et I’ont reliée a la croissance linéaire des bactéries et des levures observée sur les
substrats faiblement solubles (cf. I11.5.2.1).

Les produits formés au cours de I’utilisation du fluoranthéne par FT, PY et AT semblent
identiques et en proportions similaires, alors que 1’accumulation est bien plus élevée pour PT,
pour lequel les proportions relatives des produits formés semblent différentes.

Sur le phénanthréne, les phases de latence pour les consortia FT, PT, PY et AT sont
inférieures ou égales a 5 jours. Les courbes de croissance présentent une phase linéaire jusqu’a 40
jours, c’est-a-dire une limitation par la quantit¢ de phénanthréne disponible, puis une phase
stationnaire, et ensuite la croissance reprend : il y a peut-étre production d’agents solubilisants ou
émergence d’une nouvelle population bactérienne. Les réactions de dégradation du phénanthréne
peuvent en effet impliquer les différentes populations constituant le consortium PT de manicre
séquentielle, ces populations bactériennes ayant trés certainement des vitesses de croissance
différentes les unes des autres. Cette seconde hypothése est possible seulement s’il s’agit de
bactéries Gram-négatives, puisque les observations en microscopie optique ne présentent pas des
aspects différents entre ces phases de croissance.

Les produits de l'utilisation du phénanthréne semblent identiques et en mémes
proportions relatives pour les 4 consortia (Figure VIL.3.1-b).

Sur le pyréne, les croissances de FT, AT et PY sont identiques, avec des phases de latence
inférieures & 5 jours. Des phases linéaires sont mises en évidence, ce qui signifie que la
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croissance est limitée par la disponibilité du pyréne (son accessibilité aux consortia n’est pas
optimale). ,
Pour PT, la croissance est tardive puisque la phase de latence est de 40 jours : elle est
identique a celle de la premiére exposition de PT au pyréne (Figure VIL.1.1.1-a). Il semblerait que
I’adaptation a I’utilisation du pyréne ait 2 nouvean lieu.
En ce qui concerne les produits formés au cours de I’utilisation du pyréne, ils semblent
identiques et en proportions relatives égales (une fois la croissance débutée).

Sur I’anthracéne, la croissance des 4 consortia est immédiate, ni linéaire, ni exponentielle.
Les produits formés semblent identiques, AT ayant la productivité la plus élevée.

Sur le fluoréne, aucune croissance microbienne n’est observée par la mesure de
I’absorbance 4 600 nm, mais il existe toujours une biotransformation nette aprés 20 jours pour FT
et PT. Les spectres d’absorption UV-visible des surnageants de culture sont identiques pour ces 2
consortia, seule I’intensité de 1’absorbance est plus forte avec FT qu’avec PT. Il semble donc ici
que FT ait une capacité de biotransformation du fluoréne supérieure a celle de PT.

VI1.4 - Effet de I’addition de surfactant

Nous avons vu précédemment que les différents consortia avaient des croissances plut6t
lentes sur les différents HAP étudiés, les courbes de croissance étant souvent des portions de
droite. Cela révéle une limitation de la croissance due a la faible solubilité des HAP en solution
aqueuse.

Un des moyens communément préconis€é pour surmonter ce probléme est I’addition de
surfactant qui augmente artificiellement la concentration aqueuse en HAP (cf.IIL5.5).

Les biosurfactants sont proposés préférentiellement aux surfactants synthétiques car ces
derniers posent souvent un probléme de toxicité et peuvent étre eux-mémes considérés comme
des polluants, alors que les biosurfactants sont souvent biodégradables.

Utilisés a des concentrations supérieures a leur CMC (Concentration de Micelle Critique),
ils peuvent piéger les contaminants dans les micelles et les rendre non disponibles pour la
biodégradation. Une compétition entre le surfactant et le polluant, des interactions fortes avec les
surfaces bactériennes sont possibles (Putcha and Domach, 1993 ; Deschénes et al., 1996 ;
Tsomides et al., 1995). Cela a été détaillé au ITL.5.5.

Aussi, Aronstein and Alexander (1993), et Bury and Miller (1993) ont observé que la
biodégradation peut étre améliorée par I’addition de surfactant en decd de leur CMC, ou en
présence de micelles de surfactant.

Ainsi, le Tween 80 (Sigma) est un biosurfactant commercial produit par Ps. aeruginosa
ATCC 9721. Strong-Gunderson and Palumbo (1995) ont observé que le Tween 80, a des
concentrations inférieures ou égales a la CMC, augmentait la biodisponibilité du toluéne et du
naphtaléne. Mueller et al. (1989b, 1990) I'ont utilisé & 0,02% pour augmenter la solubilité du
fluoranthéne en solution aqueuse et améliorer le temps de génération de la souche de
Pseudomonas cepacia EPA505 de 21 heures (en absence de Tween 80) 4 11 heures (en présence
de Tween 80). Dingyi et al. (1996) ont aussi travaillé dans les mémes conditions. Enfin,
Kotterman et al. (1998) I’ont également utilis€ dans leurs expériences.
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Nous 1’avons donc choisi car il s’agit d’un biosurfactant, produit par Ps. aeruginosa. Or,
de nombreuses souches isolées dans les consortia sont des Ps. aeruginosa, on peut donc penser
que I’addition de Tween 80 aux cultures permettra d’avancer des phénoménes qui auraient lieu
plus tard en I’absence de Tween 80. En outre, il est facilement disponible et son cofit peu élevé.

Nous avons choisi de travailler 2 0,03% et 0,01% de Tween 80, 0,03% correspondant 4 la
CMC d’aprés Strong-Gunderson and Palumbo (1995). Nous travaillons donc a et en-dessous de
la CMC. Des contrles de croissance, non illustrés ici, nous ont montré que les consortia n’étaient
pas capables de croitre sur du milieu MSM contenant 0,01% ou 0,03% de Tween 80.

Nous avons choisi de suivre FT sur le fluoranthéne, PT sur le phénanthréne, PY sur le
pyrene et AT sur ’anthracéne car nous n’avions pas la possibilit€ de suivre toutes les
combinaisons (place et temps). Comme nous avons vu précédemment qu’il-existe de nombreuses
similarités entre les consortia sur une méme source carbonée, nous avons choisi de suivre chaque
consortium sur son HAP de sélection.

Nous n’avons mené les expériences que jusqu’a 30 jours d’incubation car nous avons
travaillé ici avec un inoculum (Abs,y, . ... =0,1) plus important que précédemment, mais aussi a
cause des aspects observés auparavant. Des témoins de croissance des consortia en présence de
Tween 80 4 0,03% et 0,01% ont été réalisés parallélement et aucune croissance sur le Tween n’a
été observée. ’

VIL4. 1- Croissance de PT sur le phénanthréne
Les courbes de croissance de PT sur le phénanthréne en présence de Tween 80 (0,03% et
0,01%) ou non sont linéaires : elles peuvent étre approchées par des droites avec des coefficients

de corrélation de 0,99 (Figure VI 4.1-a).
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Figure VIL4.1-a: Courbes de croissance %?qui‘mz)ur le phénanthreéne en présence de
Tween 80 (0,03% ; 0,01% ; 0%).

En effet, nous avions bien observé une croissance linéaire de PT jusqu’a 30 jours de
culture 2 la Figure VIL.3.1-a. Aucune phase de latence n’est mise en évidence a nouveau.
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La croissance de PT seul est meilleure qu’en présence de Tween 80 & 0,01%, elle-méme
meilleure qu’avec 0,03% de Tween 80 : la presence de Tween 80 inhibe donc la croissance de PT
sur le phénanthréne.

Dans tous les cas, les croissances sont linéaires, elles sont donc sans doute toujours
limitées par le taux de dissolution. Putcha and Domach (1993) ont supposé qu’il pouvait y avoir
un phénoméne de piégeage du phénanthréne par les micelles de surfactant. Les surfactants
changent la répartition des charges, ce qui peut étre défavorable a I’activit€ enzymatique ou
bactérienne (action sur les membranes).

VIL4.2 - Croissance de AT sur ’anthracéne

La courbe de croissance de AT sur 1’anthracéne (Figure VII.4.2-a) sans Tween 80 a la
méme allure qu’a la Figure VII.3.2-a jusqu’a 30 jours. Aucune phase exponentielle de croissance
n’est mise en évidence en coordonnées semi-logarithmiques.

La croissance de AT sur I’anthracéne en présence de Tween 80 a 0,03% et 0,01% est
linéaire, il y a donc un probléme de disponibilité de 1’anthracéne (piégeage), elle est inhibée en
présence de surfactant.

Aucune phase de latence n’est mise en évidence pour les 3 conditions de culture.
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Figure VIL.4.2-a: Courbes de croissance de ('K‘il sur I’anthracéne en présence de
Tween 80 (0,03% ; 0,01% ; 0%).

VIL4.3 - Croissance de FT sur le fluoranthéne
Nous constatons que nous retrouvons bien 1’aspect, en I’absence de Tween 80, de la
courbe de croissance de la Figure VII.3.3-a, avec une phase de latence plus courte €gale a 3 jours.

Aucune phase de latence n’est mise en évidence en présence de Tween 80.
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En coordonnées semi-logarithmiques, FT présente une phase linéaire, sa croissance est
donc exponentielle entre 5 et 20 jours. Cela n’est pas le cas en présence de Tween 80, ol aucune
phase linéaire ou exponentielle de croissance n’est observée (Figure VIL.4.3-a).

Le Tween 80 accélére le démarrage de la croissance de FT sur le fluoranthéne, mais
semble la freiner, voire I’inhiber quand la concentration de biomasse augmente.

Au départ, il améliore sans doute la disponibilit¢é du fluoranthéne pour Iles
micro-organismes, ensuite il semble qu’il empéche la croissance sur le fluoranthéne, soit par un
phénomeéne de pi€geage du fluoranthéne, soit par un effet toxique. Nous retiendrons plutdt cette
seconde hypothése car le piégeage du fluoranthéne par le surfactant devrait impliquer une
croissance linéaire de FT sur le fluoranthéne en présence de Tween.

Sans surfactant, la croissance de FT augmente: le consortium produit peut-Etre des
surfactants mieux tolérés par les micro-organismes, qui améliorent la disponibilit€¢ du

fluoranthéne.
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Figure VII.4.3-a: Courbes de croissance de FT sur le fluoranthéne en présence de

Tween 80 (0,03% ; 0,01% ; 0%).

VI1.4.4 - Croissance de PY sur le pyréne

Aucune phase de latence n’est observée a la Figure VIL.4.4-a. La courbe de croissance de
PY sans Tween 80 est linéaire (cf. Figure VIL.3.4-a jusqu’a 30 jours), la phase de latence étant
plus courte ici : 0 jour contre 5 jours avant.

Les courbes de croissance en présence de Tween 80 présentent 2 phases linéaires entre 3
et 20 jours, puis une chute de 1’absorbance a2 600 nm apparait alors que PY continue a croitre.

Jusqu’a 25 jours, la croissance en présence de 0,01% Tween 80 est meilleure qu’a 0%,
elle-méme meilleure qu’a 0,03%. 11 y a inhibition de la croissance & la CMC du Tween 80, sans
doute due au piégeage du pyréne dans les micelles de surfactant, alors qu’a 0,01%, i.e. en dega de
la CMC, la disponibilité du pyréne est augmentée.
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Sans doute un phénomeéne de toxicité du Tween 80 envers le consortium PY apparait
apres 25 jours de culture.

Absorbance & 600 nm
06 [T~ T T T T T T [T
- | === PY, 0,03% Tween 80 I i '

05 [ | =—e—PY, 0,01% Tween 80
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Figure VI1.4.4-a : Courbes de croissance de PY sur le pyréne en présence de Tween 80
(0,03% ; 0,01% ; 0%).

VII.4.5 - Bilan

Pour le phénanthréne et I’anthracéne, la présence de Tween 80 inhibe la croissance des
consortia étudiés. I1 n’y a de phase de latence ni en présence, ni en absence de Tween 80. Les
courbes de croissance étant linéaires en présence de Tween 80 et la croissance meilleure 2 0,01%
de Tween 80 qu’a 0,03%, il peut s’agir d’un piégeage de ces HAP par le Tween. Il peut aussi
s’agir d’un phénomene « toxique » du Tween 80 sur les consortia PT et AT a la concentration de
0,03%, qui n’existerait pas & 0,01% (concentration plus faible).

Pour le fluoranthéne, il y a un effet accélérateur avec la concentration en Tween 80
jusqu’a 22 jours de culture, puis une inhibition. La disponibilité du fluorantheéne est donc sans
doute augmentée par la présence de Tween 80, puis un phénomene de toxicité pour le consortium
FT apparait.

0,01 % Tween SO 0,03% Tween SO

FT |Accélere la croissance jusqu’a 22 jours, | Accélére la croissance jusqu’a 22 jours,
puis I’inhibe (chute de ’Abs, ). puis I’inhibe (chute de I’Abs., ).

PT |Ralentit la croissance Ralentit la croissance

PY | Accélere la croissance jusqu’a 25 jours, |Ralentit la croissance puis 1’inhibe
puis I’inhibe (chute de ’Abs.,, ). (chute de I'Abs,,, ).

AT |Ralentit la croissance Ralentit la croissance

Tableau VIIL.4.5-a : Bilan des effets du Tween 80 a 0,03% et 0,01% sur la croissance
des cultures de FT sur le fluoranthéne, PT sur le phénanthréne, PY sur le pyréne et AT sur
I’anthracéne.
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De méme pour le pyréne, les effets varient : 2 0,03% de Tween 80, il semble qu’il y ait
piégeage du pyréne et inhibition de la croissance de PY, alors qu’a 0,01% de Tween 80, il y
augmentation de la disponibilité€ du pyréne, ce jusqu’a 25 jours de culture. '

Ensuite, I’absorbance & 600 nm des cultures en présence de Tween 80 diminue, sans doute
un effet toxique apparait.

Ainsi, les effets observés varient en fonction de la concentration en Tween 80 utilisée et
en fonction du consortium étudié (Tableau VII.4.5-a). L’augmentation de la solubilité apparente
n’est donc pas essentielle pour augmenter la croissance des consortia sur les différents HAP. Les
problémes pouvant se greffer a I'utilisation de surfactants revus dans notre bibliographie
(cf.IIL.5.5) sont bien illustrés ici.

L’utilisation de surfactants pour améliorer la biodégradation des HAP est donc a étudier
au cas par cas. En outre, il n’est pas certain que les phénomenes observés en solution soient
représentatifs des phénomenes intervenant dans les sols.

VILS - Effet de la quantité de cristaux présente

Nous savons que la quantité de cristaux de HAP présente dans le milieu de culture peut
considérablement modifier la croissance microbienne. En augmentant la quantité de cristaux, la
surface de contact des cristaux avec la phase aqueuse (surface de transfert) ou avec les
micro-organismes est également augmentée, puisque nous sommes en culture agitée
(110 tours/mn).

Si la croissance microbienne est plus rapide (aux temps faibles) quand la quantité de
cristaux en suspension augmente, alors la surface de contact est effectivement essentielle pour
nous. Nous avons en outre observé au microscope optique que des micro-organismes sont
présents a la surface des cristaux de HAP.

De plus, cela signifie que la solubilité aqueuse n’est pas primordiale : si le polluant est
peu soluble, il peut étre transformé rapidement méme s’il n’est pas en solution. Peut-Etre est-ce
d’ailleurs parce que les HAP sont peu solubles en solution aqueuse que les bactéries sont obligées
d’aller chercher leur substrat sur les cristaux pour se nourrir.

Nous désignerons par FT1 la croissance du consortium FT sur du fluoranthéne a 1 mg/ml,
FT2 a 2 mg/ml, FT5 2 5 mg/ml et FT10 a 10 mg/ml. Cette nomenclature est appliquée aussi a
PT, PY et AT.

VIL5.1 - PT sur le phénanthréne
Nous observons que PT10>PT5>PT2>PT1 (Figure VILS.1-2).

Les vitesses initiales de croissance augmentent avec la quantité de cristaux présents en
solution. Les courbes de croissance de PT1 et PT2 sont linéaires, il y a donc limitation de la
croissance de PT par la disponibilité de phénanthréne, alors que les croissances de PT5 et PT10
sont exponentielles.
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Pour ces derniéres quantités de phénanthréne, il n’y a donc plus limitation de la croissance
microbienne : la surface de transfert , ou de contact, est suffisamment importante pour que la
croissance soit maximale dans les conditions utilisées (température, pH, agitation).

Absorbance & 600 nm
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Figure VIL.5.1-a: Courbes de croissance de PT sur le phénanthréne en présence de

différentes quantités de cristaux de HAP. _
PT1=1mg/ml ; PT2 =2 mg/ml ; PT5 =5 mg/ml ; PT10 = 10 mg/ml.

C’est donc bien la faible disponibilité du substrat (phénanthréne) qui provoque la linéarité
de la croissance de PT a 1 et 2 mg/ml de cristaux.

VILS5.2 - AT sur I’anthracéne
Seule la courbe de croissance de AT1 est lin€aire (Figure VII.5.2-a): il y a une limitation
de la croissance due a la quantité de substrat disponible.

Nous observons que AT10>AT5>AT2>AT]1 jusqu’a 25 jours d’incubation.

L’augmentation de la quantit€ de cristaux d’anthracéne accélére la croissance
microbienne jusqu’a 25 jours.

La vitesse initiale de croissance étant plus élevée, cela semble indiquer que c’est
I’augmentation de la surface de contact des cristaux qui permet cette accélération de la croissance
microbienne.

Nous n’avons pas évoqué les spectres d’absorption UV-visible des surnageants de culture
car ils sont semblables & ceux déja précédemment décrits.
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Figure VIL5.2-a: Courbes de croissance de AT sur ’anthracéne en présence de
différentes quantités de cristaux de HAP.
ATI1 =1 mg/ml ; AT2 =2 mg/ml ; AT5 =5 mg/ml ; AT10 = 10 mg/ml.

VILS.3 - FT sur le fluoranthéne
Nous observons que FT10>FTS>FT2>FT1 (Figure VIILS.3-a).
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Figure VIL.5.3-a: Courbes de croissance de FT sur le fluoranthéne en présence de
différentes quantités de cristaux de HAP.
FT1=1mg/ml ; FT2 =2 mg/ml ; FT5 =5 mg/ml ; FT10 = 10 mg/ml.

Pour FT1 et FT2, la croissance est linéaire, elle est donc limitée par la disponibilité¢ du
substrat fluoranthéne. La croissance n’est pas linéaire pour FT5 et FT10, mais n’est tout de méme
pas exponentielle (donc pas maximale).
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La vitesse initiale de croissance de FT10 est supérieure & celles de FT1, FT2 et FT5.
L’augmentation de la surface de contact des cristaux & 10 mg/ml améliore donc la croissance
bactérienne. :

La croissance est beaucoup plus élevée pour FT5 et FT10, I’absorbance & 600 nm de FT10
a4 70 jours de culture étant égale a 1, contre 0,6 pour FTS5, 0,35 pour FT2 et 0,25 pour FT1. Cela
est sans doute dii premicrement au fait que la vitesse initiale de croissance est plus élevée pour
FTS5 et FT10 que pour FT1 et FT2 en raison de la plus grande surface de contact entre les cristaux
et la phase aqueuse. Ensuite, cela est dii au fait que la quantité de cristaux (donc de substrat)
présente dans le milieu est supérieure pour FT5 et FT10, donc la croissance microbienne sera
stoppée par le manque de substrat & une valeur de Abs,,, supérieure.

Nous avons donc :
Abs, .. (FT10270 jours) =1,5 x Abs,y, . (FT5 270 jours)
= 2,8 x Abs, . (FT2 470 jours)
=4,0 x Abs, . (FT1 270 jours)

La quantité de cristaux présents est donc essentielle.

VIL5.4 - PY sur le pyréne

Les courbes de croissance de PY1 et PY2 sont linéaires (Figure VIL.5.4-a) avec
PY2>PY1 : la croissance est toujours limitée par I’apport en substrat.

PYS5 a la croissance la plus élevée puis décroit apres 40 jours de culture. La quantité de
substrat étant plus élevée pour PY5 que PY2 et PY1, la quantité de biomasse obtenue par la
croissance microbienne sur le pyréne est en effet potentiellement plus élevée.

Absorbance a 600 nm
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Figure VIL.5.4-a : Courbes de croissance de PY sur le pyréne en présence de différentes
quantités de cristaux de HAP.
PY1 =1 mg/ml ; PY2 =2 mg/ml ; PY5 =5 mg/ml ; PY10 = 10 mg/ml.
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La vitesse initiale de croissance de PYS5 est supérieure a celle de PY2, elle-méme
supérieure a celle de PY1. Cela montre que 1’augmentation de la surface de contact favorise la
croissance microbienne. '

Quant a4 PY10, la croissance est forte jusqu’a 10 jours, mais il n’y a plus de croissance
ensuite : il y a sans doute apparition d’un phénomeéne de toxicit€¢ du pyréne vis-a-vis des
micro-organismes a de trop fortes concentrations en pyréne.

Ainsi, I’augmentation de la surface des cristaux augmente la croissance du consortium
PY, mais des phénomenes toxiques dus au pyréne apparaissent & 10 mg/ml (au moins).

VILS.5 - Bilan

Pour FT et PT, il est clair que I’augmentation de la quantité de cristaux de HAP favorise
la croissance bactérienne en termes de vitesse de croissance, mais aussi de quantité de biomasse
produite. A 1 et 2 mg/ml de cristaux, la croissance est limitée par la quantité de substrat
disponible, ce qui n’est plus le cas & 5 et 10 mg/ml. Le seuil au-deld duquel la croissance
bactérienne ne peut augmenter davantage n’est pas atteint & 10 mg/ml de cristaux en solution, et
aucun effet toxique n’est observé pour le fluoranthéne et le phénanthréne a cette concentration.

Pour AT, il semble qu’un seuil soit atteint & 10 mg/ml car il y a peu de différence entre les
courbes de croissance a 5 et 10 mg/ml. La croissance est linéaire, i.e. limitée par I’apport en

anthracéne, seulement & 1mg/ml de cristaux. L’augmentation de la quantité de cristaux
d’anthracéne augmente la vitesse initiale de la croissance bactérienne.

Pour PY, la croissance est linéaire & 1 et 2 mg/ml de cristaux de pyréne, mais pas pour
5 mg/ml. Les vitesses initiales de croissance augmentent avec la quantité de cristaux en solution.
La croissance est plus faible 2 10 mg/ml qu’a 5 mg/ml de pyréne : un effet toxique du pyréne
apparait aux fortes concentrations. -

Ainsi, la quantité de cristaux de HAP et donc la surface de contact sont particuli¢rement
importantes pour la vitesse de croissance des consortia : les HAP sont faiblement solubles dans
I’eau, mais c’est en fait plus la quantité globale de HAP présente qui détermine le taux de
transfert et donc I’utilisation des HAP par les consortia étudiés et la croissance microbienne.

VIL.6 — Mise en évidence des composés produits au cours de V’utilisation du fluoranthéne,
du phénanthréne, du pyréne et de ’anthracéne par les consortia FT, PT, PY et AT

Nous avons vu aux VIL.1 et VIL.3 qu’il y a production de composés solubles dans I’eau,
absorbant dans I'UV et/ou le visible au cours de I’utilisation des différents HAP (fluoranthéne,
phénanthréne, pyréne, anthracéne et fluoréne) étudiés par les consortia FT, PT, PY et AT.

Nous avons donc cherché a identifier ces composés en procédant d’abord a leur séparation
en CLHP (phase inverse) par injection directe de 200 pl de surnageant de culture, et a leur
détection avec un détecteur UV a barrette de diodes par acquisition des spectres d’absorption
entre 200 nm et 600 nm des composés €lués au cours de la séparation. Le détail du protocole est
donné dans la partie IV.
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Comme il est possible de trouver de nombreux métabolites différents de ces HAP dans les
surnageants de culture, nous avons analysé quelques métabolites courants de la dégradation
bactérienne de ces HAP dans ce systtme afin d’identifier qualitativement (et ensuite
quantitativement) les produits formés. Nous avons ainsi utilisé les produits suivants : catéchol,
acide protocatéchuique, acide 3-hydroxy-2-naphtoique, acide 1-hydroxy-2-naphtoique, acide
gentisique, phtalate hydrogéné de potassium.

Aucun de ces composés n’a correspondu aux pics chromatographiques, ni aux spectres
obtenus lors de I’analyse des surnageants de culture.

Aussi, nous avons tenté une identification par couplage CLHP et spectrométrie de masse
au Laboratoire Central d’ Analyses du CNRS de Solaize avec I’aide de Mime Flamant, comme des
auteurs 1’avaient déja décrit dans la littérature (Stringfellow and Aitken, 1995 ; Gremm and
Frimmel, 1994). Malgré une bonne séparation chromatographique et une bonne détection des pics
en absorption UV, ces nombreuses tentatives de détection avec le spectrométre de masse des
produits séparés ont été infructueuses. Les produits formés sont donc sans doute trés difficilement
ionisables.

Nous nous contenterons donc dans la suite des si)ectres d’absorption UV-visible des
produits séparés et les comparerons avec nos références bibliographiques ou des spectres de
métabolites de HAP sont indiqués.

Dans tous les cas, il existe un pic i 2,6 mn environ sur les profils chromatographiques : il
s’agit bien d’un pic df & la dégradation car il n’apparait pas quand on injecte du milieu MSM
filtré. Nous ne l’avons pas identifié, mais comme il est commun & tous les essais, nous
I’évoquons ici plutdt qu’a chaque étude.

Par contre le pic 4 1,8 mn est dii au milieu minéral (MSM), il n’est pas spécifique de
I'utilisation des différents HAP et a toujours la méme aire & volume d’injection égal.

VIL.6.1 - A partir du fluoranthéne
Les profils chromatographiques des surnageants des cultures de FT, PY et AT sur le
fluoranthéne sont identiques, i.e. les pics séparés et leurs proportions relatives sont identiques.

Les pics majoritaires a2 254 nm correspondent aux temps de rétention de 10 mn, 17,8 mn
et 26 mn. Des pics moindres apparaissent également a 18,2 mn, 29 mn et 29,6 mn.

Un chromatogramme type 4 254 nm de FT sur le fluoranthéne est donné a la Figure
VIL6.1-a.

Nous avons comparé les spectres d’absorption UV-visible des composés séparés avec
ceux donnés par Mueller et al (1990) pour 2 métabolites du fluoranthéne par Ps. paucimobilis. Le
premier de ces métabolites était rouge-orange, le second brun clair. Toutefois, aucun ne
correspond aux pics majoritaires de notre séparation d’apres les spectres d’absorption UV-visible
que nous avons acquis et ceux que ces auteurs ont décrits. '
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Figure VIL.6.1-a : Chromatogramme 2 254 nm du surnageant de FT sur le fluoranthéne
(200 pl injectés).

En ce qui concerne PT, les temps de rétention des produits séparé€s sont identiques aux
précédents.

Temps de rétention A du produit séparé
(minutes) (nm)
10,0 233,9;257,4;319,0
17,8 224.,5 ;266,9 ; 319,0
26,2 238,6;266,9 ; 314,3

Tableau VIL.6.1-a: Longueurs d’onde des maxima d’absorption des 3 produits
majoritaires séparés au cours de I’analyse en CLHP des surnageants de culture des consortia FT
et PT sur le fluoranthéne.

Ayant également acquis les spectres d’absorption UV-visible entre 200 nm et 600 nm de
ces produits au cours de I’analyse, nous les avons comparés avec ceux obtenus précédemment
pour FT. Ainsi, aux mémes temps de rétention, les spectres d’absorption des composés €lués sont
identiques, ce qui semble indiquer que ces composés sont identiques. Le Tableau VII.6.1-a nous
donne les longueurs d’onde des maxima d’absorption des 3 produits élués 2 10,0 mn, 17,8 mn et
26,2 mn. Les spectres d’absorption sont indiqués en ANNEXE 13.

Ces composés n’absorbent pas aprés 450 nm. Ils présentent des maxima locaux vers
220 nm, 260 nm et 320 nm. Nous avions en effet observé des épaulements lors de la mesure des
spectres des surnageants de culture (Figure VII.1.3.3-a).

Toutefois, les proportions relatives des différents pics, et donc des produits de I’utilisation
du fluoranthéne, sont différents pour PT par rapport & FI. En effet, le pic a 17,8 mn est trés
nettement majoritaire en termes d’absorbance & 254 nm dans le surnageant de PT sur le
fluoranthéne (Figure VIL.6.1-b).
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Figure VIL6.1-b : Chromatogramme & 254 nm du surnageant de PT sur le fluoranthéne
(200 pl injectés).

Nous sommes conscients de 1’abus de langage commis ici : quand nous évoquons les
produits majoritaires, nous nous référons a I’aire des pics chromatographiques élués. En termes
de concentration en solution, il n’est pas du tout certain que les produits ayant les aires les plus
élevées soient aux concentrations les plus élevées.

En effet, 1’aire des pics chromatographiques est fonction de la concentration des
composés, mais aussi de leur pouvoir absorbant & la longueur d’onde considérée. Or, nous ne
connaissons pas les pouvoirs absorbants des composés élués (et donc la relation entre absorbance
et concentration) pulsqu ’ils ne sont pas identifiés. Nous n’avons donc pas de courbes de
calibration des composes €élués auxquelles nous pourrions nous référer.

C’est pourquoi nous nous intéressons & I’évolution des proportions relatives des différents
pics. Elle dénote effectivement I’évolution des proportions relatives en termes de concentration.

Nous avons calculé les proportions relatives des 3 pics majoritaires & partir de leur aire &
254 nm en fonction du temps de culture pour FT et PT sur le fluoranthéne (Tableau VIL6.1-b).

Temps de FIra Fra Fra Fra Fra PTa

rétention 26 37 49 61 75 75
(mn) jours jours jours jours jours jours
10,0 26,0 28,1 31,5 33,9 36,7 5,5
17,8 20,1 24,1 25,3 24,6 26,0 84,8
26,2 53,9 47,8 432 41,5 37,3 9,7

Total (%) 100 100 100 100 100 100

Tableau VIL.6.1-b : Proportions relatives (%) des pics a

a 10,0 mn, 17,8 mn et 26,2 mn

pour les surnageants de culture de FT et PT sur le fluoranthéne. Le calcul est réalisé a partir des aires
des pics chromatographiques & 254 nm 2 différents temps de culture.

Nous remarquons que la proportion du pic & 17,8 mn varie peu dans le surnageant de FT
sur le fluoranthéne et représente entre 20 et 25% de I’aire des 3 pics intégrés entre 26 et 75 jours
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de culture. La part du pic 2 10,0 mn augmente au cours du temps et passe de 26,0% a 36,7% dans
le méme intervalle. La part du pic & 26,2 mn diminue quant 2 elle de 53,9% a 37,3%.

A 75 jours, la répartition des différents composés (des pics) est trés différente pour PT.
Ainsi, le pic a 10,0 mn ne représente que 5,5% de !’aire totale, celui & 26,2 mn seulement 9,7%,
alors que le pic a 17,8 mn est largement majoritaire puisqu’il représente 84,8% de 1’aire totale.

Donc, méme si les produits de la dégradation du fluoranthéne sont identiques pour FT et
PT, le comportement de ces 2 consortia envers le fluoranthéne est différent. Les métabolites
accumulés différent en concentrations et quantités relatives, comme nous ]’avions supposé au
VIL1.3.

Toutefois, I’aire des 3 pics (données non indiquées ici) augmente au cours du temps, ce
qui signifie qu’il y a accumulation dans le surnageant de culture des 3 produits €lués ici a
10,0 mn, 17,8 mn et 26,2 mn.

VIL.6.2 — A partir du phénanthréne

Moins de produits sont mis en évidence dans le chromatogramme de la séparation du
surnageant de culture de PT sur le phénanthréne, par rapport 4 ce que nous avons vu avec le
fluoranthéne (Figure VII.6.2-a). Les pics qui apparaissent aprés 2,6 mn sont bien plus faibles que
précédemment : 1’absorbance maximale atteinte & 254 nm est de 0,05 AU.
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Figure VII.6.2-a : Chromatogramme & 254 nm du surnageant de culture de PT sur le
phénanthreéne (200 ul injectés).

Cela s’explique peut-étre par le fait que le phénanthréne est plus biodégradable que le
fluoranthéne, et il subsiste sans doute moins de produits de dégradation dans le surnageant de
culture : la dégradation du phénanthréne est sans doute plus compléte que celle du fluoranthéne.

Les pics majoritaires (2 254 nm) sont situés a 2,6 mn et 26,5 mn. D’autres pics plus
faibles apparaissent a 11,7 mn et 21,6 mn.

Nous avons calculé au Tableau VIL.6.2-a les proportions relatives de ces 4 pics a partir de
leur aire & 254 nm en fonction du temps de culture pour PT sur le phénanthréne.
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Le pic du composé élué€ & 11,7 mn semble &étre celui d’un produit transitoire. 11 est absent
a 26 jours de culture, sa proportion dans le mélange augmente jusqu’a 61 jours, puis diminue
(Tableau VIL.6.2-a), en méme temps que sa quantité totale dans le surnageant de culture (1’aire du
pic augmente jusqu’a 61 jours de culture, puis diminue).

Temps de 26 jours 37 jours 41 jours 54 jours Ol jours 68 jours 75 jours
rétention (mn)
2,6 57,7 424 40,5 36,3 34,2 28,9 33,4
11,7 0 19,6 19,1 23,2 27,1 12,6 9,1
21,6 0 28,4 27,9 23,9 244 16,6 14,6
26,5 42,3 9,6 12,5 16,6 143 | 41,9 42,9
Total (%) 100 100 100 100 100 100 100

Tableau VIIL.6.2-a : Proportions relatives (%) des pics a 2,6 mn, 11,7 mn, 21,6 mn et

26,2 mn pour PT sur le phénanthréne. Le calcul est fait 2 partir des aires des pics chromatographiques 2
254 nm.

Les proportions des produits élués a 2,6 mn et 26,5 mn dans le surnageant de culture
varient au cours du temps (Tableau VII.6.2-a). Toutefois, le calcul des aires des pics
chromatographiques correspondants (pour un volume d’injection donné de 200 pl) montre qu’il y
a accumulation de ces produits de manitre quantitative.

La proportion dans le mélange du pic du composé €lué a 21,6 mn augmente jusqu’a 41
jours de culture, puis diminue. Toutefois, par le calcul des aires, nous avons déterminé que le
composé €lué a 21,6 mn est accumulé de facon réguliere dans le surnageant de culture. Sa
production est sans doute moins rapide que celle des 2 produits précédemment décrits, d’oli une
diminution de sa proportion dans le mélange.

Boldrin et al. (1993) ont mis en évidence du phénanthréne-3,4-dihydrodiol dans des
surnageants de culture sur le phénanthréne. Ce composé présente des maxima d’absorbance a
250 nm, 260 nm et 310 nm, des minima & 240 nm, 255 nm et 277 nm. Un tel spectre ne
correspond & aucun des produits €lués ici (Tableau VIL.6.2-b).

Temps de rétention

e

(minutes) (nm)

11,7 2104 ;252,7; 314,3
21,6 285,8
26,5 224,5;285,8

Tableau VIL.6.2-b: Longueurs d’onde des maxima d’absorption des 3 produits
majoritaires séparés au cours de 1’analyse en CLHP des surnageants de culture du consortium PT
sur le phénanthrene.

Les spectres d’absorption UV-visible de ces composés sont donnés dans I’ANNEXE 13.

VIL.6.3 — A partir du pyrene

Les profils de dégradation du pyréne sont identiques pour FT, PT, PY et AT.

La Figure VII.6.3-a donne le profil chromatographique obtenu pour le surnageant de PY
sur le pyréne aprés 30 jours de culture, et la Figure VII.6.3-b aprés 75 jours.
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Figure VIIL.6.3-a : Chromatogramme & 254 nm du surnageant de PY sur le pyréne apres
30 jours de culture (200 pl injectés).

Apres 30 jours de culture, 4 pics de surfaces comparables sont mis en évidence aux temps
de rétention de 19,5 mn, 22,0 mn, 24,2 mn et 26,0 mn, ce profil étant conservé jusqu’a 42 jours
de culture. Il est ensuite radicalement modifi€ entre 42 et 52 jours de culture pour prendre
I’aspect décrit a la Figure VIL.6.3-b. Le pic a 22,0 mn devient alors trés majoritaire (en aire) a
254 nm.
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Figure VIL.6.3-b : Chromatogramme a 254 nm du surnageant de PY sur le pyréne apres
75 jours de culture (200 pl injectés).

Toutefois, tous les pics mis en évidence a la Figure VIL.6.3-a existent toujours sur la
Figure VII.6.3-b, mais ils sont bien moins intenses que le pic a 22,0 mn.

L’évolution, en fonction du temps, des proportions relatives des pics €lués a été€ calculée
au Tableau VII.6.3-a.
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Temps de 26 37 44 54 61 68 75

rétention (mn) jours jours jours jours jours jours jours

19,5 33,0 | 24,1 12,9 5,1 5,5 5,6

22,0 204 | 50,5 | 499 | 87,7 | 87,9 | 88,6 | 87,0
24,2 31,5 14,1 16,9 4,5 4,5 4,4 4,2
26,0 15,1 11,3 | 21,3 2,0 2,5 1,5 3,2

Total (%) 100 100 100 100 100 100 100

Tableau VII.6.3-a : Proportions relatives (%) des pics a 19,5 mn, 22,0 mn, 24,2 mn et

26,0 mn pour le surnageant de PY sur le pyréne. Le calcul est réalisé a partir des aires des pics
chromatographiques a4 254 nm.

Ainsi, la proportion du pic & 22,0 mn dans le surnageant de culture augmente au cours du
temps pour passer de 20,4% a 26 jours a 88% (en aire) environ apres 54 jours de culture.

Il y a une forte production du produit élué€ a 22,0 mn aprés 54 jours, par rapport a ce qui
était produit avant 54 jours. Toutefois, cela ne signifie pas qu’il soit majoritaire quantitativement,
comme nous I’avons déja évoqué au VIL.6.1 pour les métabolites du fluoranthéne.

Aussi, bien que la proportion (Tablean VII.6.3-a) des composés élués a 19,5 mn, 24,2 mn
et 26,0 mn diminue au cours de 1’incubation, a cause de la forte production de produit a 22,0 mn,
tous ces composés sont accumulés dans le surnageant de culture de PY sur le pyréne. Nous
I’avons mis en évidence par le calcul des aires des pics chromatographiques des produits élués a
ces temps. :

Les aires des pics a 19,5 mn, 24,2 mn et 26,0 mn sont doublées entre 26 jours et 75 jours
de culture, alors que celle du pic 4 22,0 mn est multipliée par 58 dans le méme laps de temps.

Les spectres d’absorption UV-visible des composés élués 2 19,5 mn, 24,2 mn et 26,0 mn
ne sont pas modifiés au cours du temps. Par contre, le spectre du composé €lué a 22,0 mn (le pic
majoritaire apres 37 jours de culture) est modifié entre 26 et 37 jours.

Ces spectres sont indiqués en ANNEXE 13 et le Tableau VII.6.3-b donne les maxima
d’absorption des pics €lués.

Temps de rétention

11111

(minutes) (nm)

19,5 224.,5,276,3

22,0 219,8 ; 276,0 jusqu’a 26 jours
224.5 ; 266,9 ; 352,4 aprés 26 jours

24,2 2292 ;314,3

25,6 219,8 ;276,3 ; 357,1

Tableau VIL6.3-b: Longueurs d’onde des maxima d’absorption des 4 produits
majoritaires séparés au cours de I’analyse en CLHP des surnageants de culture du consortium PY
sur le pyréne.

Le pic 4 22,0 mn présente des maxima a 220 nm et 276 nm jusqu’a 26 jours de culture. Il
peut correspondre au métabolite I du pyréne décrit par Walter et al. (1991), qui a des maxima
d’absorbance & 218 nm et 276 nm. Sa formule brute est C,H, /O, et il s’agit d’'une des deux
molécules indiquées a la Figure VII.6.3-c.
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Figure VIIL.6.3-c : Formules développées possibles du métabolite I du pyréne décrit par
Walter et al. (1991).

VIIL.6.4 - A partir de Panthracéne

La Figure VII.6.4-a illustre la séparation des composés presents dans le surnageant de
culture de AT sur I’anthracéne. A 254 nm, le pic majoritaire est & 3,2 mn, les autres pics

chromatographiques a 2,6 mn, 12,9 mn, 14,4 mn et 25,8 mn, étant plus faibles. Le profil est
identique pour les 4 consortia.
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Figure VII.6.4-a : Chromatogramme 2 254 nm du surnageant de AT sur P’anthracéne
(200 pl injectés).

2500 3000

L’évolution, en fonction du temps, des proportions relatives des pics €lués a été calculée
au Tableau VII.6.4-a.

Temps de rétention 26 37 49 61 75
(mn) jours jours  jours jours jours

2,6 0 0.4 02 | 3,0 4.8

3,2 47,6 56,1 64,6 58,5 58,5
12,9 16,4 13,9 11.0 11,5 10,6

14,4 3,2 43 4,2 5,4 6,5

25,8 32,8 25,3 | 20,00 | 21,6 19,6

Total (%) 100 100 100 100 100

Tableau VII.6.4-a : Proportions relatives (%) des pics a4 2,6 mn, 3,2 mn, 12,9 mn, 14,4

mn et 25,8 mn pour le surnageant de AT sur Panthraceéne. Le calcul est fait 2 partir des aires des pics
chromatographiques & 254 nm.
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La proportion du composé €lué a 3,2 mn (en termes d’aires) augmente dans le surnageant
de culture de 47,64% a 58,51%, alors que celles des pics & 12,9 mn et 25,8 mn diminuent. Les
parts des pics a 2,6 mn et 14,4 mn atteignent au maximum 4,78% et 6,46% a 75 jours de culture.

En termes d’aires, et donc en quantité de produit présente dans le surnageant, il y a
accumulation au cours du temps pour tous les produits élués présentés au Tableau VIL.6.4-a.

Dans notre bibliographie, 1a 9,10-anthraquinone est le seul métabolite de 1’anthracéne
décrit avec son spectre d’absorption UV-visible. Ainsi, elle a des maxima d’absorption & 251 nm,
272 nm et 327 nm, des minima a 220 nm, 268 nm et 287 nm (Field et al., 1992). Elle ne
correspond donc & aucun des spectres d’absorption des pics majoritaires que nous avons mis en
évidence (Tableau VIL.6.4-b). Nous n’indiquons pas ici les pics minoritaires, mais les données
pour la 9,10-anthraquinone ne correspondent pas non plus.

Les spectres d’absorption UV-visible des composés élués sont donnés dans
I’ANNEXE 13.

Temps de rétention

(minutes) ' (nm)

3,2 233.9
12,9 2716

14,4 2198 ; 304,8
25,8 2198 ; 266,9

Tableau VII.6.4-b: Longueurs d’onde des maxima d’absorption des 4 produits
majoritaires séparés au cours de 1’analyse en CLHP des surnageants de culture du consortium AT
sur Panthracene.

VIL.6.5 — A partir du fluoréne
Les Figures VII.6.5-a et VIL.6.5-b sont les chromatogrammes 4 254 nm des surnageants
de culture de respectivement FT et PT sur le fluoréne aprés 75 jours de culture.
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Figure VIL.6.5-a: Chromatogramme & 254 nm du surnageant de FT sur le fluoréne a
75 jours de culture (200 pl injectés).
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Nous remarquons que les pics chromatographiques apparaissent aux mémes temps de
rétention pour les deux surnageants analysés, mais les proportions relatives des pics sont
différentes entre les deux consortia (Tableau VIL.6.5-a). '

Nous constatons donc au Tableau VIL6.5-a que les pics & 20,0 mn et 25,0 mn sont
majoritaires (en termes d’aires) dans les surnageants des.2 cultures, la proportion du produit &
20 mn atteignant 56,7% pour PT contre 36,3% pour FT. Le pic a 25,0 mn est en méme proportion
dans les 2 surnageants.

Des différences assez nettes apparaissent sur les pics a 8,0 mn, 28,5 mn et 33,8 mn
puisque leur part atteint respectivement 6,8%, 7,7% et 13,8% pour FT, contre 0,7%, 0%, 3,7%
pour PT. En additionnant les % & 20,0 mn, 28,5 mn et 33,8 mn pour FT, on atteint environ 57%,
ce qui correspond au pourcentage du produit a 20,0 mn pour PT.

Temps de rétention (mn)

8,0 6,8 0,7
11,0 1,6 3,0
12,5 0,5 14
20,0 36,3 .| 56,7
25,0 30,9 33,0
28,0 2,3 14
28,5 7,7 0
33,8 13,8 3,7
Total (%) 100 100

Tableau VIL.6.5-a : Proportions relatives (%) des pics chromatographiques a 254 nm au
bout de 75 jours de culture pour les surnageants de FT et PT sur le fluoréne. Le calcul est fait &
partir des aires des pics chromatographiques 4 254 nm.

La vitesse de biotransformation du fluoréne peut étre différente pour les 2 consortia, et il
suffirait peut-&tre d’attendre pour que le surnageant de FT soit dans le méme état que celui de PT
a 75 jours, ou ’inverse.

Les spectres d’absorption UV-visible des différents pics chromatographiques mis en
évidence sont identiques entre PT et FT. Ils sont donnés dans ’ANNEXE 13. Le Tableau
VIL.6.5-b résume les maxima d’absorption des différents produits mis en évidence.

Le spectre UV du pic 4 25,0 mn présente un maximum local & 365 nm (condition acide
pH=2,0). Il s’agit sans doute du méme produit (non identifi€) que celui décrit par Grifoll et al.
(1995) pour la dégradation du fluoréne par Ps. cepacia F297, le surnageant de culture étant
effectivement jaune brillant et le spectre de notre produit correspondant & celui décrit par eux.
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Figure VII.6.5-b : Chromatogramme 2 254 nm du surnageant de PT sur le fluoréne 2
75 jours de culture (200 pul injectés).

Ces auteurs ont également mis en évidence la 1-indanone (formule développée indiquée a
la Figure VIL.6.5-c) comme produit de dégradation du fluoréne. Son spectre UV présente des
maxima locaux a 215 nm, 246 nm et 295 nm : elle peut correspondre au produit €lué a 20,0 mn.

Temps de rétention

{(minutes) (nm)
8,0 205,8 ; 248,0 ;285,8
11,0 224.5 ; 257.4 ;309,5
12,5 205,8 ; 248,0 ; 285,8
20,0 205,8 ; 248,0 ; 295,3
25,0 ' 2574 ; 309,5 (faible) ; 365,2
28,0 262,2
28,5 205,8 ;271,6
33,8 205,8 ; 257,4 ; 295,3

Tableau VIL.6.5-b : Longueurs d’onde des maxima d’absorption des produits majoritaires
séparés au cours de I’analyse en CLHP des surnageants de culture des consortia FT et PT sur le
fluorene.

O

Oul

Figure VII.6.5-c : Formule développée de la 1-indanone.

Enfin, Wischmann et al. (1996) ont mis en évidence le 9-fluorénol et la 9-fluorénone
comme métabolites du fluoréne. Leurs spectres d’absorption UV-visible présentent des maxima
locaux 2 respectivement 228 nm, 235 nm, 272 nm, et 250 nm, 258 nm. Nous n’obtenons pas de
spectre correspondant a la 9-fluorénone, ni au 9-fluorénol.

Ces différentes constatations sont résumées dans la Tableau VIL.6.5-c.
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Temps de rétention Amax (nm) Composé possible Références

(mn) bibliographiques

25,0 260 ; 365 (pH=2,0) | métabolite jaune Grifoll et al. (1995)

19,9 215 ;246 ;295 1-indanone
Table VII.6.5-c : Identification possible des produits de la biotransformation du fluoréne
par les consortia FT et PT.

VI1.6.6 - Bilan

Ainsi, les produits du métabolisme d’un HAP donné (phénanthréne, anthracéne,
fluoranthéne ou pyréne) par les 4 consortia PT, AT, FT et PY semblent identiques d’aprés leurs
temps de rétention en analyse par CLHP et leurs spectres d’absorption UV-visible.

Pour le fluoréne, la remarque est identique, mais n’est valable que pour les consortia PT et
FT.

Ces composés absorbent bien dans 1’UV, mais nous n’avons pas été en mesure de les
identifier par un couplage CLHP-spectrométrie de masse. Ils sont sans doute faiblement
ionisables car nous n’avons pas réussi & obtenir de signal en spectrométrie de masse. Il ne s’agit
donc certainement pas d’acides (-COOH) mais plut6t de cétones (=0), aldéhydes (-CHO), voire
époxydes comme cela a été décrit dans la littérature (cf. II1.5.3). Il ne s’agit en tout cas pas de
catéchol, acide protocatéchuique, acide 3-hydroxy-2-naphtoique, acide 1-hydroxy-2-naphtoique,
acide gentisique ou phtalate. Aucun de ces composés purs analysés en CLHP ne correspondaient
aux pics apparaissant dans 1’analyse des surnageants de culture.

Un composé de temps de rétention 2,6 mn est commun a la dégradation de tous les HAP
étudiés.

Sur le fluoranthéne, 3 produits « majoritaires » (selon notre définition ici) sont mis en
évidence. N’ayant pas trouvé de références aux spectres d’absorption UV-visible des métabolites
du fluoranthéne dans notre bibliographie, nous n’avons pu mieux les identifier. Ces 3 composés
s’accumulent dans les surnageants de culture.

Pour PT, la proportion dans le surnageant du composé élué a 17,8 mn est différente de
celles observées dans les cultures de AT, FT, PY. Il est 1a trés majoritaire devant les composés
€lués a 10,0 mn et 26,2 mn. D’ailleurs, son surnageant de culture est d’un marron bien plus
intense que celui des surnageants des cultures des autres consortia sur le fluoranthéne.

PT a donc un métabolisme du fluoranthéne différent de AT, FT et PY.

4 composés du métabolisme du phénanthréne par les consortia ont été mis en évidence.

Celui de temps de rétention 11,7 mn semble &tre un produit transitoire, alors que les 3
autres s’accumulent dans le surnageant de culture au cours de I’incubation (2,6 mn, 26,5 mn et
21,6 mn). Nous n’avons pas identifié ces métabolites par rapport a la littérature. Nous n’avons
pas trouvé de phénanthréne-3,4-dihydrodiol qui a été décrit par Boldrin et al. (1993).

5 produits de la dégradation du pyréne ont été séparés. 4 s’accumulent dans le surnageant
de culture.

2 de ces produits correspondent au méme temps de rétention de 22,0 mn. L’un apparait
jusqu’a 26 jours d’incubation (ensuite, soit il disparait, soit il est masqué par le deuxiéme
composé élué a 22,0 mn), ’autre a partir de 37 jours : ils sont différenciés par leurs spectres
d’absorption UV-visible.
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D’aprés la littérature et son spectre d’absorption UV-visible, le composés €élué a 22,0 mn
jusqu’a 26 jours peut correspondre au métabolite I (CmH,oO,,) décrit par Walter et al. (1991). Les
autres produits ne sont pas identifiés.

Pour I’anthracéne, 5 composés s’accumulant dans les surnageants de culture ont été mis
en évidence. Aucun ne correspond a la 9,10-anthraquinone (Field et al., 1992) et n’a pu étre
identifié par rapport a la littérature.

Les produits de la biotransformation du fluoréne par PT et FT sont identiques d’aprés
leurs temps de rétention et leurs spectres d’absorption UV-visible. 5 pics majoritaires
apparaissent sur les chromatogrammes des surnageants de culture.

Le composé élué 4 25,0 mn peut correspondre, d’aprés son spectre, au métabolite jaune du
fluoréne (non identifi€) par Ps. cepacia décrit par Grifoll et al. (1995). Ces auteurs ont aussi
décrit la 1-indanone, dont le spectre correspond & celui du composé élué a 20,0 mn.

Enfin, les spectres du 9-fluorénol et de la 9-fluorénone décrits par Wischmann et al.
(1996) ne correspondent & aucun de ceux obtenus.

Ainsi, la biodégradation du phénanthréne, de I’anthracéne, du fluoranthéne, du pyréne et
du fluoréne par les consortia sélectionnés au VI n’est pas compléte : des métabolites de ces
composés s’accumulent au cours du temps. Les HAP ne sont pas totalement minéralisés par ces
consortia, méme s’ils les utilisent pour leur croissance.
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CHAPITRE VIII :
DEGRADATION DES HYDROCARBURES AROMATIQUES
POLYCYCLIQUES (HAP)
PAR LES CONSORTIA EN MICROCOSMES DE SOL

Nous nous intéressons maintenant a I’utilisation des consortia PT, AT, FT et PY
sélectionnés et étudiés aux VI et VII pour améliorer la biodégradation des HAP dans un sol
contaminé.

Nous avons en effet vu que ces consortia ne sont pas composés de micro-organismes
particulierement potentiellement dangereux, donc qu’ils peuvent &tre inoculés dans des sols
pollués réels.

Nous avons également vu que ces consortia, sélectionnés chacun sur un unique HAP
comme source carbonée, sont capables de croitre sur d’autres HAP, et de les dégrader.

Tous les essais que nous avons menés dans les parties VI et VII sont des études en
batch. Aussi, nous souhaitons connaitre les capacités de dégradation des HAP de ces consortia
dans un environnement plus proche d’un environnement naturel.

Or, nous disposons d’échantillons de sol pollué par des HAP fournis par ICF
Environnement. Aussi, nous avons procédé a I’inoculation de ce sol pollué avec les consortia
sélectionnés précédemment. Nous avons travaillé a 20% d’humidité du sol et pH=7,2,
conditions qui nous paraissaient satisfaisantes au V.1 (sans addition de sciure, car nous n’en
disposions plus).

Dans un premier temps, nous avons réalisé des essais sur des échantillons de sol pollué
stérilisé par autoclavage afin de déterminer les capacités propres de dégradation des différents
consortia envers les 16 HAP cibles de I'U.S. EP.A..

Nous avons testé 2 quantités d’inoculum permettant des niveaux de populations du sol
assez élevés pour obtenir une dégradation la plus rapide possible. Nous avons donc
rapidement étudié au VIII.1.1 I’effet de ces deux quantités d’inoculum sur la biodégradation
des HAP.

Nous avons réalisé des essais 4 23°C et 30°C afin de déterminer si une €lévation de
température augmentait la biodégradation des HAP par les consortia, comme cela a été
observé pour la biodégradation naturelle au V.2.

Ensuite, afin d’évaluer 1’apport de 1’inoculation 2 la biodégradation naturelle des HAP,
nous avons inoculé du sol pollué non stérilisé (« naturel ») avec les consortia AT (sélectionné
sur 1’anthracéne, un HAP tricyclique) et PY (sélectionné sur le pyréne, un HAP
quadricyclique). Nous n’évaluerons pas 1a la capacité propre des consortia a dégrader les
HAP, mais surtout leur comportement face 2 un milieu plus complexe. Nous évaluerons si
leur utilisation dans un sol ot la biodégradation préexiste améliore de maniére significative le
processus de biodégradation. En effet, dans le cas d’une dépollution réelle de sol, le sol a
dépolluer est rarement stérile. Nous avons travaillé & 30°C, ol la biodégradation était la plus
rapide.

Nous n’avons étudié que AT et PY par manque d’échantillon, et aussi parce que les 4
consortia ont des comportements assez similaires.
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VIII.1 - Inoculation de microcosmes de sol stérile a 23°C et 30°C

Dans un premier temps, nous avons cherché a déterminer ’effet d’une différence
d’inoculum de départ sur la biodégradation globale des HAP a 23°C. :

Ensuite, pour une quantit¢ d’inoculum donnée, nous avons suivi le processus de
biodégradation des HAP par les 4 consortia sélectionnés a 23°C et 2 30°C.

VIII.1.1 — Effet de la quantité d’inoculum sur la biodégradation a 23°C

Nous avons ensemencé les microcosmes de sol stérile avec des inocula des consortia
PT, AT, FT et PY dont I’absorbance 2 600 nm a été ajustée & 1,5. Les indices 1 et 2
correspondent a des inocula de 2 ml et 4 ml respectivement pour des quantités de sol pollué
sec entre 110 et 130 g (cf. IV.5.1 et IV.5.2).

VIIL.1.1.1 — Dénombrements sur géloses
Nous constatons sur les Figures VIII.1.1.1-a et -b que le témoin autoclavé a perdu sa

stérilité entre 20 et 50 jours d’incubation. Dans I’environnement complexe que sont les
microcosmes de sol, ce mode de stérilisation n’est en effet pas définitif : méme en réalisant
trois autoclavages séparés de 24 heures, des micro-organismes résistent. Ils prennent une
forme plus résistante, comme des spores, et entrent dans une certaine inactivité, puis
recolonisent le sol a leur réveil.

Différents modes de stérilisation existent: I’autoclavage, I’empoisonnement avec
HgCl,, la stérilisation par I’oxyde d’éthyléne, par irradiation,... . Seuls les deux premiers
étaient envisageables dans I’environnement du laboratoire.

Nous avons donc choisi I’autoclavage comme mode de stérilisation pour inoculer du
sol stérile.

L’utilisation de HgCl, pour stériliser le témoin de sol stérile aurait permis d’avoir un
témoin de pertes abiotiques, mais ce témoin n’aurait alors pas pu étre un témoin pour les
microcosmes inoculés. En effet, nous ne pouvions pas stériliser par HgCl, les microcosmes 2
inoculer, car ce toxique aurait également empoisonné les inocula.

Or, si nous avions choisi d’empoisonner le contrdle avec HgCl, tout en autoclavant le
sol destiné aux inoculations, nous aurions omis deux phénomenes : I’influence du réveil des
micro-organismes indigénes sur la biodégradation des HAP dans les microcosmes de sol
autoclavé inoculés, et les modifications en termes de teneur en HAP dues & 1’autoclavage.
Nous avons en effet remarqué que les teneurs en HAP de 2 (essentiellement) et 3 cycles
étaient plus faibles aprés autoclavage qu’avant. Il s’agit en effet d’un traitement thermique,
qui peut donc provoquer la volatilisation des HAP les plus petits.

Nous avons donc regroupé sur deux graphes les résultats de dénombrements obtenus
pour PT et AT (Figure VIII.1.1.1-a) sélectionnés sur des HAP tricycliques, respectivement le
phénanthréne et 1’anthracéne, et pour FT et PY (Figure VIIL.1.1.1-b) sélectionnés sur des
HAP quadricycliques, respectivement le fluoranthene et le pyréne.

Nous remarquons que les dénombrements initiaux pour les microcosmes inoculés avec
PT et FT sont tels que le dénombrement de I’inoculum 2 (4 ml) est bien environ 2 fois
supérieur a celui de ’inoculum 1 (2 ml).

Par contre, pour AT et PY, cela n’est pas le cas. Nous observons mé€me des
dénombrements inférieurs avec I’inoculum 2 par rapport a 1I’inoculum 1 pour les microcosmes
inoculés avec ces consortia. Or, nous savons pertinemment que les inocula AT2 et PY2
étaient le double de AT1 et PY1.
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Cela peut s’expliquer par le mode de préparation des échantillons de sol pour le
dénombrement. En effet, nous procédons & une extraction des micro-organismes dans le sol
par dilution du sol dans une solution de NaCl 0,9%, décantation et étalement sur gélose de
100ul de surnageant (cf. IV.1.3). Nous avons effectué le dénombrement « initial » 1 jour.
apres I’ensemencement afin de permettre une meilleure homogénéisation de la répartition des
micro-organismes dans les microcosmes.

Aussi, selon la maniére dont les micro-organismes contenus dans les inocula se
comportent dans le sol, les dénombrements peuvent étre modifiés méme aprés un seul jour
d’incubation (d’ailleurs, nous évoquerons a nouveau ce probléme au VIIL.2). Normalement,
comme le sol a été autoclavé, les problémes liés a la présence d’autres micro-organismes
(prédation, ...) ne doivent pas étre pris en compte ici.

Mais les bactéries constituant les consortia peuvent interagir de maniére plus ou moins
forte avec les particules de sol, ce qui peut limiter le dénombrement si les liaisons sont trop
fortes. Alors, pour un consortium donné, les interactions doivent tre identiques. Aussi, cette
explication pourrait étre considérée comme satisfaisante pour les consortia FT et PT, puisque
les rapports entre dénombrements et quantités d’inoculum utilisées sont identiques pour ces 2
consortia.

Par contre, ce rapport n’est pas retrouvé pour les consortia AT et PY. Cette explication
n’est donc pas satisfaisante.

Il est donc plus vraisemblable que les écarts observés pour AT et PY soient dus aux
erreurs expérimentales (hétérogénéité de I’échantillonnage, de I’extraction) qui se retrouvent
d’ailleurs a 55 jours d’incubation pour AT.
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Figure VIIL1.1.1-a: Dénombrement sur milieu NB (pH=7,2) de la population

microbienne des microcosmes de sol inoculés ou non avec les consortia PT et AT. Les indices 1
et 2 représentent les quantités d’inoculum 1 et 2 respectivement.

A la Figure VIIL.1.1.1-a, les profils de PT1 et PT2 sont similaires, de méme que ceux
de AT1 et AT2 avec des dénombrements assez voisins.

Nous observons d’abord une phase de croissance (2 450-500.10° UFC/g) jusqu’a 50
jours d’incubation pour PT, puis une chute rapide des dénombrements entre 50 et 70 jours
d’incubation.
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Pour AT, il y a croissance (2 350.10° UFC/g) jusqu’a 10 jours d’incubation, et la chute
s’amorce entre 10 et 20 jours.

En fin d’incubation, les dénombrements sont similaires pour PT et AT, quelle que soit
la densité d’inoculum de départ.

Les profils de la Figure VIII.1.1.1-b sont différents de ceux de PT1 et PT2 et
ressemblent & ceux de AT1 et AT2 (Figure VIII.1.1.1-a).

Il y a augmentation entre 0 et 10 jours ol les dénombrements de FT1 et de FT2
atteignent 500.10° UFC/g et ceux de PY1 et de PY? atteignent respectivement 420 et 460.10°
UFC/g. Les dénombrements chutent alors rapidement jusqu’a 20 jours d’incubation, plus
lentement aprés. Ils atteignent entre 40 et 80.10° UFC/g 2 80 jours. Pour les deux consortia FT
et PY, les allures des courbes de la Figure VIII.1.1.1-b sont trés similaires aux deux densités
d’inoculum étudiées.

Nous remarquons que les maxima des dénombrements sont presque égaux, pour un
consortium donné, aux deux densités d’inoculum étudiées.
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Figure VIIL.1.1.1-b: Dénombrement sur milieu NB (pH=7,2) de la population

microbienne des microcosmes de sol inoculés ou non avec les consortia FT et PY. Les indices 1
et 2 représentent les quantités d’inoculum 1 et 2 respectivement.

Comme nous I’avons remarqué précédemment, le dénombrement n’est plus nul dans le
témoin a 50 jours, alors qu’il I’était encore apres 20 jours d’incubation.

Donc, dans la suite, nous pouvons effectivement considérer que la dégradation des
HAP qui sera observée dans les microcosmes inoculés par rapport au témoin, jusqu’a 20
jours, est bien caractéristique des consortia inoculés dans le sol pollug.

Par contre, il faudra prendre garde aux interprétations aprés 20 jours d’incubation : si
la dégradation d’un HAP est meilleure que dans le témoin, alors cela signifie bien que les
consortia sont capables de dégrader ce HAP.

Mais, si le témoin « rattrape » les microcosmes inoculés aprés 20 jours, cela peut
signifier, soit que les consortia ne sont pas capables de dégrader le HAP ciblé€ (si aucun écart
au témoin n’a été observé avant 20 jours), soit que le taux maximum de dégradation de ce
HAP a été atteint (si un écart au t€émoin a été€ observé avant 20 jours).
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VIIIL1.1.2 — Biodégradation globale des HAP
Pour illustrer I’'influence de la densité de 1’inoculum utilisé sur la biodégradation des

HAP, nous avons représenté 1’évolution des teneurs en HAP non cancérigénes (Figures
VIII.1.1.2-a et —b) et en HAP cancérigénes (Figure VIII.1.1 2—c) en fonction du temps pour les
différents microcosmes étudiés.

En ce qui concerne les HAP non cancérigénes (Figures VIII.1.1.2-a et -b), il existe
une dégradation plus élevée dans les microcosmes inoculés avec les différents consortia par
rapport au témoin non inoculé, surtout jusqu’a 50 jours d’incubation. A 80 jours, nous voyons
que la différence avec le témoin est fortement estompée, a cause du réveil de la microflore du
témoin, comme nous 1’avons évoqué au VIII.1.1.1.
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Figure VIIL.1.1.2-a: Teneur en HAP non cancérigénes des microcosmes de sol

inoculés ou non avec les consortla PT et AT. Les indices 1 et 2 représentent les quantités d’inoculum 1
et 2 respectivement.

Nous constatons a la Figure VII.1.1.2-a que les courbes représentant la
biodégradation par PT1 et PT2 sont quasiment identiques, qu’a 20 jours la biodégradation par
AT2 est meilleure que celle par AT1, les teneurs étant similaires ensuite.

De méme, la biodégradation par PY?2 est meilleure 4 20 jours par rapport a PY1, celles
de FT1 et FT2 étant trés voisines (en tenant compte des écarts-types). Aprés 40 jours
d’incubation, nous pouvons considérer les courbes comme quasiment confondues.

Ainsi, il existe une biodégradation des HAP non cancérigénes par les consortia PT,
AT, FT et PY dans les microcosmes de sol pollué inoculés.

L’inoculation avec 4 ml d’inoculum d’absorbance 4 600 nm égale a 1,5 est 1€égérement
plus performante pour la biodégradation que l'inoculation avec 2 ml: aprés 20 jours
d’incubation, la teneur en HAP non cancérigénes des microcosmes inoculés avec PT2, AT2,
FT2 et PY2 est inférieure ou égale & celle des microcosmes inoculés avec PT1, AT1, FT1 et
PY1 aux écarts-types pres. Apres 50 jours d’incubation, les courbes représentatives des 2
densités d’inoculum se superposent pour un consortium donné.
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Teneur du sol en HAP non cancérigénes (mg/kg de sol sec)
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Figure VIIL.1.1.2-b : Teneur en HAP non cancérigénes des microcosmes de sol

inoculés ou non avec les consortia FT et PY. Les indices 1 et 2 représentent les quantités d’inoculum 1
et 2 respectivement.

En ce qui concerne les HAP cancérigénes, nous n’avons pas mis en évidence de
biodégradation par les 4 consortia inoculés dans les microcosmes de sol par rapport au
témoin. Nous n’avons représenté que les teneurs en HAP cancérigénes des microcosmes
inoculés avec les consortia PT et AT. Les résultats pour les consortia FT et PY sont tout a fait
similaires, i.e. aucune dégradation n’a été mise en évidence par rapport au t€émoin.
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Figure VIIL.1.1.2-c : Teneur en HAP cancérigénes des microcosmes de sol inoculés

ou non avec les consortia PT et AT. Les indices 1 et 2 représentent les quantités d’inoculum 1 et 2
respectivement.

VIIL.1.1.3 — Bilan

Ainsi, nous avons vu que les consortia sélectionnés au VI sont capables de dégrader
des HAP non cancérigénes contenus dans un sol pollué, mais ne sont pas capables de
diminuer la teneur en HAP cancérigénes de ce méme sol.
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Ayant testé 2 quantités d’inoculum, nous en concluons que la quantité-la plus élevée
(4 ml d’absorbance a 600 nm égale a 1,5 pour 120-130 g de sol sec) est 1égerement meilleure
pour la biodégradation des HAP non cancérigénes. Aussi, nous utiliserons cette densité
d’inoculum dans la suite des expériences.

Nous avons présenté les résultats globaux en termes de HAP non cancérigénes et
cancérigénes. Il est toutefois intéressant de se pencher sur le détail de la biodégradation.

En effet, les HAP non cancérigénes regroupent 1 HAP bicyclique (le naphtaléne), 5
HAP tricycliques, 2 HAP quadricycliques, 1 HAP pentacyclique et 1 HAP hexacyclique. Les
HAP cancérigénes regroupent eux 2 HAP quadricycliques, 3 HAP pentacycliques et 1 HAP
hexacyclique.

Nous avons vu au V que la biodégradation des HAP d’une méme famille (méme
nombre de cycles) est souvent similaire et que le nombre de cycles influence I’étendue de la
biodégradation : des HAP de 4 cycles ne se dégradent pas comme ceux de 3 cycles, ou de 5
cycles, ...

Nous allons donc nous pencher dans la suite sur la biodégradation de chaque HAP
individuellement, avec une seule densité d’inoculum et & deux températures différentes, 23°C
et 30°C.

VIIL.1.2 - Biodégradation des HAP a 23°C et 30°C dans les microcosmes de sol
stérile inoculés avec les consortia PT, AT, FT et PY

Afin de déterminer les capacités propres des consortia PT, AT, FT et PY envers la
dégradation des HAP, ainsi que la nature des HAP ciblés par ces consortia, nous avons
procédé a I’inoculation de sol pollué autoclavé avec ces consortia (Bidaud and Tran-Minh,
1998).

Pour cela, 2 séries de microcosmes ont été réalisées : la premiére incubée a 23°C (dont
il a déja été question au VIIL.1.1), la seconde a 30°C. Nous avons en effet vu au V.2 que la
biodégradation des HAP est plus rapide a 30°C qu’a 23°C.

11 est donc intéressant de savoir si cela est aussi le cas pour les consortia s€lectionnés.

La densité d’inoculum utilisée ici est celle préconisée au VIIL.1.1.3, i.e. 4 ml de
suspension des consortia d’absorbance 4 600 nm ajustée a 1,5 inoculés dans 120-130 g (masse
seche) de sol pollué. L’humidité du sol est ajustée & 20%, le pH est de 7,2 (cf. protocole aux
IV5.1etIV.5.2).

VIIL.1.2.1 — Dénombrements sur géloses
Nous avons procédé aux dénombrements sur milieu NB (pH=7,2) de la population

microbienne des différents microcosmes inoculés ou non.

Nous remarquons déja que le réveil de la microflore indigéne est moins rapide et
moins intense 4 30°C qu’a 23°C (Figures VIIL.1.2.1-a et -b) : le témoin a 30°C sera donc un
meilleur témoin des pertes abiotiques (& 30°C) que le témoin a 23°C (pour les pertes
abiotiques a 23°C).

Nous avons inoculé les microcosmes avec des inocula de méme densité (absorbance a
600 nm) et en méme quantité, mais les allures des dénombrements a 23°C et a 30°C sont
radicalement différentes pour un consortium donné.
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Figure VIIL.1.2.1-a: Dénombrement sur milieu NB (pH=7,2) de la population
microbienne des microcosmes de sol inoculés ou non avec les consortia PT et AT.

Ainsi, pour PT, le dénombrement initial (en fait 4 1 jour) est de 560.10° UFC/g 4 30°C
contre 300.10° UFC/g & 23°C. Pour AT, il est de 490.10° UFC/g 4 30°C et de 60.10° UFC/g &
23°C (Figure VIII.1.2.1-a).

Ensuite, les évolutions des dénombrements sont différentes. A 30°C, il y a diminution
régulitre des dénombrements jusqu’a 40.10° UFC/g a 90 jours d’incubation. A 23°C,ily a
d’abord une augmentation de la population, puis la décroissance débute pour atteindre un
niveau final de population similaire & celui a2 30°C.

Nous pouvons faire des commentaires similaires pour FT et PY a la Figure
VIIL.1.2.1-b. La, nous remarquons que le maximum atteint par FT a 23°C correspond au
dénombrement initial de FT a 30°C.
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Figure VIIL.1.2.1-b: Dénombrement sur milieu NB (pH=7,2) de la population
microbienne des microcosmes de sol inoculés ou non avec les consortia FT et PY.

Or, nous savons que nous avons inoculé les mémes quantités, pour un consortium
donné, & 23°C et & 30°C.

La température d’incubation a donc une grande influence sur la population inoculée
dans le sol. A 30°C, ’activité des micro-organismes est peut-étre augmentée de maniere tres



VIII — Dégradation des HAP par les consortia, en microcosmes de sol Page 183

rapide par rapport a 23°C, ce qui peut expliquer les forts dénombrements initiaux (en fait a 1
jour) a 30°C. Toutefois, nous resterons prudents, les problémes d’homogénéisation et
d’échantillonnage semblant a2 nouveau intervenir sur les dénombrements initiaux comme nous
I’avons déja évoqué au VIIL1.1.1.

VIII.1.2.2 — Biodégradation globale des HAP
Nous avons vu au VIII.1.2.1 que le réveil de la microflore indigéne a lieu entre 20 et

50 jours d’incubation a 23°C, entre 50 et 80 jours d’incubation a 30°C. En outre, le réveil est
plus « faible » (en nombre d’UFC/g de sol) a 30°C. Il est possible que la nature des
micro-organismes recolonisant le sol soit différente & 30°C par rapport a 23°C, et que leur
remise en activité soit réalisée plus lentement.

Aussi, la biodégradation des HAP non cancérigénes est plus élevée dans le témoin a
23°C qu’a 30°C, pour les temps d’incubation considérés (Figures VIII.1.2.2-a, et -b). Pour les
HAP cancérigénes, nous n’observons presque pas de diminution de la teneur dans les deux
témoins (Figure VIIL.1.2.2-¢).

Ainsi, I’inoculation des microcosmes de sol avec les consortia PT, AT, FT et PY
induit une biodégradation des HAP non cancérigénes (Figures VIII.1.2.2-a et -b) par rapport
aux témoins. L’écart par rapport au témoin est plus élevé a 30°C qu’a 23°C.

Teneur en HAP non cancérigénes (mg/kg de sol sec)
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Figure VIIL.1.2.2-a: Teneur en HAP non cancérigénes des microcosmes de sol
inoculés ou non avec les consortia PT et AT.

Ceci peut étre dii au réveil plus précoce de la microflore indigéne a 23°C, qui induit
une biodégradation. Nous constatons en effet que la teneur du témoin en HAP non
cancérigenes est constante a 30°C tant que les dénombrements n’augmentent pas ; ce témoin
est en fait un réel témoin des pertes abiotiques jusqu’a 50 jours d’incubation.

Mais nous devons comparer les teneurs des microcosmes inoculés a 23°C a celle du
témoin a 23°C. Jusqu’a 20 jours d’incubation, la différence observée a 23°C avec le témoin
est bien représentative de la capacité de dégradation des consortia, a 50 jours aussi sans doute
malgré 1’augmentation des dénombrements dans le témoin aprés 20 jours. Elle ne I’est plus a
80 jours d’incubation.

Donc, comme nous I’avons déja fait remarquer, I’écart des teneurs en HAP non
cancérigénes par rapport au témoin est plus faible a 23°C qu’a 30°C.
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Pour PT, I’écart & 20 jours est de 200 mg/kg a 23°C et de 300 mg/kg a 30°C. A 50
jours d’incubation, il est de 400 mg/kg 4 23°C et de 600 mg/kg a 30 °C (Figure VIII.1.2.2-a).
De méme pour AT, I’écart a 20 jours est de 300 mg/kg a 23°C, de 500 mg/kg a 30°C.

- Labiodégradation des HAP non cancérigénes par PT et AT est donc plus forte a 30°C .
qua 23°C. Teneur en HAP non cancérigénes (mg/kg de sol sec)
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1200 |
1000 | -
800 |

600 |

400 [orsrnreseserren SRR SNSRI SRR o]

. [ | —~@=Témoin, 23°C  —%—PY, 23°C ~«=}==FT, 30°C i
200 |-{—8—FT,23°C =<@=--Témoin, 30°C  ==V==PY,30°C |......... ]
co e b ]
0 20 40 60 80
Temps (jours)

Figure VIIL.1.2.2-b: Teneur en HAP non cancérigénes des microcosmes de sol
inoculés ou non avec les consortia FT et PY.

En ce qui concerne FT et PY (Figure VIII.1.2.2-b), les écarts a 20 jours sont de 250
mg/kg a 23°C et 100 mg/kg a 30°C pour FT, 400 mg/kg a 23°C et 450 mg/kg a 30°C pour
PY. A 50 jours d’incubation, ils sont de 250 mg/kg a 23°C et 300 mg/kg a 30°C pour FT,
200 mg/kg a 23°C et 600 mg/kg a 30°C pour PY.

La biodégradation des HAP non cancérigénes semble donc accélérée a 30°C par
rapport a 23°C pour les consortia PT, AT et PY. Cette différence de température semble avoir

un effet différent sur FT : 1a biodégradation est plut6t accélérée 4 23°C par rapport 2 30°C.
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Figure VIIL.1.2.2-c : Teneur en HAP cancérigenes des microcosmes de sol inoculés
ou non avec les consortia PT et AT.

Pour les HAP cancérigenes, les teneurs sont presque similaires dans les témoins et
dans les microcosmes inoculés, quels que soient les consortia utilisés et aux deux
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températures étudiées. Nous illustrons ce phénoméne par la Figure VIIL1.2.2-c sur les
consortia PT et AT, les résultats étant identiques pour FT et PY.

1l semble donc que les consortia PT, AT, FT et PY sélectionnés ne soient pas capables
de dégrader les HAP cancérigénes, que ce soit a4 23°C (comme nous 1’avions vu au VIIL.1.1.2)
ou a 30°C.

Nous allons donc dans la suite étudier la dégradation des 16 HAP cibles de maniére
plus détaillée.

VIII.1.2.3 — Biodégradation par famille de HAP
Comme nous ’avons fait au V, nous allons étudier la biodégradation des 16 HAP

cibles de I'U.S. E.P.A. individuellement.

Comme les teneurs initiales en ces 16 HAP différent un peu dans les 2 séries (2 23°C
et 2 30°C) d’essais menés, pour les mémes raisons qu’au V.1, i.e. les 2 séries n’ont pas pu &tre
menées simultanément, nous représenterons la biodégradation des HAP de 2, 3 et 4 cycles par
leur taux de dégradation en %.

Nous pourrons cette fois sans probléme comparer les résultats des 2 séries d’essais car
les différences des teneurs moyennes initiales sont en fait assez faibles si nous tenons compte
des écarts-types.

A chaque sous-partie qui suit, nous indiquerons la teneur initiale en HAP en mg/kg de
sol sec, ainsi que les teneurs & 15 ou 20 jours et 50 jours dans les différents microcosmes
(Tableaux VIII.1.2.3.1-a, VIIL.1.2.3.2-a et VIIL.1.2.3.3-a).

VIII.1.2.3.1 — Naphtaléne, acénaphtyléne, acénaphténe

En ce qui concerne le naphtaléne, sa disparition du sol est plus rapide (en regardant la
teneur a 20 et 15 jours a 23°C et 30°C respectivement) en présence des différents consortia
que dans les témoins, que ce soit-a 23°C ou a 30°C. Etant donné€ les écarts-types calculés pour
le naphtaléne, 1’apport des différents consortia peut étre considéré comme équivalent (Tableau
VIIL1.2.3.1-a).

Nous n’avons pas donné les teneurs & 80 jours dans le Tablean VIII.1.2.3.1-a, ni dans
les Tableaux VIIL.1.2.3.2-a, VIII.1.2.3.3-a. Il y a deux raisons a cela. La premicre est que
I’écart au témoin dans les microcosmes inoculés n’est pas représentatif de la biodégradation
des HAP par les consortia inoculés, comme nous I’avons vu précédemment. La seconde est la
taille des tableaux et leur lisibilité.

L’augmentation de température de 23°C & 30°C n’améliore pas la biodégradation du
naphtaléne par rapport aux témoins. Dans les microcosmes inoculés, les teneurs en naphtaléne
a 15, 20 et 50 jours sont inférieures a celles des témoins, mais les valeurs des écarts-types ne
permettent pas réellement d’affirmer que les consortia sont capables de dégrader le
naphtaléne.

Les teneurs initiales en acénaphtyléne des microcosmes sont respectivement de
16,713,8mg/kg dans la série & 23°C et de 14,4124 mg/kg dans la série & 30°C (Tableau
VII.1.2.3.1-a).
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Teneurs (mg/kg de sol sec)

Jours | Naphtaléne | Acénaphtyléne | Acénaphténe

23°C | Témoin 0 7,0+2,6 16,713,8 19,0+7,3
20 6,742,2 14,6+1,6 14,5+1,7

50 4,110,3 13,4+2,4 10,1+0,9

PT 20 3,610,8 8,9+2,0 8,2+4.,0

50 4,2+1,6 5,042,1 4,310,4

AT 20 4,0+0,5 10,6£1,6 11,5+1,6

50 3,5104 7,640,1 13,2+1,9

FT 20 3,740,3 8,5+0,3 13,041,1

50 3,8+0,3 7,340,4 11,842,1

PY 20 2,8+1,2 7,410,1 '11,743,0

50 7,542,3 9,31+2,2 15,0+1,9

30°C | Témoin 0 9,9+1,1 14,424 9,5+3,2
15 7,610,4 9,5+0,2 3,8+1,9

50 6,4+0,3 7,810,1 3,5+1,2

PT 15 5,410,2 1,8+0,1 3,6+1,5

50 5,0+£0,5 1,540,1 1,510,1

AT 15 3,4+1,0 3,4140,3 4,740,6

50 5,1+1,5 2,8+0,4 4,610,5

FT 15 4,910,1 8,140,9 4,010,5

50 4,8+0,1 5,240,1 3,6+1,0

PY 15 6,310,5 3,510,3 4,1+0,2

50 4,910,7 3,610,1 4,010,2

Tableau VIII.1.2.3.1-a : Teneurs (mg/kg de sol sec) en naphtaléne, acénaphtyléne

et acénaphtene des microcosmes de sol inoculés ou non avec PT, AT, PY et FT.

Les pertes en acénaphtyléne sont plus élevées dans le témoin a 30°C que dans celui &
23°C (Figures VIII.1.2.3.1-a et -b). Cela correspond sans doute & une augmentation des pertes
abiotiques avec 1’élévation de la température, car 1’acénaphtyléne est ’'un des HAP les plus
volatils.

Aussi, aux deux températures étudiées, I’addition d’inoculum des 4 consortia
provoque une biodégradation de 1’acénaphtyléne.

Le taux de dégradation maximal (calculé par rapport a la teneur initiale) est de 90%
pour PT a 30°C (Figure VIII.1.2.3.1-a), soit une teneur finale de 1,5 mg/kg contre 14,4 mg/kg
initialement. Pour AT, il est de 80% & 50 jours a 30°C, soit une teneur de 2,8 mg/kg.

Pour FT et PY, le taux de dégradation maximal est de 85% en fin d’incubation a 30°C
(Figure VIII.1.2.3.1-b).

En termes de teneurs en acénaphtyléne (Tableau VIIL.1.2.3.1-a), les teneurs finales
(pertes biotiques et abiotiques cumulées) sont plus basses a 30°C qu’a 23°C.
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Figure VIIL1.2.3.1-a: Taux de dégradation de I’acénaphtyléne dans les
microcosmes de sol inoculés ou non avec les consortia PT et AT.
A 23°C, ® - ¢moin ;.:PT; V. AT. A30°C,O : témoin ; O :PT;V : AT.
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Figure VIIL1.2.3.1-b: Taux de dégradation de 1’acénaphtyléne dans les
microcosmes de sol inoculés ou non avec les consortia FT et PY.
A 23°C, ® . (¢moin ;. :FT; V. py. A30°C,O : témoin ; 0. rr ; V. py.

Nous devons toutefois faire des comparaisons relatives pour déterminer la
biodégradation par rapport aux témoins afin de mesurer les capacités propres des consortia, en
prenant donc en compte les pertes abiotiques, et biotiques dues au réveil de la microflore,
dans les témoins.

Ainsi, pour PT, nous atteignons 1,510,1 mg/kg d’acénaphtyléne & 50 jours a 30°C
contre 5,0+2,1 & 23°C. Par rapport aux témoins, cela correspond a une dégradation de 81% a
30°C et de 63% a 23°C. Nous avons résumé les résultats obtenus dans le Tableau
VIIL.1.2.3.1-b.
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Taux de dégradation par rapport au témoin (%)

20 jours | 15 jours 50 jours
23°C 30°C 23°C 30°C
PT 39 81 63 81
AT 27 64 43 64
FT 42 15 45 33
PY 49 63 30 54

Tableau VIIL1.2.3.1-b: Calcul du taux de dégradation de I’acénaphtylene par

rapport aux témoins dans les microcosmes inoculés. Pour une température donnée, le calcul est réalisé
comme suit :
% calculé =(teneur dans le témoin 2 t -teneur dans le microcosme 2 t)/(teneur dans le témoin 2 t)x100.

Donc, en tenant compte des pertes dans les témoins, nous constatons que la
biodégradation de 1’acénaphtyléne par les consortia PT, AT et PY est plus élevée a 30°C qu’a
23°C. Aprés 50 jours d’incubation, la dégradation par rapport aux témoins se situe entre 50 et
80% pour ces 3 consortia.

Par contre, la biodégradation de I’acénaphtyléne par FT est plus élevée a 23°C qu’a
30°C.

Pour I’acénaphténe, nous voyons & la Figure VIIL.1.2.3.1-c que I’addition de AT n’a
pas d’influence sur sa dégradation a 23°C ou a 30°C. Il ent est de méme pour FT et PY (voir
les teneurs Tableau VIII.1.2.3.1-a) que nous n’avons pas représentés, en tenant compte des
écarts-types.

Taux de dégradation (%)
(V1) ——

Temps (jours) .
Figure VIIL.1.2.3.1-c : Taux de dégradation de I’acénaphténe dans les microcosmes

de sol inoculés ou non avec les consortia PT et AT.
A 23°C, ® . (¢moin ;- :PT; V.AT.A 30°C,O : témoin ; O.pr ;v : AT.

Par contre, une dégradation de 1’acénaphténe par rapport aux témoins est mise en
évidence dans les microcosmes inoculés avec PT (Figure VIIL.1.2.3.1-c).

Si nous nous reportons au Tableau VIII.1.2.3.1-a, nous voyons que les teneurs en
acénaphteéne des microcosmes inoculés avec PT sont & 50 jours de 4,3+0,4 mg/kg a 23°C et
1,5+0,1 mg/kg a 30°C contre 10,11+0,9 mg/kg et 3,5+1,2 mg/kg dans les témoins a 23°C et
30°C respectivement. Cela représente un taux de dégradation (par rapport aux témoins) de
57% aux deux températures.
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Pour les microcosmes inoculés avec les autres consortia, les teneurs en acénaphténe &
50 jours d’incubation sont supérieures ou égales a celles des témoins (Tablean VIII.1.2.3.1-a)
aux deux températures étudiées.

Nous remarquerons en outre que les pertes par rapport a la teneur initiale en
acénaphténe dans le témoin 4 30°C sont bien plus élevées que dans le témoin a 23°C. Si ’on
se reporte au Tableau VIIL.1.2.3.1-a, un calcul rapide nous montre que les pertes a 20 jours
sont de 24% & 23°C contre 60% & 15 jours & 30°C et & 50 jours les pertes sont de 47% a 23°C
contre 63% a 30°C.

VIII.1.2.3.2 - 3 cycles : fluoréne, phénanthréne, anthracéne
Les pertes (en %) de fluoréne sont supérieures dans le témoins a 30°C par rapport au
témoin a 23°C jusqu’a 50 jours d’incubation (Figures VIIL.1.2.3.2-a et -b).

Ensuite, I’augmentation brutale des pertes dans le témoin a 23°C est due au « réveil »
de la microflore indigéne, comme nous I’avons vu au VIIL.1.2.1.
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Figure VIII.1.2.3.2-a : Taux de dégradation du fluoréne dans les microcosmes de sol
inoculés ou non avec les consortia PT et AT.
A23°C, @ témoin ;- :PT; V. AT.A 30°C,O - témoin ; B : PT; V : AT.

Ainsi, a 23°C et 30°C, une biodégradation du fluoréne due a I’inoculation avec les
consortia est mise en évidence. Nous voyons a la Figure VIII.1.2.3.2-a que sa biodégradation
est du méme ordre pour PT et AT, ce aux deux températures étudiées. A 50 jours
d’incubation, alors que sa perte est de 1’ordre de 20% et de 25% dans les témoins a 23°C et a
30°C respectivement, elle est de 75% a 23°C et de 80% a 30°C dans les microcosmes inoculés
avec PT ou AT.

Par contre, pour FT et PY, alors que les pertes dans les microcosmes sont similaires a
23°C, la dégradation du fluoréne par FT est moins bonne a 30°C qu’a 23°C (comme pour
I’acénaphtyléne).
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Figure VIII.1.2.3.2-b : Taux de dégradation du fluoréne dans les microcosmes de sol

inoculés ou non avec les consortia FT et PY.
A 23°C, ® . ¢moin ;.:FI'; v:PY.A30°C,O : témoin ; O.fFr ; V.py.

Teneur (mg/kg de sol sec)

Jours | Fluoréne | Phénanthréne | Anthracéne

23°C | Témoin 0 77,9:18,9 | 214,1+52,2 124,3+24,2
20 68,7+6,8 198,9+13,3 111,748,7

50 61,7+9,4 184,5+29,5 102,0+15,9
PT 20 29,1+2,8 73,120,1 58,5+0,7
50 18,8+1,4 56,7+0,9 45,0+3,0
AT 20 28,613,1 83,3+6,1 61,1£1,1
- 50 17,840,7 56,2+1,1 37,5%1,2
FT 20 18,1+0,6 56,8%1,6 62,4+2,5
50 19,6+2,3 59,0£10,3 55,6173
PY 20 19,14£0,7 56,0+4,8 61,3+4,6
50 20,943,0 60,2+7,6 65,949,1

30°C | Témoin 0 60,4+1,6 192,94+4,7 108,4+2,7
15 49,9+0,5 186,611,1 102,310,4
50 44,0+0,2 179,8+2,2 91,7£1,0
PT 15 14,5+0,6 52,0£1,9 45,8+1,2
50 10,9+0,7 42,7824 26,4+1,2
AT 15 14,0408 55,0+3,6 37,8%3,1
50 13,7412 48,643,7 35,9440
FT 15 47,2450 181,8+15,5 96,617,6
50 24,3+8,2 71,4824 71,740,8
PY 15 18,0+1,5 71,8+7,2 55,61+2,6
50 12,4+1,7 43,7496 25,2447

Tableau VIIL.1.2.3.2-a : Teneurs (mg/kg de sol sec) en fluoréne, phénanthréne, et

anthracéne des microcosmes de sol inoculés ou non avec PT, AT, PY et FT.
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Les pertes a 50 jours en fluoréne des témoins sont de 21% et 27% a 23°C et 30°C
respectivement. Elles sont donc bien plus faibles que pour les HAP décrits au VIII.1.2.3.1.
Les pertes abiotiques en fluoréne sont plus faibles, sans doute & cause de sa plus faible
volatilisation.

A partir du Tableau VIII.1.2.3.2-a, nous pouvons calculer la dégradation du fluoréne
imputable aux consortia en tenant compte des pertes dans les témoins comme nous 1’avons
fait pour I’acénaphtyléne au Tableau VIII.1.2.3.1-b. Les résultats de ce calcul sont donnés au
Tableau VII.1.2.3.2-b pour le fluoréne. Nous ferons le méme calcul pour le phénanthréne et
I’anthracéne aux Tableaux VIII.1.2.3.2-c et —d respectivement.

Ainsi, nous voyons bien que la biodégradation du fluoréne due a FT est meilleure (tout
au moins plus rapide) & 23°C qu’a 30°C, surtout a 20 jours d’incubation. Par contre pour PT
et AT, elle est plus rapide a 30°C (meilleure & 20 jours, similaire 2 50 jours). Quant a PY, la
différence de température n’influence presque pas son action sur le fluoréne.

Taux de dégradation par rapport au témoin (%)

20 jours | 15 jours 50 jours
23°C 30°C 23°C - 30°C
PT 58 71 70 75
AT 58 72 71 69
FT 74 5 68 45
PY 72 64 66 72

Tableau VIII.1.2.3.2-b : Calcul du taux de dégradation du fluoréne par rapport aux

témoins dans les microcosmes inoculés. Pour une température donnée, le calcul est réalisé comme suit :
% calculé =(teneur dans le témoin a t -teneur dans le microcosme a t)/(teneur dans le témoin a t)x100.

En ce qui concerne la biodégradation du phénanthréne, les profils des courbes
obtenues (Figures VIII.1.2.3.2-c et —d) sont similaires 4 ceux du fluoréne. Le maximum de
dégradation atteint est de 80% de la teneur initiale. L’ augmentation du taux de dégradation du
phénanthréne par PT et AT est légérement plus rapide a 30°C qu’a 23°C (Figure
VII.1.2.3.2-c).
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Figure VIII.1.2.3.2-c : Taux de dégradation du phénanthréne dans les microcosmes

de sol inoculés ou non avec les consortia PT et AT.
A23°C, ®: témoin ;M. PT; ¥: AT. A 30°C,© : témoin; 1 : PT; V : AT.
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Ces taux de dégradation sont trds proches aux deux températures dans les
microcosmes inoculés avec PY (Figure VIII.1.2.3.2-d). Par contre, 1’augmentation de
température a 30°C a un effet négatif sur la dégradation du phénanthréne par FT.
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Figure VIII.1.2.3.2-d : Taux de dégradation du phénanthréne dans les microcosmes

de sol inoculés ou non avec les consortia FT et PY.
A 23°C, ® . «¢moin ;- :FT; V. PY.A30°C,O : témoin ; O.pr ; V.py.

Les pertes en phénanthréne 2 50 jours des témoins sont de 14% et 7% par rapport i la

teneur initiale a 23°C et 30°C respectivement. Elles sont inférieures a celles en fluoréne
évoquées précédemment.
L’étendue de la dégradation du phénanthréne par rapport aux témoins dans les

microcosmes inoculés a été calculée au Tableau VII.1.2.3.2-c a partir du Tableau
VIIL.1.2.3.2-a.

Taux de dégradation par rapport au témoin (%)

20 jours | 15 jours 50 jours
23°C 30°C 23°C 30°C
PT 63 72 69 76
AT 58 70 70 73
FT 71 3 68 60
PY 72 62 67 76

Tableau VIII.1.2.3.2-¢ : Calcul du taux de dégradation du phénanthréne par rapport

aux témoins dans les microcosmes inoculés. Pour une température donnée, le calcul est réalisé comme
suit : % calculé =(teneur dans le témoin i t -teneur dans le microcosme 2 t)/(teneur dans le témoin 2 t)x100.

A 15 et 20 jours d’incubation, comme pour le fluoréne, la biodégradation du
phénanthréne est plus élevée (accélérée) & 30°C dans les microcosmes inoculés avec PT et
AT, similaire aux deux températures dans les microcosmes inoculés avec PY (la mesure a
23°C étant faite a 20 jours, celle a 30°C a 15 jours) et bien plus faible (ralentie) a 30°C dans le
microcosme inoculé avec FT. Apres 50 jours d’incubation, les différences sont estompées.

Pour 1’anthracéne, les profils de dégradation sont un peu différents de ceux du fluoréne
et du phénanthréne. Notamment, la température semble avoir plus d’influence sur la
biodégradation de 1’anthraceéne par les consortia. En outre, jusqu’a 50 jours, les pertes dans les
témoins a 23°C et a 30°C sont identiques en tenant compte des écarts-types (Figures
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VII.1.2.3.2-¢ et -f). A 50 jours, les pertes dans les témoins sont égales & 18% et 15% de la
teneur initiale en anthracéne a 23°C et a 30°C respectivement. Elles sont donc relativement du
méme ordre que pour le fluoréne et le phénanthréne.

Les biodégradations de I’anthracéne dues 4 PT et AT sont identiques jusqu’a 20 jours
a 23°C, puis celle due & AT devient supérieure a celle due & PT (Figure VIII.1.2.3.2-¢). Par
contre, a 30°C, la biodégradation de I’anthracéne due & AT est supérieure a celle due a PT a
15 jours, cette tendance étant inversée a 50 jours (les taux restant toutefois voisins).

Taux de dégradation (%)
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Figure VIII.1.2.3.2-e : Taux de dégradation de ’anthracéne dans les microcosmes de
sol inoculés ou non avec les consortia PT et AT.
A23°C, ®: témoin ;M. PT; ¥Y: AT. A30°C,© : témoin ; U : PT; V : AT.

Pour les microcosmes inoculés avec FT et PY, les taux de dégradation de I’anthracéne
a 23°C sont presque identiques (Figure VIII.1.2.3.2-f). Mais, a 30°C la biodégradation de
I’anthracéne par PY est accélérée par 1I’augmentation de température, alors que celle due a FT
est ralentie, comme nous 1’avons déja observé pour le fluoréne et le phénanthréne.

Taux de dégradation (%)
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Figure VIII.1.2.3.2-f : Taux de dégradation de I’anthracéne dans les microcosmes de
sol inoculés ou non avec les consortia FT et PY.
A 23°C, ® . (¢moin ;. :FT; V. py. A30°C,O : témoin ; O.pr ; V.PpYy.
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L’étendue de la dégradation de 1’anthracéne par rapport aux témoins dans les

microcosmes inoculés a été calculée au Tableau VIIL.1.2.3.2-d a partir du Tableau
VIII.1.2.3.2-a.

Taux de dégradation par rapport au témoin (%)

20 jours | 15 jours 50 jours
23°C 30°C 23°C 30°C
PT 48 55 56 71
AT 45 63 63 60
FT 44 5 45 22
PY 45 45 35 72

Tableau VIIL.1.2.3.2-d : Calcul du taux de dégradation de I’anthracéne par rapport
aux témoins dans les microcosmes inoculés. Pour une température donnée, le calcul est réalisé comme
suit : % calculé =(teneur dans le témoin a t -teneur dans le microcosme a t)/(teneur dans le témoin 2 t)x100.

Comme pour le fluoréne et le phénanthréne, a 15 et 20 jours d’incubation, la
biodégradation de I’anthracéne est plus élevée (accélérée) & 30°C dans les microcosmes
inoculés avec PT et AT, similaire aux deux températures dans les microcosmes inoculés avec
PY et bien plus faible (ralentie) & 30°C dans le microcosme inoculé avec FT.

A 50 jours d’incubation, la biodégradation due 2 PY et PT est supérieure & 30°C : les
teneurs en anthracéne sont d’ailleurs de 65,9 mg/kg a 23°C et de 25,2 mg/kg a 30°C (Table
VIII.1.2.3.2-a) pour PY et de 45,0 mg/kg a 23°C et de 26,4 mg/kg a 30°C pour PT. La teneur
en anthracene & 50 jours est donc réduite environ de moitié a 30°C par rapport a 23°C.

Pour AT, les teneurs en anthracéne a 50 jours sont du méme ordre (36 mg/kg environ).
Pour FT, a 30°C, les teneurs des microcosmes inoculés sont plus €élevées a 50 jours que pour
les autres consortia inoculés. La biodégradation est plus élevée a 23°C qu’a 30°C : les teneurs
a 50 jours sont de 55,6 mg/kg a 23°C contre 71,7 mg/kg a 30°C.

En conclusion pour les HAP de 3 cycles, une biodégradation due a I’inoculation par
les consortia PT, AT, FT et PY a effectivement été mise en évidence dans les microcosmes de
sol pollué autoclavé inoculés.

Les effets de 1’augmentation de température de 23°C a 30°C différent en fonction du
consortium considéré. Elle accélére la biodégradation des HAP de 3 cycles (fluoréne,
phénanthréne et anthracéne) par les consortia PT et AT, a relativement peu d’effet sur PY
(sauf pour I’anthracéne ot il y a amélioration) et ralentit la biodégradation due & FT.

A 23°C, en prenant en compte les pertes dans les témoins, les taux de dégradation du
fluoréne, du phénanthréne et de I’anthracéne sont de I’ordre de 70%, 70% et 45-65%
respectivement (Tableaux VIII.1.2.3.2-b, -c et —d) pour les 4 consortia.

VIII.1.2.3.3 — 4 cycles : fluoranthéne, pyréne, benzo(a)anthracéne, chryséne

Les pertes en fluoranthéne des témoins par rapport aux teneurs initiales a 23°C et a
30°C sont assez différentes: a 50 jours d’incubation, elles sont de 20% a 23°C et de 1%
seulement & 30°C (calculs d’aprés le Tableau VIII.1.2.3.3-a). Les pertes sont donc
paradoxalement plus élevées a 23°C qu’a 30°C. Ceci est dit au réveil plus précoce de la
microflore indigéne a 23°C, et donc & des pertes biotiques dans le témoin a 23°C, pertes
biotiques qui n’existent pas & 30°C.

Les taux de dégradation du fluoranthéne sont trés similaires & 23°C pour PT et AT,
mais des différences apparaissent a 30°C (Figure VIII.1.2.3.3-a). La dégradation est en effet
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plus performante & 15 jours pour AT & 30°C (45% de dégradation contre 15% pour PT), mais
I’effet est inversé a 50 jours d’incubation.
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Figure VIIL.1.2.3.3-a : Taux de dégradation du fluoranthéne dans les microcosmes
de sol inoculés ou non avec les consortia PT et AT.
A23°C, ®: témoin ;B PT; ¥: AT. A 30°C,© : témoin ; U : PT; V : AT.

Pour FT, la dégradation apparait plus lentement & 30°C qu’a 23°C : elle est de 5% a 15
jours a 30°C, contre 30% a 23°C. Aux deux températures étudiées, les courbes représentatives
de la dégradation du fluoranthéne par les consortia FT et PY sont bien distinctes (Figure
VIII.1.2.3.3-b). Ce n’était pas le cas a 23°C pour la dégradation du fluoréne, du phénanthréne
et de I’anthracéne (Figures VIII.1.2.3.2-b, -d et —f) oil elles étaient presque confondues.

Les courbes de dégradation de PY & 23°C et 30°C se superposent jusqu’a 20 jours,
mais les pourcentages de dégradation sont différents a 50 jours. Si nous prenons en compte
I’écart-type a 50 jours sur la courbe de PY a 23°C, la différence entre les deux courbes est
nettement estompée car cet écart-type est assez important.
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Figure VIIL.1.2.3.3-b : Taux de dégradation du fluoranthéne dans les microcosmes
de sol inoculés ou non avec les consortia FT et PY.
A 23°C, ® . «¢moin ;- :FT; V. py. A30°C,O : témoin ; O.pr ; V. py.
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Résultats et Discussion

Teneurs (mg/kg de sol sec)

Jours | Fluoranthéne | Pyréne | Benzo(a)anthracéne | Chryséne

23°C | Témoin| O 366,8+69,7 | 73,5+14,2 167,8+31,2 149,3+£33,7
20 308,9+18,7 56,2+3,7 . 155,417,2 143,018,3

50 289,0+49,3 51,2+6,8 143,9+24,6 133,8+23,8

PT 20 250,1+0,6 109,94+1,6 176,1+1,8 166,6+1,9
50 157,242,5 60,7+0,9 161,6+1,4 151,8+2,0

AT 20 239,41+9,4 60,8+1,7 143,242,8 141,240,9
30 194,2+5,3 52,2+1,6 161,7+6,2 152,8%5,0

FT 20 237,1+4,3 80,7+4,3 159,140,1 148,8+0,4
30 215,1+29,3 55,315,6 175,3+18,8 166,6+19,1

PY 20 193,8+19,3 42,746,2 136,2+11,6 128,819,5

50 234,9+30,0 43,7+4,8 201,3+27,6 192,5+27,2

30°C | Témoin | . 0 393,415,2 174,1+2,6 145,615,8 151,242,7
15 391,5+2,6 169,1+2,6 137,5+2,7 143,3+4,2

50 390,2+5,4 156,1+3,1 146,0+2,3 158,8+1,6

PT 15 339,7+5,0 211,0£1,6 143,346,1 148,242 8

30 151,6+7.,8 72,234,0 129,4+7,9 135,8+8,0

AT 15 223,6t17,4 90,8+5,8 141,5£12,3 144,7+14,6
50 186,0+16,8 47,6144 140,8+17,3 157,7+19,3

FT 15 372,5£37,0 | 162,1£15,6 132,4+19,2 144,1+14,8
30 283,14£3,9 118,7+1,4 135,840,6 144,6+1,3

PY 15 254,4+13,0 130,3+9,4 161,8+1,6 155,510,8
50 154,54+26,5 51,949,2 127,3£20,0 135,4+19.4

Tableau VIIL.1.2.3.3-a: Teneurs (mg/kg de sol sec)en fluoranthéne, pyréne,

benzo(a)anthraceéne et chryséne des microcosmes de sol inoculés ou non avec PT, AT, PY
et FT. '

Le taux de dégradation du fluoranthéne par rapport aux témoins dans les microcosmes
inoculés est présenté au Tableau VIIL.1.2.3.3-b, et calculé a partir du Tableau VIII.1.2.3.3-a.

Taux de dégradation par rapport au témoin (%)
20 jours 15 jours 50 jours

23°C 30°C 23°C 30°C
PT 19 14 46 61
AT 22 43 32 52
FT 23 5 26 27
PY 37 35 18 60
Tableau VIIL.1.2.3.3-b : Calcul du taux de dégradation du fluoranthéne par rapport

aux témoins dans les microcosmes inoculés. Pour une température donnée, le calcul est réalisé comme
suit : % calculé =(teneur dans le témoin a t - teneur dans le microcosme a t)/(teneur dans le témoin 2 t)x100,

La biodégradation a 15 et 20 jours du fluoranthéne par FT est moins bonne & 30°C
qu’a 23°C (ralentie & 30°C), mais est du méme ordre a 50 jours. Pour PT et PY, elle est
équivalente au départ, mais & 50 jours elle est plus élevée a 30°C. La biodégradation du
fluoranthéne par AT est augmentée par I’élévation de température de 23°C a 30°C.
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A 50 jours d’incubation a 30°C, le fluoranthéne est dégradé de 52 & 61% par les
consortia AT, PT et PY, ce qui est nettement plus qu’a 23°C. Sa dégradation par FT n’est que
de 27% par rapport au témoin aux deux températures étudiées.

En ce qui concerne le pyréne, il n’y a pas d’effet de I’addition de AT sur sa
biodégradation & 23°C jusqu’a 50 jours d’incubation (Figure VIIL1.2.3.3-c et Tableau
VIIL.1.2.3.3-a). Pour PT, la teneur a 20 jours est méme supérieure a la teneur initiale, pour
étre sensiblement égale au témoin & 50 jours. Le point & 20 jours semble &tre un point
aberrant, car aucune évolution similaire n’a été observée dans toutes nos expériences.

Par contre, une biodégradation spécifique du pyréne par les consortia PT et AT a 30°C
et 2 50 jours est nettement mise en évidence dans les microcosmes inoculés avec ces consortia
(Figure VIII.1.2.3.3-c).
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Figure VIIL.1.2.3.3-c : Taux de dégradation du pyréne dans les microcosmes de sol
inoculés ou non avec les consortia PT et AT.

A 23°C, ® . ¢moin ;. :PT; V. AT. A30°C,O : témoin ; O.pr ; V. AT.

Pour PY, il semble qu’il y ait une biodégradation du pyréne a 23°C, mais pas pour FT
jusqu’a 50 jours d’incubation (Figure VIII.1.2.3.3-d).
A 30°C, il y a dégradation du pyréne par PY et FT (seulement aprés 15 jours pour FT).

Ces observations sont plus claires en se reportant au Tableau VIIIL.1.2.3.3-a, olt nous
n’observons pas de baisse des teneurs en pyréne des microcosmes inoculés avec PT, AT et FT
par rapport au témoin, & 23°C et olt une diminution légére apparait dans le microcosme
inoculé avec PY jusqu’a 50 jours.

Par contre, 2 30°C, la biodégradation du pyréne par les 4 consortia est bien évidente au
Tableau VIII.1.2.3.3-a: déja a 15 jours pour AT, et seulement a 50 jours pour PT, FT et PY
(de maniére trés nette). Les teneurs & 50 jours dans les microcosmes inoculés avec PT, AT,
FT et PY sont respectivement de 72,2 mg/kg, 47,6 mg/kg, 118,7 mg/kg et 51,9 mg/kg contre
156,1 mg/kg dans le témoin. La biodégradation du pyréne a 50 jours par PT, AT, FT et PY a
donc atteint respectivement 54%, 69%, 24% et 67% de la teneur du témoin a 50 jours.

L’élévation de température de 23°C a 30°C est donc favorable a la biodégradation du
pyréne par les 4 consortia sélectionnés.
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Figure VIIL.1.2.3.3-d : Taux de dégradation du pyréne dans les microcosmes de sol
inoculés ou non avec les consortia FT et PY.
A23°C, ®: témoin ;M. FT; Y:PY. A 30°C,0 : témoin; 0 : FT; V: PY.

Pour le benzo(a)anthracéne et le chryséne, I’addition des consortia au sol pollué
autoclavé n’induit pas ou trés peu de dégradation par rapport au témoin, aux deux
températures étudiées, comme le montrent les valeurs reportées dans le Tableau
VIII.1.2.3.3-a. Aussi, nous n’avons pas reporté ici les graphes correspondants.

Ainsi, les 4 consortia sélectionnés au V ne sont pas capables d’utiliser tous les HAP a
4 cycles : ils ne sont pas capables de dégrader le benzo(a)anthracéne et le chryséne. Ils ont
toutefois la capacité de dégrader le fluoranthéne et le pyréne contenus dans un sol pollué:
jusqu’a 60% (PT et PY & 30°C) apres 50 jours pour le fluoranthéne et jusqu’a 69% pour le
pyreéne (AT a 30°C a 50 jours).

La biodégradation due au consortium FT est en général moins élevée que celle des
autres consortia. L’élévation de température de 23°C a 30°C améliore les performances de
biodégradation des consortia PT, AT et PY sur ces 2 HAP quadricycliques, mais pas celles de
FT.

VIII.1.2.3.4 - 5 et 6 cycles : benzo(b)fluoranthéne, benzo(k)fluoranthéne, benzo(a)-
pyrene, dibenzo(a,h)anthracéne, benzo(g,h,i)péryléne, indéno(1,2,3-cd)pyréne

Nous n’avons observé de biodégradation par les 4 consortia étudiés sur aucun des
HAP de 5 et 6 cycles. Aussi, nous avons présenté les résultats des inoculations seulement
avec les consortia PT et AT, sachant que ceux avec FT et PY sont tout a fait similaires (i.e. il
n’y a pas de biodégradation). Nous avons également cette fois représenté les teneurs en HAP
de 5 cycles, plutot que des taux de dégradation sans valeur.

Nous avons enfin représenté les variations des teneurs cumulées en HAP de 5 cycles
(Figure VII.1.2.3.4-a) et en HAP de 6 cycles (Figure VIIL.1.2.3.4-b), car elles sont
représentatives des phénomeénes observés pour les HAP pris individuellement.
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Teneur en HAP de 5 cycles (mg/kg de sol sec)
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Figure VIIL.1.2.3.4-a : Teneur en HAP de 5 cycles des microcosmes de sol inoculés
ou non avec les consortia PT et AT.

Les 4 consortia PT, AT, FT et PY ne sont donc pas capables de dégrader les HAP de 5
et 6 cycles. Nous nous attendions a ce résultat puisque nous avions observé au VIIL.1.2.2
qu’ils n’étaient pas capables de dégrader les HAP cancérigénes.

Teneur en HAP de 6 cycles (mg/kg de sol sec)

200
150 - :
[ -:':"a‘::": ===
100 : ;
50 ' ~-@-— Témoin autoclavé, 23°C =-G=~Témoin autoclavé, 30°C } ]
L i —#—PT, 23°C -{=--PT, 30°C .
i || = AT, 23°C =-u7==AT, 30°C i
0 i 2 2 : i 2 L . ! . 3 L ! L L L i
0 20 40 60 80
Temps (jours)

Figure VII1.1.2.3.4-b : Teneur en HAP de 6 cycles des microcosmes de sol inoculés
ou non avec les consortia PT et AT.

VIII.1.2.3.5 — Calcul des demi-vies

Nous avons reporté (Tableau VIIL.1.2.3.5-a), a partir des résultats de dégradation
obtenus précédemment, les demi-vies du naphtaléne, de 1’acénaphtyléne, de I’acénaphténe, du
fluoréne, du phénanthréne, de 1’anthracéne, du fluoranthéne et du pyréne dans les
microcosmes de sol pollué autoclavé inoculés avec les consortia PT, AT, FT et PY, dans les
témoins autoclavés non inoculés et des microcosmes de sol non stérile (cf. Tableau V.3.4-a) a
23°Cet 30°C.

Ces HAP sont ceux biodégradés par les 4 consortia, comme nous venons de le voir.
Nous les considérerons donc comme étant les HAP cibles des consortia PT, AT, FT et PY.
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Les demi-vies données ici représentent en fait ’ensemble des pertes biotiques et
abiotiques des HAP dans les différents microcosmes de sol. C’est pourquoi I’indication des
demi-vies dans les témoins & 23°C et & 30°C est importante pour mesurer 1’apport de
I’inoculation avec les consortia PT, AT, FT et PY. Elles ont été calculées selon la méthode -
indiquée au V.2.4. "

Nous avons également reporté les valeurs des demi-vies que nous avions mesurées au
V.3.4 pour la biodégradation naturelle dans le sol 4 23°C et 30°C (pH=7,2 et 20% d’humidité
comme ici). Nous pourrons ainsi comparer les performances des consortia avec la dégradation
naturelle qui a lieu dans le sol pollué.

Ainsi, l’augmentation de température de 23°C a 30°C diminue de manicre
significative les demi-vies des HAP indiqués au Tableau VIII.1.2.3.5-a pour les consortia PT,
AT et PY. Elle accélére donc la disparition globale de ces HAP en augmentant le cumul des
pertes biotiques et abiotiques.

Demi-vies (jours) PT A’ PY Témoin Non stérile
Température (°C) | 23 | 30 | 23 {30 | 23 |30 |23 |30}23|30| 23 | 30
Acénaphtyléne 22 | 5 |39 7 2012014 7 [>80]55| 35| 18
Acénaphténe 15| 10 |>80| 15 |>80} 10 |>80| 10 |>80| 10 | 16 | 10
Fluoréne 1317 (13171913719 ]| 8|71 |>0) 14| 11
Phénanthréne 16 | 7 {18 { 7 9 13819 9 174 [>90] 15 | 13
Anthracéne 16 | 12120 9 [20 40|20 | 16 | 76 |>90( 23 | 15
Fluoranthéne 40 | 40 | 5514070 | 80 | 67 | 28 | 82 |>90| 40 | 23
Pyréne >80 43 |>80( 17 |>80] 70 [>80| 22 [>80|>90| 57 | 49

Tableau VIIL1.2.3.5-a: Calcul des demi-vies (en jours) du naphtaléne, de
I’acénaphtyléne, de 1’acénaphténe, du fluoréne, du phénanthréne, de ’anthracéne, du
fluoranthéne et du pyréne dans les microcosmes de sol pollué autoclavé inoculés avec les
consortia PT, AT, FT et PY, dans les témoins autoclavés non inoculés et des microcosmes de
sol non stérile (cf. Tableau V.3.4-a) 4 23°C et 30°C.

A 30°C, pour I’acénaphtene, aucune biodégradation induite par I’inoculation avec les
consortia n’apparait par rapport au témoin : les pertes abiotiques sont prédominantes. Apres
10 jours d’incubation, il ne reste déja dans le témoin que 50% de sa teneur de départ. Les
demi-vies indiquées 2 30°C pour I’acénaphténe ne sont donc pas significatives d’une
biodégradation.

A 23°C, PT est le seul consortium améliorant la biodégradation de 1’acénaphténe par
rapport au témoin. PT semble le seul consortium ayant une capacité de biodégradation (toute
relative) de 1’acénaphtene, a 23°C.

Le consortium FT inoculé dans les microcosmes de sol pollué autoclavé a un
comportement différent des 3 autres consortia étudiés.

En effet, les demi-vies des différents HAP reportés au Tableau VIII.1.2.3.5-a sont plus
élevées 2 30°C qu’a 23°C dans les microcosmes inoculés avec FT. Nous avons en effet déja
remarqué que I’augmentation de température étudiée ici ralentit la biodégradation des HAP
cibles.
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A 23°C, les demi-vies des HAP reportés dans le Tableau VIIL1.2:3.5-a dans les
microcosmes inoculés sont similaires a celles obtenues dans les microcosmes non stériles. Le
pyreéne se distingue, la demi-vie n’ayant pu étre calculée (>80 jours) dans les microcosmes
inoculés, alors qu’elle est de 57 jours dans le microcosme non stérile. A cette température, le
pyrene est donc moins bien dégradé par les consortia que par la microflore naturelle.

Par contre, 2 30°C, les demi-vies des HAP dans le microcosme inoculé avec FT sont
toutes trés supérieures i celles de la biodégradation naturelle : 37 jours contre 11 pour le
fluoréne, 80 jours contre 23 pour le fluoranthéne par exemple. Ce consortium a donc une
température optimale inférieure a 30°C.

A 30°C, les demi-vies de l’acénaphtyléne, du fluoréne, du phénanthréne et de
I’anthracéne dans les microcosmes inoculés avec PT, AT et PY sont inférieures a celles de la
biodégradation naturelle. Pour 1’acénaphtyléne, elles sont entre 5 et 7 jours contre 18 jours
pour la biodégradation naturelle. Pour le fluoréne, elles sont entre 7 et 8 jours contre 11 jours
pour la biodégradation naturelle. Pour le phénanthréne, elles sont entre 7 et 9 jours contre 13
jours pour la biodégradation naturelle. Pour I’anthracéne, elles sont entre 9 et 16 jours contre
15 jours pour la biodégradation naturelle.

Les demi-vies de la biodégradation naturelle de ces HAP étant déja assez faibles, ces
gains sont significatifs.

A 30°C, pour le fluoranthéne, seul PY a une demi-vie (28 jours) proche de celle
observée dans la biodégradation naturelle (23 jours). Celles de PT et AT sont toutes deux de
40 jours.

Enfin, 2 30°C, pour le pyréne, les demi-vies dans les microcosmes inoculés avec PT,
AT et PY sont inférieures a celle dans le sol naturel. Elles sont en effet égales a 43 jours, 17
jours et 22 jours pour PT, AT et PY respectivement, contre 49 jours pour la biodégradation
naturelle.

VIIL.1.3 - Bilan .

Nous avons donc testé a 23°C deux quantités d’inoculum différentes pour les 4
consortia PT, AT, FT et PY pour la biodégradation des HAP contenu dans un sol pollué
stérilisé. La quantité d’inoculum la plus élevée (4 ml d’absorbance 2 600 nm égale a 1,5, pour
120-130 g de sol sec) donnait globalement une biodégradation plus rapide des HAP non
cancérigenes, alors qu’aucune biodégradation des HAP cancérigénes ne pouvait €tre mise en
évidence.

Nous avons donc choisi cette quantité d’inoculum pour étudier la biodégradation des
HAP par les 4 consortia PT, AT, FT et PY en microcosmes de sol stérile & deux températures
d’incubation, 23°C et 30°C.

Ainsi, aucune biodégradation due i I’inoculation avec les 4 consortia (inoculés
individuellement) n’a été observée 4 23°C et 30°C pour les HAP suivants :

- benzo(a)anthracéne et chryséne (4 cycles),

- benzo(b)fluoranthéne, benzo(k)fluoranthéne, benzo(a)pyréene et dibenzo(ah)-

anthracene (5 cycles),

- benzo(g,h,i)péryléne et indéno(1,2,3-cd)pyrene (6 cycles).

Ceci est décevant mais non étonnant car les HAP de sélection des consortia PT, AT,
FT et PY sont respectivement le phénanthréne, 1’anthracéne, le fluoranthéne et le pyréne. Or,
ces 4 HAP sont tous plus facilement biodégradables que les 8 énumérés ci-dessus. Notre
choix pour la sélection s’est d’ailleurs porté sur ces 4 HAP pour cette raison : nous voulions
nous assurer d’obtenir un résultat, ce qui était loin d’étre évident si nous avions choisi les
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HAP de sélection des consortia parmi les 8 HAP de poids moléculaires les plus élevés. En
outre, ces derniers auraient été€ trés cofiteux a utiliser.

- L’acénaphtene n’est pas non plus biodégradé par les 4 consortia a 23°C et 30°C. Seul
PT le dégrade 1égeérement & 23°C. Nous avions d’ailleurs tenté un essai de sélection d’un
consortium sur I’acénaphténe au VI.1.2, qui avait échoué.

A 23°C, dans les microcosmes inoculés avec les consortia, nous avons vu que les
demi-vies des HAP (acénaphtyléne, fluoréne, phénanthréne, anthracéne, fluoranthéne) sont
environ égales a celles de la biodégradation naturelle.

Cela est faux pour le pyréne ot elles sont supérieures dans les microcosmes stériles
inoculés.

A 30°C, pour PT, AT et PY, les demi-vies de ces 6 HAP (cibles) sont plus faibles dans
les microcosmes stériles inoculés que dans la biodégradation naturelle.

La biodégradation de ses HAP cibles par FT est plus rapide a 23°C qu’a 30°C. C’est le
contraire pour les consortia PT, AT et PY pour lesquels I’augmentation de température de
23°C a 30°C accélere la biodégradation.

Donc, en résumé :

-PT, AT, FT et PY sont capables de dégrader I’acénaphtyléne, le fluorene, le
phénanthréne, 1’anthracéne, le fluoranthéne et le pyréne (leurs HAP cibles) dans un sol pollué
stérile,

- seul PT semble dégrader 1égérement I’acénaphtene, a 23°C mais pas a 30°C,

-4 23°C, les demi-vies des HAP dans les microcosmes inoculés sont presque
identiques a celle de la biodégradation naturelle,

- la biodégradation de leurs HAP cibles par les consortia PT, AT et PY est plus rapide
2 30°C qu’a 23°C,

-a 30°C, les demi-vies des HAP dans les microcosmes inoculés sont en général
inférieures a celle de la biodégradation naturelle, peut-€tre parce que la sélection des consortia
a été réalisée a une température (23°C) supérieure a la température moyenne du sol,

- 1a biodégradation de ses HAP cibles par le consortium FT est plus rapide a 23°C qu’a
30°C.

VIII.2 - Inoculation de microcosmes de sol non stérile a 30°C

Nous avons vu précédemment aux V.3 et VIII.1.2 que la biodégradation des HAP en
microcosmes de sol pollué est globalement plus rapide 2 30°C qu’a 23°C. Nous avons
également noté dans les essais en microcosmes stériles au VIIL.1.2 que la biodégradation par
les consortia PT, AT et PY est plus performante par rapport & la biodégradation naturelle a
30°C qu’a 23°C.

Aussi, nous avons choisi cette température pour inoculer des microcosmes de sol non
stérile avec AT et PY. Nous n’avons étudi€é que 2 consortia pour un probléme de quantité
d’échantillon.

Nous avons choisi AT et PY car le premier, AT, a été sélectionné sur un HAP de 3
cycles, ’anthracéne, alors que le second, PY, a été sélectionné sur un HAP de 4 cycles, le
pyréne. Nous avons choisi AT par rapport a PT car sa biodégradation du pyrene est meilleure
que celle de PT (demi-vie plus faible, cf. Tableau VIII.1.2.3.5-a). Enfin, PY a de meilleures
performances que FT pour la biodégradation : I’activité de FT est plus faible a 30°C qu’a
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23°C et les demi-vies de PY sont plus faibles que celles de FT pour les HAP biodégradés (cf.
Tableau VIII.1.2.3.5-a).

Nous avons vu au VIII.1 que ces consortia sont capables de dégrader des HAP dans un
sol pollué stérile. Cela nous a permis de déterminer les capacités de dégradation propres a ces
consortia (vitesse, HAP cibles). Pour les HAP cibles de ces consortia, nous avons vu que la
biodégradation est comparable a la biodégradation naturelle.

Nous avons procédé a la sélection des consortia dans le but d’inoculer le sol pollué et
d’améliorer la vitesse et/ou I’étendue de la dégradation des HAP.

Or, un sol naturel n’est pas stérile. Il est donc primordial de connaitre le comportement
de ces consortia dans un environnement pollué non stérile (naturel), plus complexe donc
qu’au VIIL1, et de mesurer I’apport que I’inoculation de tels mélanges microbiens dans un sol
naturel peut avoir.

Nous représenterons donc dans la suite 3 conditions (cf. I'V.5) différentes :

- la biodégradation naturelle (Non autoclavé),

- I’inoculation avec AT (Non autoclavé + AT),

- T’inoculation avec PY (Non autoclavé + PY).

Nous avons travaillé a 30°C, 20% d’humidité, pH=7,2, la densité des inocula étant
identique a celle du VIIL.1.2.

Nous représenterons les teneurs des microcosmes en mg/kg de sol sec car les 3
conditions étudiées appartiennent a la méme série d’expériences. Les teneurs initiales sont
donc identiques. Elles sont identiques & celles données a 30°C dans le Tableau V.3-a.
Remarquons qu’elles sont supérieures a celles des microcosmes autoclavés précédemment
étudiés : ceci est di a la chaleur de ’autoclavage qui implique des pertes en HAP de 2 et 3
cycles essenticllement. Nous n’avons pas représenté de témoin autoclavé car nous nous
intéressons a I’apport des inocula par rapport a la dégradation naturelle et les pertes
abiotiques sont identiques dans les 3 conditions qui seront représentées ici.

VII1.2.1 - Dénombrements sur géloses

Comme précédemment au VIIL1, nous avons procédé aux dénombrements sur gélose
NB (Figure VIIL2.1-a) de la population microbienne des microcosmes de sol. En outre,
comme il n’y a pas eu autoclavage ici, nous avons également procédé aux dénombrements sur
gélose ME (Figure VIIL.2.1-b). Le dénombrement initial a & nouveau été réalisé a 1 jour
d’incubation. '

Au VII.1.2, I’inoculation avec AT et PY nous a donné des dénombrements initiaux de
490 .10° et 320.10° UFC/g respectivement, alors que les dénombrements initiaux sont ici de
90.10° et 110.10° UFC/g pour respectivement AT et PY et 90.10° UFC/g pour le microcosme
non inoculé.

Nous aurions donc logiquement dii obtenir des dénombrements bien plus €levés dans
les 2 microcosmes inoculés avec AT et PY par rapport au microcosme non inoculé. Or, cela
n'est pas le cas: il y a peut-étre existence d’interactions entre les micro-organismes
constituant les consortia AT et PY et la microflore indigéne qui empéche leur extraction par
NaCl 0,9% lors de la préparation pour le comptage.
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Figure VIIL2.1-a: Dénombrement sur milieu NB (pH=7,2) de la population
microbienne (bactéries et Actinomycétes) des microcosmes de sol non stérile inoculés ou
non avec les consortia AT et PY a 30°C.

Les dénombrements moyens sur NB sont globalement 1égérement plus élevés dans les
microcosmes inoculés avec AT et PY, ceci étant particuliérement vrai a 50 jours d’incubation.
Mais si nous tenons compte des écarts-types, les dénombrements peuvent étre considérés
comme tout a fait similaires (Figure VIIL.2.1-a).

En ce qui concerne les dénombrements sur les géloses ME (levures et champignons),
ils sont du méme ordre dans les 3 conditions. IIs diminuent en permanence au cours de
I’incubation (Figure VIIL.2.1-b).
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Figure VIIL2.1-b: Dénombrement sur milieu ME (pH=4,5) de la population
microbienne (levures et champignons) des microcosmes de sol non stérile inoculés ou non
avec les consortia AT et PY a 30°C.

Donc, sur gélose NB, la population de bactéries et Actinomycétes augmente jusqu’a
50 jours d’incubation comme 2 la Figure V.2.1-a a 23°C. Sur gélose ME, il y a diminution
permanente de la population de levures et champignons jusqu’a 95 jours d’incubation.
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Nous nous attendons donc & observer la biodégradation plutdt entre O et 50 jours
d’incubation.

VIIL.2.2 — Dégradation globale des HAP non cancérigénes et cancérigénes

En ce qui concerne les HAP non cancérigénes, I’addition de AT n’accélére pas la
biodégradation par rapport a la biodégradation naturelle. Par contre, I’addition de PY accélére
la biodégradation. La teneur finale en HAP non cancérigénes est dans les 3 conditions
d’environ 500 mg/kg, qui semble étre une valeur d’équilibre (Figure VIIL.2.2-a).

Mais cette teneur est atteinte vers 20 jours d’incubation en présence de PY contre 50
jours en présence de AT ou sans inoculation. I y a donc un gain de 30 jours environ pour
atteindre la teneur finale.

Teneur en HAP non cancérigénes (mg/kg de sol sec) )
1600 ey T T T T
r I . ]

1400 [ gg---eeeeeeemeeees SRS NSNS SIS DO -

1200 Eord N ] ==@==Non autoclavé + PY] ... B
S ? : =«=}==Non autoclavé + AT ]
L e e e i R S —fl—Non autoclavé oo -

800 |

600 |

400 [--od

200 |

ol i . ! A ; L 1 . | . . : i L : . i N : L
0 20 40 60 80 100
Temps (jours)
Figure VIIL.2.2-a : Teneurs en HAP non cancérigénes des microcosmes de sol non

stérile inoculés ou non avec les consortia AT et PY a 30°C.

Pour les HAP cancérigénes, les teneurs sont identiques dans les 3 conditions a 50
jours. Toutefois, il existe des différences a 20 jours d’incubation.
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Figure VIIIL.2.2-b : Teneurs en HAP cancérigénes des microcosmes de sol non stérile
inoculés ou non avec les consortia AT et PY a 30°C.
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La diminution de la teneur en HAP cancérigénes est plus rapide en présence de PY
qu’en présence de AT, elle-méme légérement plus rapide que la biodégradation naturelle
(Figure VIIL.2.2-b). Pour les teneurs a 95 jours, nous pouvons considérer qu’elles sont égales
dans les 3 conditions en tenant compte des écarts-types. L’équilibre semble donc &tre atteint &
nouveau ici a 20 jours en présence de PY, contre 50 jours dans la biodégradation naturelle
additionnée ou non de AT.

Les effets de AT et PY inoculés dans le sol pollué non stérile sont donc différents. PY,
qui a été sélectionné sur un HAP plus gros (4 cycles) que AT (3 cycles), semble plus
performant et accélére la biodégradation des HAP cancérigénes ou non. Il ne semble toutefois
pas avoir d’influence sur I’équilibre atteint dans le sol.

VIIL.2.3 — Biodégradation par famille de HAP
Comme nous 1’avons fait aux V et VIIL.1, nous allons étudier I’influence de 1’addition
de AT et PY sur la dégradation des 16 HAP cibles de I'U.S. E.P.A. de maniére plus détaillée.

VIII.2.3.1 — Naphtaléne, acénaphtyléne, acénaphténe
La dégradation du naphtaléne (Figure VIIL.2.3.1-a) est légérement plus rapide en

présence de PY. La teneur minimale est d’environ 15 mg/kg (écarts-types pris en compte)
dans les 3 conditions étudiées, soit environ 50% de dégradation.

Cette valeur est atteinte aprés 20 jours d’incubation pour PY, contre 50 jours pour les
autres conditions.
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Figure VIIL.2.3.1-a: Teneurs en naphtaléne des microcosmes de sol non stérile

inoculés ou non avec les consortia AT et PY a 30°C.

Pour I’acénaphtyléne (Figure VIIL.2.3.1-b), la diminution de sa teneur est plus rapide
en présence de PY, alors qu’en présence de AT elle est identique a la dégradation naturelle.
La teneur finale en acénaphtyléne est d’environ 5 mg/kg dans les 3 cas, soit 85% de
dégradation environ.

Pour I’acénaphténe (Figure VIIL.2.3.1-c), en tenant compte des écarts-types, 1’addition
des consortia AT et PY n’améliore pas la biodégradation par rapport a la biodégradation
naturelle. Nous nous attendions & ce résultat an vu de ce que nous avions obtenu au VIII.1.2
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pour 1’acénaphténe : aucune biodégradation de 1’acénaphténe n’avait ét€ mise en évidence a
30°C pour les consortia AT et PY.
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Figure VIIL.2.3.1-b : Teneurs en acénaphtyléne des microcosmes de sol non stérile
inoculés ou non avec les consortia AT et PY 2 30°C.
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Figure VIIL.2.3.1-c : Teneurs en acénaphténe des microcosmes de sol non stérile
inoculés ou non avec les consortia AT et PY a 30°C.

VIIIL.2.3.2 — 3 cycles : fluoréne, phénanthréne, anthracéne

La diminution de la teneur en fluoréne dans les microcosmes de sol est légérement
meilleure en présence de PY : I’équilibre est atteint & 27 jours contre 50 jours dans la
biodégradation naturelle et en présence de AT.

La teneur finale est de 15 mg/kg en fluoréne, la biodégradation est donc de 86% a
I’équilibre.
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Figure VIIL.2.3.2-a : Teneurs en fluoréne des microcosmes de sol non stérile inoculés
ou non avec les consortia AT et PY a 30°C.

L’apport de I’inoculation avec AT et PY a la dégradation du phénanthréne (Figure
VIIL.2.3.2-b) est similaire & celui du fluoréne. La teneur finale en phénanthréne est d’environ
45 mg/kg dans les 3 conditions étudiées, cette teneur étant atteinte en 30 jours en présence de
PY contre 50 jours sinon. Cela correspond & une dégradation globale du phénanthréne de
84%.
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Figure VIIL.2.3.2-b : Teneurs en phénanthréne des microcosmes de sol non stérile

inoculés ou non avec les consortia AT et PY a 30°C.

Pour I’anthracéne (Figure VIII.2.3.2-c), les observations sont similaires 2 celles faites
pour le fluoréne et 1’ anthracéne.

La teneur finale en anthracéne est d’environ 30 mg/kg dans les 3 cas, ce qui représente
une dégradation de 80% par rapport 2 la teneur initiale en anthracéne des microcosmes de sol.
Cette teneur est atteinte a 30 jours en présence de PY, contre 50 jours sinon.
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Figure VIIL.2.3.2-c: Teneurs en anthracéne des microcosmes de sol non stérile

inoculés ou non avec les consortia AT et PY 4 30°C.

VIII1.2.3.3 — 4 cycles : fluoranthéne, pyréne, benzo(a)anthraceéne, chryséne

Pour le fluoranthéne (Figure VIIL2.3.3-a), l’addition de AT ne modifie pas
suffisamment I’évolution de sa teneur dans le microcosme de sol pour le différencier du
microcosme non inoculé. Par contre, ’addition de PY accélére a nouveau la disparition de ce
HAP.

La teneur finale en fluoranthéne est d’environ 140 mg/kg dans les 3 cas, ce qui
représente 67% de dégradation par rapport a la teneur initiale. Cette teneur est atteinte en 30
jours en présence de PY, contre 50 jours sinon.
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Figure VIIL2.3.3-a: Teneurs en fluoranthéne des microcosmes de sol non stérile
inoculés ou non avec les consortia AT et PY a 30°C.

Pour le pyréne (Figure VIIL.2.3.3-b), les différences d’évolution des teneurs des 3
microcosmes étudié€s sont plus marquées.

Ainsi, la teneur en pyréne a 95 jours est abaissée dans les microcosmes inoculés : elle
y est de 70 mg/kg contre 90 mg/kg dans le microcosme non inoculé. Cette différence est
significative si nous considérons les écarts-types sur la Figure VIIL.2.3.3-b. Cela correspond a
une dégradation de 50% sans inoculation et de 61% en présence de AT ou PY.
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Nous voyons également sur cette méme figure que la disparition du pyréne est plus
rapide en présence de PY que AT. Dans les deux cas, elle est accélérée par rapport au
microcosme non inoculé.
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Figure VIIL.2.3.3-b : Teneurs en pyrene des microcosmes de sol non stérile inoculés
ou non avec les consortia AT et PY a 30°C.

Pour le benzo(a)anthracéne (Figure VIIL.2.3.3-c), le méme phénomene que pour le
pyréne est observé. La teneur finale dans les microcosmes inoculés avec AT et PY est de
70 mg/kg contre environ 80-90 mg/kg en leur absence. Etant donné les écarts-types, nous
considérerons que les teneurs finales sont identiques dans les 3 cas. La dégradation finale est
donc de 1’ordre de 53%. Elle est plus rapide au début en présence de PY. Nous n’avions pas
observé de dégradation du benzo(a)anthracéne en microcosme stérile par AT et PY.

La mesure & 20 jours concernant 1’addition de AT ne permet pas d’affirmer que AT
accélere la biodégradation, a cause de 1’écart-type mesuré.
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Figure VIII.2.3.3-c : Teneurs en benzo(a)anthracéne des microcosmes de sol non
stérile inoculés ou non avec les consortia AT et PY a 30°C.

Pour le chryséne, la teneur finale dans les 3 microcosmes est d’environ 80 mg/kg, ce
qui représente 50% de dégradation par rapport a la teneur initiale en chryséne (Figure
VIII.2.3.3-d).
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L’addition de AT n’accélére pas réellement la biodégradation par rapport & la
dégradation naturelle. Par contre, ’addition de PY a un effet accélérateur, 1’équilibre
semblant atteint & environ 30 jours au lieu de 60 jours environ. Toutefois, la biodégradation
n’est pas augmentée en termes de teneur en chryséne, comme précédemment pour la plupart
des HAP étudiés.
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Figure VIIL.2.3.3-d: Teneurs en chryséne des microcosmes de sol non stérile
inoculés ou non avec les consortia AT et PY a 30°C.

VI1.2.3.4 — 5 et 6 cycles : benzo(b)fluoranthéne, benzo(k)fluoranthéne, benzo(a)-
pyrene, dibenzo(a,h)anthracéne, benzo(g,h,i)péryléne, indéno(1,2,3-cd)pyrene

Nous avons représenté les HAP de 5 cycles sur un méme graphe a la Figure
VIIL.2.3.4-a car, pour les 4 HAP concernés, les courbes obtenues étaient toutes similaires en
termes de taux de dégradation. Nous avons donc fait le cumul des teneurs. En outre, la
biodégradation finale est trés faible, de I’ordre de 20% par rapport a la teneur initiale.

La courbe représentant 1’effet de AT est confondue avec celle de la biodégradation
naturelle jusqu’a 50 jours d’incubation. A 95 jours, I’écart-type est tel que le point
correspondant peut &tre assimilé a la biodégradation naturelle. L’addition de AT n’a donc pas
d’effet sur la biodégradation des HAP de 5 cycles.

Par contre, a 20 jours d’incubation, 1’addition de PY permet d’atteindre 400 mg/kg en
HAP de 5 cycles, ce qui correspond a la teneur finale dans le microcosme non inoculé.
L’addition de PY semble donc accélérer la biodégradation des HAP de 5 cycles (tous dans la
méme proportion, d’aprés nos mesures). Mais, a 95 jours, la teneur est a nouveau de
500 mg/kg: il est donc difficile de conclure sur I’effet de 1’addition de PY pour la
biodégradation des HAP de 5 cycles. En outre, nous n’avions pas trouvé de biodégradation
des HAP de 5 cycles par PY dans les essais en microcosmes stériles a 30°C au VIII.1.2.

Pour les HAP de 6 cycles (au nombre de 2), nous avons également cumulé les teneurs
a la Figure VIII.2.3.4-b pour les mémes raisons que pour les HAP de 5 cycles.

En tenant compte des écarts-types, la biodégradation finale est de 1’ordre de 10% dans
les 3 conditions étudiées. PY et AT semblent accélérer 1égérement la blodegradatlon, mais le
phénomene de dégradation reste faible.
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Figure VIIL.2.3.4-a : Teneurs en HAP de 5 cycles des microcosmes de sol non stérile

inoculés ou non avec les consortia AT et PY 4 30°C.
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Figure VII1.2.3.4-b : Teneurs en HAP de 6 cycles des microcosmes de sol non stérile

inoculés ou non avec les consortia AT et PY a 30°C.

VIII.2.3.5 — Calcul des demi-vies

Afin de mieux visualiser ’influence de ’addition des consortia AT et PY sur la
biodégradation des HAP en microcosmes de sol non stérile, nous avons calculé les demi-vies
des HAP concernés. Nous n’avons pas considéré les HAP de 5 et 6 cycles car leur
dégradation est tres faible, entre 10 et 20% de la teneur initiale. Les résultats sont indiqués

dans le Tableau VIII.2.3.5-a.

Ainsi, I’inoculation du sol pollué avec AT permet d’abaisser les demi-vies des HAP de
4 cycles, ainsi que du phénanthréne (faiblement toutefois) par rapport au microcosme non

inoculé.
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Non autoclavé Non autoclavé Non autoclavé

non inoculé + AT +PY
2 cycles | Naphtaléne 50 50 20
Acénaphtyléne 18 22 10
Acénaphténe 10 ' 10 10
3 cycles |Fluoréne 11 11 7
Phénanthréne 13 10 8
Anthracéne 15 15 10
Fluoranthéne 23 19 12
Pyréne 49 41 27
4 cycles |Benzo(a)anthracéne 60 50 30
Chryseéne > 95 64 50

Tableau VIII.2.3.5-a: Calcul des demi-vies des HAP de 2 a 4 cycles dans les
microcosmes de sol non stérile inoculés ou non avec AT et PY, a 30°C.

L’inoculation avec PY a un effet plus marqué. Il agit en effet sur les demi-vies de tous
les HAP de 2 a 4 cycles, sauf 1’acénaphténe. Les demi-vies des HAP sur lesquelles un effet
apparait sont davantage abaissées que pour AT.

Les effets des consortia AT et PY, quand ils existent, sur la biodégradation des HAP
correspondent a une accélération de la diminution de la teneur dans le sol. Ainsi, les teneurs
finales ne sont pas diminuées, sauf peut-&tre pour le pyréne.

Il semble donc qu’un équilibre propre au sol est atteint, qui n’est pas déplacé par
I’addition des consortia. Ces derniers contribuent seulement 2 1’atteindre plus rapidement, ce
qui est déja positif.

VIIL.2.4 - Bilan
L’inoculation & 30°C des microcosmes de sol pollué non stérile avec les consortia AT
ou PY & la concentration définie au VIII.1.2 modifie la biodégradation des HAP dans le sol.

Nous avons vu au VIII.2.2 que ’addition de PY accélére la biodégradation des HAP
non cancérigénes et cancérigénes, celle de AT ayant un léger effet sur les HAP cancérigenes
seulement. Les teneurs finales ne sont pas modifiées, i.e. I’équilibre du sol n’est pas affecté.

Ni I’addition de AT, ni celle de PY n’ont d’influence sur la biodégradation de
I’acénaphténe dans les microcosmes, comme nous nous y attendions au vu des résultats du
VIIO.1.2.

L’addition de AT n’a d’effet que sur les HAP de 4 cycles (accélération de la
biodégradation), de maniére plus faible que 1’addition de PY.

L’addition de PY accélére nettement la biodégradation des HAP de 3 cycles (sauf
I’acénaphténe) et de 4 cycles. Elle a également un effet sur les HAP de 5 et 6 cycles, qui
atteignent un peu plus rapidement 1’équilibre. Peut-Etre agit-il par cométabolisme sur les HAP
de 5 et 6 cycles.

Ainsi, I'effet de 1’addition des inocula des consortia AT et PY dans les microcosmes
de sol pollué non stérile n’est pas masqué totalement par la présence d’une microflore
indigéne active. L’inoculation avec AT et PY agit comme un accélérateur de la
biodégradation des HAP cibles des consortia.
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Ceci est surtout vrai pour PY, pour lequel les demi-vies des HAP cibles, mais encore
celles du benzo(a)anthracéne et du chryséne, sont environ réduites de moitié par rapport a la
biodégradation dans le microcosme pollué non stérile non inoculé.

Toutefois, les teneurs finales des HAP dans les microcosmes ne sont pas modifiées par
I'inoculation avec les consortia, comme si un équilibre était atteint en fin d’incubation,
équilibre non modifié par I’inoculation. Seule la teneur en pyréne des microcosmes inoculés
avec PY ou AT était inférieure a celle du microcosme non inoculé (biodégradation naturelle).

Ce phénomene a déja été observé par Grosser et al. (1995) lors de I’inoculation de
microcosmes de sols avec une Mycobacterium sp. capable de dégrader le phénanthréne,
I’anthracéne et le pyrene.

Is ont en effet observé que I’'inoculation de sol dont la population microbienne
indigéne montre une forte capacité de dégradation envers ces 3 HAP n’améliore pas
notablement leurs taux de dégradation.

Par contre, I’inoculation de sols dans lesquels la population microbienne présente une
faible capacité de dégradation de ces HAP améliore trés nettement la biodégradation.

Or nous avons travaillé avec un sol dans lequel les taux de dégradation des HAP de 3

et 4 cycles étaient déja élevés. Cela peut donc expliquer pourquoi I’amélioration due a
I’inoculation n’est pas trés importante. :

I serait donc certainement judicieux de réaliser I’inoculation de sols pollués dans
lesquels la biodégradation naturelle des HAP est plus faible. Il serait alors envisageable, si la
biodégradation est augmentée, d’utiliser les micro-organismes que nous avons sélectionnés
pour la biorémédiation de tels sols.
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Dans le travail qui précéde, nous avons mis en évidence la biodégradation naturelle de
HAP de 3 et 4 cycles dans un sol pollué par des HAP, issu d’un site d’ancienne usine & gaz. Ces
HAP sont I’acénaphtyliéne, le fluoréne, le phénanthréne, I’anthracéne, le fluoranthéne, le pyréne,
le benzo(a)anthracene et le chryséne.

Les HAP de 5 et 6 cycles sont peu ou pas biodégradés.

L’addition de sciure dans le sol améliore la cinétique de dégradation des HAP par
I’augmentation des échanges gazeux en diminuant le compactage du sol, mais pas par 1’apport de
micro-organismes exogenes issus de la sciure.

Les niveaux de la population microbienne du sol ne semblent pas directement corrélés a la
biodégradation. Une population microbienne €levée n’implique pas une biodégradation élevée
' des HAP, mais I’absence de population active implique 1’absence de biodégradation.

Les processus de dégradation des HAP dans le sol sont plus rapides & 20% d’humidité du
sol qu’a 27% car il y a plus d’oxygene gazeux disponible dans le sol a 20% d’humidité, ce qui
favorise la dégradation aérobie.

Sans sciure, la dégradation des HAP est plus rapide 2 pH=7,2 qu’a pH=5,3, et a 30°C plus
qu’a 23°C. Il s’agit sans doute d’une dégradation bactérienne.

Pour les HAP cancérigénes, la condition de dégradation la plus favorable correspond a
pH=5,3 avec addition de sciure, alors que c’est pH=7,2 avec addition de sciure pour les HAP non
cancérigenes.

Les dégradations des HAP cancérigénes et non-cancérigénes doivent donc suivre des
voies de dégradation différentes.

Les modifications des conditions d’humidité, d’acidité, de température et d’aération du sol
pollué ont donc modifié la cinétique de dégradation des HAP.

Toutefois, elles n’ont pas permis de déplacer 1’équilibre final en HAP du sol : quelles que
soient les conditions environnementales étudiées ici, les teneurs finales des 16 HAP cibles de
I’U.S. E.P.A. sont similaires.

Des consortia de micro-organismes capables d’utiliser des HAP de 3 et 4 cycles comme
seule source de carbone ont été sélectionnés.

Quatre d’entre eux ont été davantage étudi€s car ils ont présenté une plus grande
versatilité de dégradation de plusieurs HAP comme sources carbonées.

Il s’agit de PT, AT, FT et PY sélectionnés respectivement sur le phénanthrene,
I’anthracéne, le fluoranthéne et le pyrene.

Nous avons procédé a I’identification des micro-organismes impliqués dans la
composition de ces consortia. Les micro-organismes ainsi mis en évidence sont tous des
bactéries. Les bactéries dégradant les HAP décrites dans la littérature appartiennent fréquemment
aux genres et espéces identifiés ici. Aucun élément pathogéne n’ayant été identifié, 1’utilisation
de ces consortia pour décontaminer des sols ne pose pas de probléme de sécurité particulier.
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En étudiant la croissance en batch de ces consortia sur différents HAP de 3 et 4 cycles
(phénanthréne, anthracéne, fluoranthéne et pyréne), nous avons mis en évidence des problémes
de transfert des HAP limitant la croissance bactérienne.

Nous avons également étudié 1’effet de 1’addition d’un surfactant d’origine bactérienne, le
Tween 80, sur la croissance des consortia et des effets contradictoires ont été mis en évidence.
L’addition de surfactant pour améliorer la disponibilité des HAP pour les micro-organismes est a
utiliser avec des précautions.

Ces consortia dégradent les 4 HAP cités ci-dessus, mais la dégradation n’est pas totale (il
ne s’agit pas d’une minéralisation & 100%).

En effet, des métabolites de la dégradation des HAP étudiés ont été mis en évidence dans
les surnageants des cultures.

I faut donc s’attendre 4 ce que la dégradation des HAP par les consortia sélectionnés,
dans un sol pollué inoculé avec ceux-ci, ne soit pas compléte.

Nous avons ensuite inoculé des microcosmes de sol pollué avec les consortia PT, AT, FT
et PY.

Nous avons d’abord travaillé sur des échantillons de sol stérilisé par autoclavage afin de
déterminer les capacités intrinséques de dégradation des consortia, puis sur du sol non stérile.

Dans du sol pollué stérile, les 4 consortia dégradent I’acénaphtyléne, le fluoréne, le
phénanthrene, I’anthracéne, le fluoranthéne et le pyréne. -

La biodégradation est plus rapide & 30°C qu’a 23°C pour PT, AT et PY. Pour FT, elle est
plus rapide a 23°C.

Nous avons inoculé du sol pollué non stérile avec les consortia AT et PY.

AT accélere la dégradation des HAP de 4 cycles uniquement, alors que PY accélere celle
des HAP de 3 et 4 cycles, mais aussi celle des HAP de 5 et 6 cycles. I agit probablement 1a par
cométabolisme.

L’inoculation avec AT et PY agit comme un accélérateur de la biodégradation des HAP
cibles des consortia. Ceci est surtout vrai pour PY, pour lequel les demi-vies des HAP cibles,
mais encore celles du benzo(a)anthracéne et du chryséne, sont environ réduites de moitié par
rapport a la biodégradation dans le microcosme pollué non stérile non inoculé.

Toutefois, les teneurs finales des HAP dans les microcosmes ne sont pas notablement
modifiées par I’inoculation avec les consortia.

Nous avons travaill€ avec un sol dans lequel les taux de dégradation naturelle des HAP de
3 et 4 cycles étaient déja élevés, ce qui peut expliquer pourquoi 1’amélioration due 2 I’inoculation
n’est pas trés importante.

Ainsi, les résultats que nous avons obtenus offrent des perspectives intéressantes, tout en
posant un certain nombre de questions.

Nous allons reprendre les points soulevés dans I’ordre de présentation du rapport.

Nous avons étudié quelques paramétres environnementaux pour la biodégradation
naturelle des HAP en microcosmes de sol. Nous n’avons pas été en mesure de les faire beaucoup
varier. Leur optimisation pourrait &tre une perspective d’étude a elle seule.
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Nous avons mis au point une méthode de sélection de micro-organismes (bactéries)
capables de dégrader le phénanthréne, 1’anthracéne, le fluoranthéne et le pyrene. ‘
- 1l serait sans doute intéressant, comme ce protocole de sélection est maintenant défini, de
sélectionner des micro-organismes sur des HAP plus gros que le benzo(a)anthracene, voire de 5
ou 6 cycles. En effet, la dégradation de ces HAP est trés faible, voire inexistante, dans le sol. Si
des micro-organismes capables de les dégrader sont inoculés dans le sol, il y a alors de fortes
chances pour réussir & augmenter leur taux de dégradation.

Toutefois, peu de micro-organismes capables d’utiliser des HAP plus gros que le
benzo(a)anthracéne ont été mis en évidence dans la littérature. Une piste possible est la sélection
de micro-organismes capables de cométaboliser ces HAP plus gros, en ajoutant, dans le milieu de
culture, simultanément aux gros HAP, d’autres sources carbonées, comme de 1’extrait de levure
ou des HAP de plus faible poids moléculaire.

Nous avons constaté que des métabolites de la dégradation des HAP étudiés sont relargués
dans les surnageants des cultures. Or nous n’avons pas réussi a les identifier, ni a évaluer leur
toxicité.

11 serait intéressant d’approfondir ce point-la afin de connaitre les produits de dégradation
ainsi fabriqués. Cela permettrait d’évaluer si les consortia sélectionnés sont intéressants du point
de vue de la détoxification des HAP notamment.

Nous avons mis en évidence que I’inoculation de microcosmes de sol pollué non stérile
avec les consortia AT et PY accélere la biodégradation des HAP mais ne modifie pas leur teneur
finale dans le sol. Or nous espérions obtenir des taux de dégradation plus élevés.

Nous avons vu qu’une explication a ce relatif échec peut étre le fait qu’une microflore
dégradatrice trés active préexiste dans le sol. Par contre, des auteurs ont remarqué que
I'inoculation d’un sol ayant une faible capacité de dégradation d’'un HAP avec des micro-
organismes dégradant ce HAP augmentait significativement les taux de dégradation du HAP
concerné.

11 serait donc certainement judicieux de réaliser I’inoculation de sols pollués dans lesquels
la biodégradation naturelle des HAP (acénaphtyléne, fluoréne, phénanthréne, anthracéne,
fluoranthéne et pyréne) est plus faible. Il serait alors envisageable, si la biodégradation est
augmentée, -d’utiliser les micro-organismes que nous avons sélectionnés pour la biorémédiation
de tels sols.

Enfin, I’addition de nutriments peut avoir une influence sur la cinétique et I'efficacité de
la biodégradation des HAP, celle des plus gros en particulier, différents phénomenes pouvant
alors se produire dans le sol.

Si la population qui s’y développe est capable de dégrader les HAP (directement ou par
cométabolisme), 1a biodégradation peut €tre augmentée.

Mais cette population microbienne dégradatrice peut également se détourner vers un
substrat préférentiel ou perdre ses capacités de dégradation, ou méme €tre « étouffée » par une
autre population présente dont le taux de croissance sera plus €levé (phénomeéne de compétition)
dans les nouvelles conditions.

L’addition de surfactants est une autre possibilité, mais nous avons vu que les effets sur la
dégradation des HAP peuvent étre contraires a ceux escomptés.
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D’autres méthodes peuvent étre combinées a la biodégradation des HAP pour dépolluer
des sol contaminés quand il apparait que la blodegradatlon (optimisée) seule ne permet pas
d’atteindre des niveaux acceptables.

Des molécules polluantes sont en effet inaccessibles aux micro-organismes : les molécules
polluantes sont de taille bien inférieure aux micro-organismes (rapport de I’ordre de 1000 avec
les bactéries), elles peuvent donc étre non biodisponibles en se fixant dans des pores inaccessibles
aux bactéries et méme aux enzymes extracellulaires.

Il peut donc étre nécessaire, soit de les rendre disponibles (surfactants, solvants,...), soit de
les éliminer par d’autres voies (physiques ou chimiques par exemple), car des modifications des
conditions environnementales sont toujours susceptibles d’intervenir pour contribuer a leur
libération dans I’environnement.

Des essais dans ce sens peuvent tre envisagés.
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ANNEXE 1 : Milieux courants en bactériologie

Composition de différents milieux nutritifs utilisés en bactériologie
(Formules en g/l d’eau distillée)

Gélose nutritive :  Extrait de viande de boeuf 5
Peptone 3
pH=6,8

Gélose au sang : Infusion de cceur et de muscle 37,5
bio-Thione 10
Chlorure de sodium 5
Agar 15
pH=7,3

Gélose pour Pseudomonas (King B):
bio-Polytone 20
K>HPO, 1,5
MgSO4 1,5
Agar 14
pH=7,2

Gélose de Sabouraud :
bio-Thione
bio-Trypcase
bio-Soyase
Extrait de levure
Extrait de malt
Agar

Glucose 19
KH,PO, 0,5
K,HPO, 0,5

pH=6.,4

— e N W W W
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- Gélose de Sabouraud a la gentamicine et au chloramphénicol :
Gélose de Sabouraud 45
Gentamicine 0,1
Chloramphénicol 0,05

pH=6,8



ANNEXE 2-a : Protocole de la coloration de Gram

Solution mére de cristal violet :

Solution A : Solution B :
cristal violet 2¢g oxalate d’ammonium  0,8g
éthanol 95% 20ml eau milliQ 20ml

mélanger les solutions A et B
Solution de lugol : Iode : 1g ; Iodure de potassium : 2g ; eau milliQ : 300ml.
- Solution décolerante : Mélange acétone : alcool (50 :50). |
Solution de safranine : Safranine : 2,5g ; éthanol 95% : 100m! ; eau milliQ : gsp 1000 ml.

Coloration :
Plonger les lames :
1 mn dans la solution de cristal violet au 1/5 ; rincer a I’eau distillée
30s dans la solution de lugol ; rincer a I’eau distillée
5s dans le décolorant ; rincer a 1’eau distillée
10s dans la solution de safranine ; rincer & I’eau distillée

Observation au microscope optique avec 1’objectif & immersion au grossissement final x1000.

ANNEXE 2-b : Préparation de bactéries pour observation en
microscopie électronique a balayage.

Préparation de la suspension bactérienne :
Préparer une suspension d’absorbance a 600 nm égale a 0,4.
Prélever 1 ml de cette suspension et la diluer dans 20ml de tampon phosphate 0,1M, pH=7,0.

Préparation de la membrane :

Filtrer 1a suspension diluée sur une membrane Anopore 0,1um (Whatman).

Mettre 2ml de tampon phosphate 0,1M, pH=7,0 2 2% de glutaraldéhyde (Sigma) sur la
membrane.

Incuber 1h.

Rincer 3 fois avec 10ml de tampon phosphate 0,1M, pH=7,0.

Déshydrater a I’éthanol (99,9%) en mettant des solutions de concentrations croissantes en éthanol
sur la membrane : 10ml, 10mn chaque concentration de 20%, 50%, 75%, 95% et enfin 100%
(dilutions faites dans 1’eau milliQ).

Mettre 1ml de tétraméthylsilane (Sigma) sur la membrane et laisser évaporer.

Métalliser a I’or avant observation au microscope électronique & balayage.



ANNEXE 3 : Tests biochimiques et de croissance des galeries
d’identification MicroScan Pos Combo Type 41 (Dade Behring S.A.)

pour bactéries & Gram positif.

Réactifs et caractéres d’identification

Cristal Violet (CV)

La croissance en présence de cristal violet est utilisée pour
différencier les streptocoques (positifs) des staphylocoques (négatifs
pour la plupart).

Dépistage des micrococcus

(MS)

La croissance en présence d’une faible concentration de bacitracine
(0,05pg/ml) est utilisée pour différencier les staphylocoques (positifs)
des microcoques (négatifs).

Nitrate (NIT)

La réduction du nitrate en nitrite est détectée par 1’apparition d’une
couleur rouge aprés addition d’acide sulfanilique et de N,N-
diméthylalphanaphtylamine. Les streptocoques sont négatifs au
nitrate alors que la plupart des staphylocoques sont positifs au nitrate.

Novobiocine (NOV)

La résistance & de faibles concentrations de novobiocine (1,6p.g/ml)
est caractéristique des Staphylococcus saprophyticus, Staphylococcus
xylosus, Staphylococcus cohnii et Staphylococcus sciuri. Les autres
staphylocoques sont sensibles & la novobiocine.

PNP-B-D-Glucuronide

La capacité d’un germe a synthétiser une glycosidase spécifique est

(PGR) et  PNP-B-D-|détectée par I’hydrolyse du complexe carbohydrate/B-naphtylamine

Galactopyranoside (PGT) | qui libére du p-nitrophénol jaune.

Phosphate d’Indoxyle L’hydrolyse du phosphate d’indoxyle par 1'indoxyle phosphatase

(IDX) entraine la formation d’un précipité bleu. La plupart des
staphylocoques coagulase et DNase-positifs sont positifs a I'TDX.

Voges-Proskauer (VP) L’acétylméthylcarninol, produit a partir du glucose, réagit avec
I’hydroxyde de potassium (40%) et I’a-naphtol (5%) pour donner une
coloration rouge.

Optochine (OPT) La sensibilité & 1’optochine est caractéristique de Streptococcus
pneumoniae. Les autres streptocoques et staphylocoques ne sont pas
inhibés par I’optochine. ,

Phosphatase (PHO) La phosphatase alcaline hydrolyse le p-nitrophényl-phosphate en
phosphate inorganique et en p-nitrophénol, lequel présente une

» couleur jaune.
40% Bile Esculine (ESC) |Les germes capables de pousser en présence de 40% de bile et

d’hydrolyser I’esculine sont détectés par 1’apparition d’un précipité
noir, résultant de la réaction entre le produit d’hydrolyse de I’esculine
et le citrate ferrique. Les streptocoques du groupe D, quelques
streptocoques viridans, et quelques staphylocoques y sont positifs.

L-Pyrrolidonyl-p-
naphtylamide (PYR)

Les germes qui produisent de la pyrrolidonase coupent le L-
pyrrolidonyl-B-naphtylamide en L-pyrrolidonyl et en B-naphtylamide
qui se combine avec le réactif peptidase (p-diméthyl-
aminocinnamaldéhyde) pour former une coloration rouge




Arginine (ARG)

La déhydrolysation de I’arginine entraine une alcalinisation du
milieu, détectée par le rouge de phénol qui vire du jaune au rouge.

Urée (URE)

L’uréase coupe 1'urée en libérant de 1’ammoniaque. L’augmentation
du pH qui en résulte est détectée par le rouge de phénol.

Raffinose (RAF), Lactose
(LAC), Treholose (TRE),
Mannose (MNS), Sorbitol
(SOR), Arabinose (ARA),
Ribose (RBS), Inuline
(INU), Mannitol (MAN)

La fermentation d’un carbone spécifique entraine la formation
d’acide. La diminution de pH consécutive est détectée par le rouge de
phénol qui vire au jaune.

Chlorure de sodium 6,5%

La tolérance au chlorure de sodium, indiquée par la croissance, est

(NACL) utilisée pour différencier les entérocoques des non-entérocoques.

Bacitracine (BAC) La sensibilité a la bacitracine, indiquée par la croissance, est
caractéristique de 1’espéce Streprococcus pyogenes.

Pyruvate (PRV) L’utilisation du pyruvate entraine la formation d’acide. La diminution

de pH consécutive est détectée par le rouge de phénol qui vire au
jaune.

B-lactamase (BL)

La présence de B-lactamase est détectée par 1’addition de pénicilline
et d’iode dans la cupule. La coupure du cycle B-lactame entraine la
formation de sites de liaison, plus compétitifs pour 1’iode que
I’amidon. Si la B-lactamase est présente, ’iode se lie au cycle B-
lactame pour former une réaction incolore. En I’absence de B-
lactamase, 1’iode se combinera avec les molécules d’amidon pour
former une coloration bleu-noir.

Hémolyse (HEM)

Les streptolysines S et O produites par les streptocoques provoquent
sur gélose au sang une lyse compléte ou partielle des globules rouges.
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ANNEXE 4 : Tests biochimiques et de croissance des galeries
d’identification BBL CRYSTAL E/NF (Becton-Dickinson)

Arabinose (ARA), Mannose (MNS), Sucrose
(SUC), Mélibiose (MEL), Rhamnose (RHA),
Sorbitol (SOR), Mannitol (MNT), Adonitol
(ADO), Galactose (GAL), Inositol (INO)

Le métabolisme des sucres entraine une baisse du
pH, ce qui fait virer I’indicateur coloré (rouge de
phénol)

p-nitrophényl phosphate (PHO)
p-nitrophényl a-B-glucoside (BGL)
p-nitrophényl B-galactoside (NPG)
p-nitrophény! bis-phosphate (BPH)
p-nitrophényl xyloside (BXY)
p-nitrophényl a-arabinoside (AAR)
p-nitrophényl phosphorylcholine (PHC)
p-nitrophényl! -B-glucuronide (GLR)
p-nitrophényl-N-acétyl glucosaminide
(NAG)

L’hydrolyse enzymatique des substrats glycoside
ou ester de phosphate incolores, substitués par un
radical aryle, libére du p-nitrophénol coloré en
jaune.

Nitroanidine proline (PRO)
y-L-glutamyl p-nitroanidine (GGL)

L’hydrolyse enzymatique du substrat amide
incolore libére de la p-nitroaniline colorée en
jaune.

Esculine (ESC)

L’hydrolyse de l’esculine, en présence d’ions
ferriques, entraine ’apparition d’un précipité noir.

p-nitro-DL-phénylalanine (PHE)

La désamination oxydative de la phénylalanine
entraine en présence d’ions ferriques une coloration
brune

Urée (URE)

L’hydrolyse de 1'urée entraine [’apparition
d’ammoniaque et modifie la coloration de
Pindicateur de pH (bleu de bromothymol).

Glycine (GLY)

La dégradation de la glycine entraine ’apparition
de métabolites alcalins qui modifient la coloration
de I’indicateur de pH (bleu de bromothymol).

Citrate (CIT)

L’utilisation du citrate entraine 1’apparition de
métabolites alcalins qui modifient la coloration de
P’indicateur de pH (bleu de bromothymol).

Malonate (MAL)

La consommation de malonate entraine 1’apparition
de métabolites alcalins qui modifient la coloration
de P’indicateur de pH (bleu de bromothymol).

Tétrazolium (TTC)

La réduction du composé tétrazolium entraine la
formation d’un formazan rouge.

Arginine (ARG), Lysine (LYS)

Le catabolisme anaérobie augmente le pH et
modifie la coloration de !’indicateur coloré
(bromocrésol pourpre).




ANNEXE 5 : Tests biochimiques et de croissance des galeries
d’identification API 20NE (bioMérieux)

Substrats Réactions/Enzymes Résultats
Négatifs Positifs
Nitrate de potassium | Réduction des Incolore Rose-rouge
(KNO,) nitrates en nitrites
Réduction des | Rose Incolore
nitrates en azote
Tryptophane (TRP) Formation d’indole | Incolore Rose
Vert pile - jaune '
Glucose (GLU) Fermentation Bleu a vert Jaune
Arginine (ADH) Arginine dihydrolase |Jaune Orange/rose/rouge
Urée (URE) Uréase Jaune Orange/rose/rouge
Esculine Jaune Gris/marron/noir
Gélatine a ’encre de Pas de diffusion du|Diffusion du pigment
chine (GEL) pigment NOIR
p-nitro-phényl-fD- Incolore Jaune
galactopyranoside
(PNPG)
Glucose (GLU), Transparence Trouble
Arabinose (ARA),
Mannose (MNE),
Mannitol (MAN),
N-acétyl-glucosamine
(NAG),
Maltose (MAL),
Gluconate (GNT),
Caprate (CAP),
Adipate (ADI),
Malate (MLT),
Citrate (CIT), Phényl-
acétate (PAC)
Tétraméthyl-p-phény- | Cytochrome oxydase |Incolore Violet
léne diamine (0x)




ANNEXE 6 : Tests biochimiques et de croissance des galeries
d’identification RapID NF Plus (Innovative System)

Positif Négatif Commentaires

Arginine (ADH) Rouge Jaune/Orange |Seul le développement de rouge

est considéré comme positif

Thiol aliphatique (TRD) Jaune ou Rouge ou Seul le développement de jaune

jaune/orange | orange ou jaune/orange est considéré
comme positif. Une couche
jaunatre peut se former en
surface. Agiter la galerie
légérement pour mélanger et
enregistrer la couleur.

Triglycéride (EST) Jaune ou Rouge ou seul le développement de jaune

orange clair |orange foncé |[ou jaune/orange est considéré
comme positif. Une couche
rouge peut se former en surface.
Agiter la galerie légérement
pour mélanger et enregistrer la
couleur.

p-nitrophényl- Jaune Incolore: ou|Tout développement de jaune

phosphoester(PHS) jaune trés clair | est positif.

p-nitrophényl-N-acétyl-b,D-

glucosamide(NAG)

p-nitrophényl-a,D-

glucoside(aGLU)

p-nitrophényl-b,D-glucoside

(bGLU)

p-nitrophényl-b,D-

galactoside(ONPG)

Urée (URE) Rouge Jaune, Seul le développement d’une
jaune/orange |couleur rouge distincte est
ou orange considéré comme positif

Glucose (GLU) Jaune Bleu, Seul le développement d’une
blew/vert ou|couleur jaune distincte est
vert considéré comme positif. Le

vert traduit une oxydation et le
bleu une alcalinisation.
Enregistrer cette couleur pour
une identification ultérieure si
nécessaire

Apres addition des réactifs, laisser la couleur se développer au moins 30 secondes, mais pas plus
de 3 minutes. Un développement trop long peut entrainer des faux positifs.




Prolyl-B-naphtylamine (PRO)
Pyrrolidonyl-B-naphtylamine
(PYR)
v-Glutamyl-B-naphtylamine
(GGT)
Tryptophane-B-naphtylamine
(TRY)

N-Benzyl-arginine-B-

Violet, rouge,
orange ou
rose foncé

Incolore,
orange  clair
ou rose trés
péle

Seul un développement de
couleur est considéré comme
positif. Un reflet de couleur est
considéré comme négatif

naphtylamine (BANA)
Tryptophane (IND) Brun ounoir [Orange ou|Toute couleur brun-noir est
rouge positive. Toute autre couleur
est négative.
Nitrate de sodium (NaNO,) Rouge ou|Incolore ou|Toute couleur rouge/orange est
' orange jaune positive.




ANNEXE 7 : Tests biochimiques et de croissance des galeries
d’identification Microscan Neg Combo Type 41 et Microscan Neg/Urine -
Combo Type 51 (Dade Behring S.A.) pour bactéries a Gram négatif.

Réactifs et Caractéres d’identification

Glucose (GLU), Sucrose (SUC),
Sorbitol (SOR), Raffinose (RAF),
Rhamnose (RHA), Arabinose
(ARA), Inositol (INO), Adonitol
(ADOQ), Mélobiose (MEL)

La fermentation d’un carbohydrate spécifique entraine la
formation d’acide. La diminution de pH consécutive est
détectée par le rouge de phénol qui vire au jaune.

Urée (URE)

L’uréase coupe ['urée en libérant de 1’ammoniaque.
L’augmentation du pH qui en résulte est détectée par le rouge
de phénol.

Hydrogene Sulfuré (H,S) L’hydrogéne sulfuré est produit a partir de thiosulfate de
sodium et réagit avec les ions ferriques pour former un
précipité noir.

Indole (IND) Le tryptophane est métabolisé avec formation d’indole, lequel

est détecté par le réactif de Kovacs. Si I’indole est présent une
coloration rouge se développe.

Lysine (LYS), Arginine (ARG),
Ornithine (ORN)

La décarboxylation de ces amino-acides est mise en évidence
par la formation d’amines basiques, lesquelles sont détectées
ar un indicateur coloré, le pourpre de bromocrésol.

Tryptophane Déaminase

La bactérie capable de désaminer le tryptophane produit de
I’acide indolepyruvique, qui réagit avec le citrate
d’ammonium ferrique présent dans le milieu et avec le

.| chlorure ferrique pour former une coloration brune.

Hydrolyse de ’esculine (ESC)

L’hydrolyse de I1’esculine est détectée par le citrate
d’ammonium ferrique présent dans le milieu, lequel réagit
avec les produits de dégradation pour former un précipité
NOir.

Voges-Proskauer (VP) L’acétone, produite a partir du pyruvate, est mise en évidence
par le formation d’une coloration rouge, apreés addition
d’hydroxyde de potassium et d’alpha-naphtol.

Galactosidase la B-galactosidase hydrolyse 1’ortho-phényl-p-D-
galactopyranoside en libérant de I’ortho-nitrophénol de
couleur jaune.

Citrate (CIT), Malonate, L’utilisation de ces substrats comme seule source de carbone

Acétamide, Tartrate est mise en évidence par une augmentation du pH, détectée

par le bleu de bromothymol.

Oxydation/Fermentation (OF/G et
OF/B)

L’oxydation du glucose entraine la formation d’acide. La
baisse de pH consécutive est détectée par le bleu de
bromothymol. Pour déterminer la production d’un acide, on
compare OF/G au témoin négatif OF/B.




Nitrate (NIT)

La réduction du nitrate en nitrite est détectée par 1’apparition
d’une couleur rouge aprés addition d’acide sulfanilique et de
N,N-diméthylalphanaphtylamine.

Cetrimide

La tolérance au cétrimide est mise en évidence par la
croissance en milieu Mueller-Hinton additionné de cétrimide.




ANNEXE 8 : Caracteéres des souches constituant le consortium PT

BBL Crystal E/NF PTA |PTB |PTC |PTD {PTF2 |PTEDb | PTEt | PTF1 | PTG3 | PTJ

Gram

ARA

MNS

+ [+
+

sucC

MEL

RHA

+

SOR

+

MNT

ADO

GAL

INO

PHO o + | + |+ | +

BGL

++ ]+ 4+
+

NPG

PRO + | + + +

BPH

BXY

+|+[+]+

PHC

GLR

NAG

+

GGL

+
+
+
+
+
+

ESC

-+

PHE

URE

+

GLY

+

+{+ ]+ ]+
[+ ]+
+

CIT

+
+
+
N
+
N

MLO

TTC

+

ARG

+ |+ |+
+
+ |+ |+
+

LYS

Ox - + + + +

| +
+
+

o N B S R S O

+ |+ |+ [+ ]+

Cat + + +. + +

|+
+
+

+ : positif ; +; : positif faible ; +/- : non déterminé ; négatif : case blanche.



API PTA {PTB | PTD |PTF2 |PTJ |PTF1 |MicroScan |PTG1 |Rapid NF|PTF1 |PTF2 |PTG3
20NE Pos Combo plus system
41
NO, + + + Cv ADH
TRP Nov TRD
GLU + VP + EST
ADH + + BE PHS + + +
URE PGt NAG +/- +
ESC + MS + {aGLU
GEL PGr bGLU
PNPG | + Opt + | ONPG
GLU +. | + Pyr URE
ARA + + Ure + |GLU
MNE -+ + Tre PRO +
MAN + Nit 4+ |PYR + +
NAG + Idx GGT
MAL + Pho + |TRY + +
GNT + | + + Arg BANA
CAP + Raf IND
ADI + + + + |Mns NO3 +
MLT + + + + + + |Lac ox1 +, + +
CIT + + | + + + +
PAC + | + + |+ +
Ox - + + + + +




ANNEXE 9 : Caractéres des souches constituant le consortium AT

BBL ATA |ATB|ATF |ATG |ATC |ATE |ATJ |ATH |API ATB |ATC {ATE |ATJ |ATH
Crystal 20NE

E/NF

Gram - - - - - - - -

ARA + |NO, +
MNS + + + |TRP

SUC + |GLU + +
MEL ADH o+ +
RHA + + + |URE

SOR + ESC + +
MNT GEL +

ADO PNPG + +
GAL + + 4+ |GLU + +
INO + |ARA + +
PHO + + + + + + |MNE +
BGL + |{MAN +
NPG + |NAG +
PRO + + + + +  |MAL +
BPH + + + | + | + + |GNT +
BXY + + + |CAP +
AAR + |ADI +H |+

PHC + MLT + +
GLR CIT +
NAG + + |PAC +
GGL + + + + + + + + |Ox + + + + -
ESC +

PHE

URE +- | + + + + +

GLY + + + + +

CIT + + +

MLO + +

TTC + + + + | + | + +

ARG + + + + +

LYS + + + +

Ox + + + + + | + + -

Cat + - + + |+ |+ | - +

+ : positif ; +; : positif faible ; +/- : non déterminé ; négatif : case blanche.




Rapid NF| ATB ATC ATE ATJ |MicroScan ATH, |MicroScan |ATD
plus system Neg/urine PTA, |[Pos combo
combo type SI { PYI |typedl
ADH Glu + +
TRD + + + Raf + |CV
EST + + + + Ino 4 |Nov
PHS + + + + Ure VP
NAG + Lys BE
aGLU Tda PGt
bGLU Cit + |MS
ONPG Cl + |PGr
URE + Suc + | Opt +
GLU vert vert | bleu | vert [Rha + |Pyr
PRO + ' -+ Ado Ure
PYR + + + + H2S Tre
GGT + + + + Arg + | Nit +
TRY + + Esc + |Idx
BANA + Mal Pho
IND Cf + |Arg
NO3 Sor + |Raf
Ox + + + + Ara + |Mns
Mel + |Lac
Ind
Orn +
VP +
ONPG +
Ox -
Cat +




ANNEXE 10 : Caracteres des souches constituant le consortium FT

Baxter+

BBL |FTA |FIF [FTIG |FTB |FIK |FIC |FTII |FIJ [API [FTA [FIB |FIK [FTI FTM
E/NF 20NE

Gram | _ - - - - - - - +
ARA NO, + + |CV

MNS + + TRP Nov +
SuC GLU 73 +
MEL ADH + | + BE

RHA URE | + PGt +
SOR ESC | + MS +
MNT GEL PGr

ADO I(’;NP + Opt +
GAL + + GLU | + + + Pyr +
INO ARA +/- Ure +
PHO + + + + + + 4+ |MNE + + Tre +
BGL | + + |MAN Nit

NPG + + |NAG + +f Idx

PRO + |+ |+ |+ ]+ |+ | + |[MAL| + Pho

BPH + + + +/- | + |GNT + + + JArg

BXY + + + + |CAP + + + |Raf

AAR ADI + | + [Mns

PHC + + + +/- + MLT + + + |Lac +
GLR | + ' CIT + | + | + [cat -
NAG | &+ + |PAC + |+ |+

GGL | + | + | + [+ | + | + | + | + |O= + |+ |+ |+

ESC [ + +

PHE +

URE | + | + | 4+ | + | + | + | + | +

GLY + | + | + + | + | +

CIT + |+ |+ |+ |+ |+ |+

MLO + | + | +

TTIC | + + |+ |+ +

ARG | + | + | + [+ [+ |+ | + | +

LYS | + + |+ |+ |+ |+ |+

Ox + 1+ + ]+ |+ ]+

Cat | + | . -+ |+ ]+ |+

’

+ : positif ; +; : positif faible ; +/- : non déterminé ; négatif : case blanche.




ANNEXE 11 : Caracteres des souches constituant le consortium PY

BBLerystalfl A | B |[DI| G | J |D3|M|C (D2/|H | E |1 |F/|N]|I
E/NF

Gram - - - - - - - - - - - - - - -
ARA + + +
MNS + |+ ]+ |+ |+ +
SuC +/- +
MEL

RHA + +
SOR +
MNT

ADO

GAL + |+ |+ ]+ ]+ + +
INO + + | +
PHO + | + | -] + + + |+ |+ | + +/-
BGL + + +
NPG + + + +
PRO + |+ |+ ]+ + | + + | 4+~ + +

BPH +/- + |+ | H-] + + +
BXY + + +
AAR +
PHC + + +/-

GLR +/-

NAG + | + ' + + +
GGL + {+ |+ |+ [+ [+ |+ ]|+ |+ |+ [+ ]|+ ]+ +
ESC + -+ + -+
PHE +

URE + [+ [+ |+ |+ | + | + + |+ |+ |+ |+ +
GLY + |+ |+ |+ |+ + |+ + |+ |+ |+ ]+

CIT + {+ |+ ]+ |+ ]+ ]+ + |+ |+ ]|+ + ]+ ]+
MLO + |+ |+ |+ |+ |+ +

TTC + |+l + |+ |+ ]+ |+ ]+ +]+}+]+]+ + | +
ARG + |+ |+ ]+ ]+ ]+ ]+ + |+ |+ ]+ + + | +
LYS + |+ + 1+ |+ ]+ ]|+ + |+ + |+ |+ + | +
Ox + [+ ]+ ]+ ]+ ]+ + |+ |+ [H KL+ ]+ -]+
Cat +{+ |+ + |+ A+ ]+

+ : positif ; +; : positif faible ; +/- : non déterminé ; négatif : case blanche.




API PYB |PYF | PYN | PYD2 | PYH | PYD3 | PYM |PYO |MicroScan | PYL | MicroScan PYO
20NE Pos combo Neg/Urine
type 41 combo type SI

Gram - - - - - - - - + -
NO3 + + + + + (CV Glu +
TRP Nov Raf
GLU bleu vert VP + [Ino
ADH + + BE Ure
URE +/- + + PGt Lys
ESC + |MS + |Tda
GEL PGr 1Cit -
PNPG + {Opt + |
GLU + + + + |Pyr Suc
ARA + + + |Ure Rha
MNE + + Tre Ado
MAN Nit + 1H2S
NAG + (Idx Esc +
MAL + | Pho Mal
GNT + + + + + jArg + ICf +
CAP + + + +. |Raf Sor
ADI + + + + + Mns Ara
MLT + + + + + + + + |Lac Mel
CIT + -+ + + + + + + |Ox - Ind
PAC + + + + + + + |Cat 4+ |Orn
Ox + |+ | + + + + + + VP

ONPG

Ox +
Rapid NF plus system {PYH |PYN [PYM |PYO
ADH et URE
TRD + + + +
EST + +
PHS + + + +
NAG + +. +
aGLU + +
BGLU et ONPG +
GLU bleu | bleu | bleu | vert
PRO + +
PYR + +
GGT + +
TRY + + (+) +
BANA +
IND + +
NO3 + + +




ANNEXE 12 : Photographies en microscopie €lectronique
a balayage du consortium AT aprés croissance sur différents HAP
comme seule source de carbone

8974  15KU ‘ 888° 1pm MD25

Source de carbone : Anthracéne Source de carbone : phénanthréne

2441  15KU

3438 15KU
Source de carbone :pyren

Source de carbone : fluoranthéne



ANNEXE 13 : Spectres (normalisés) d’absorption UV-visible entre
200 nm et 600 nm des produits du métabolisme du fluoranthéne, du

phénanthréne, du pyréne, de I’anthracéne et du fluoréne par les
consortia FT, PT, PY et AT.

22 m}.’669 nm

QLS TAN

17,8 mn

25000 30000 35000 40000 45000  S00.00 550,00

Produits de dégradation du fluoranthéne de temps de rétention 10,0mn, 17,8mn et
26,2mn (protocole au IV.3.2.3).

21,6 mn

25000 30000 35000 40000 45000 50000
Produits de dégradation du phénanthréne de temps de rétention 11,7 mn, 21,6 mn et

26,5 mn (protocole aun IV.3.2.3).

ML
25000



19,5 mn

< 22,0 mn aprés 26 jours

| 25000 30000 35000 40000 45000 S0000  SS000
n
Produits de dégradation du pyréne de temps de rétention 19,5 mn, 22,0 mn, 24,2 mn

et 26,0 mn (protocole au IV.3.2.3).

2198 nm 266 9 nm
25,8 mn
14,4 mn
12,9 mn
\NX 3,2 mn
25000 30000 35000 40000 45000 500,00 $50 00

nm
Produits de dégradation de ’anthracéne de temps de rétention 3,2 mn, 12,9 mn,
14,4 mn et 25,8 mn (protocole au IV.3.2.3).

2058 nm 2574 nm

33,8 mn

8,0 mn et 20,0 mn

/ 25,0 mn

25000 30000 35000 40000 45000 0000
am
Produits de dégradation du fluoréne de temps de rétention 8,0 mn, 20,0mn, 25,0mn

et 33,8 mn (protocole au 1V.3.2.3).

™

Tt
$30.00
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RESUME :

Les Hydrocarbures Aromatiques Polycycliques (HAP) sont des molécules qui posent un
grave probléme environnemental a cause de leurs propriétés toxiques, cancérigeénes, voire
tératogeénes. Les sites d’anciennes usines a gaz sont souvent pollués par ces produits issus de la
combustion incompléte de matiéres organiques. Notre travail a été réalisé a partir d’échantillons
de sol issus d’un site d’ancienne usine a gaz.

Nous avons d’abord étudié la biodégradabilité naturelle des 16 HAP ciblés par 1'U.S.
E.P.A. a partir d’échantillons de sol prélevés sur le site. Pour cela, nous avons étudié leur
biodégradabilité pour différents parameétres environnementaux : humidité, pH, aération (par
addition ou non de sciure) et température. Nous avons ainsi mis en évidence une biodégradation
naturelle pouvant atteindre 90% pour les HAP de 2 a 4 cycles, alors que les HAP de 5 et 6 cycles
sont peu ou pas biodégradés. Ies variations des différents parameétres environnementaux ont une
influence sur la cinétique de dégradation des HAP étudiés, mais pas sur les teneurs finales.

Nous avons également procédé a la sélection de micro-organismes, issus du sol pollué
échantillonné, capables de croitre sur différents HAP de 3 et 4 cycles (fluoréne, phénanthréne,
anthracéne, fluoranthéne et pyréne) comme seule source de carbone. Quatre consortia de
micro-organismes se sont révélés intéressants pour leur versatilité d’utilisation des HAP et leurs
capacités de dégradation. Les souches impliquées dans ces consortia ont été identifi€ées par des
méthodes classiques de microbiologie. Leur croissance sur les HAP (cristaux) semble limitée par
des phénomeénes’ de transfert vers la phase aqueuse. L’addition de surfactant pour augmenter la
disponibilité des HAP dans le milieu a des effets variés et contradictoires en fonction des HAP et
des consortia. Des métabolites, non identifiés, de la dégradation des HAP par les
micro-organismes ont ét€ mis en évidence dans les surnageants de culture.

Nous avons ensuite étudié la dégradation des 16 HAP cibles dans des microcosmes de sol
pollué inoculés avec les consortia sélectionnés. Les premiers essais ont été réalisés sur un sol
stérilisé par autoclavage dans le but d’évaluer les capacités propres des 4 consortia a dégrader des
HAP dans une matrice complexe. Seule la dégradation des HAP de 3 et 4 cycles a pu ainsi étre
mise en évidence. Les essais suivants ont été réalisés dans des microcosmes de sol non stérile
(naturel) inoculés avec 2 consortia dans le but d’évaluer leur comportement dans un
environnement déja peuplé de micro-organismes et leurs performances en inoculation d’un sol
réel. IIs accélerent le processus de biodégradation, mais ne réduisent pas les teneurs finales en
HAP.




