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SOMMAIRE

Certaines algues sont connues pour leur potentiel d'utilisation en bioremédiation,
particuliérement pour I'enlevement des nitrates et des phosphates. Toutefois, seulement
quelques études ont démontré qu'eues pouvaient clégrader certains produits aromatiques. Les
l'xypotl-néses suggérent I'utilisation de ces produits comme sources d'azote ou de carbone ou

encore leur transformation indirecte due au systéme photosynthétique.

La présente étude porte sur la dégraclation de certains produits aromatiques par deux
algues microscopiques d’eau douce bien connues : Scenedesmus obliquus (ATCC #11457) et
Chlorella sp. (ATCC #7516). Elles ont été exposées a plusieurs polluants aromatiques dont
le pentacl'llorophénol, le 2,4—clinitropllénol, le p]:\énol, et le p-crésol et ce, dans diverses
conditions. Des essais ont été effectués avec différentes quantités de biomasse, différentes
concentrations de procluits et différentes conditions d'éclairage. Le suivi de la croissance (par
densité optique et mesure du pH) a été fait paraﬂélement au suivi du pro&uit par

chromatographie liquide 2 haute performance.

Dans ces conditions, les algues tolérent assez bien les ptoduits testés : la croissance est
peu affectée, mais dans p]usieurs cas, les proc]ui‘l:s ne sont pas utilisés, ni transformés par les
algues. Par contre, les deux especes d'a.lgues clégradent le phénol et le p-crésol. De plus,

Chlorella sp. transforme une partie de |'acide 4-aminobenzoique en acide 4-acétamidobenzoique.
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Les algues, étant autotrophes, s'avérent intéressantes pour les traitements de
bioremédiation puisque pour qu'il y ait croissance et maintien des activités physiologiques,
aucune source de carbone supplémentai:e ne doit leur étre fournie si elles sont exposées a la
lumire et s'il y a une aération suffisante. De plus, les a]gues microscopiques sont en général

- r P - . » ’ -
assez résistantes aux composés xeno]nohques retrouvés dans 1 environnement.

Plusieurs études ont été effectuées quant a la dégradation de nombreux composés
aromatiques par celles-ci. 1l y a souvent dégraclation de ces procluits, mais les mécanismes
imp].iqués dans ces réactions ont été peu étudiés. Toutefois, quelques pul:llications concernent
le mécanisme de réduction de composés aromatiques par des clﬂoropiastes cl'épinards isolés et

itluminés.

A partir de ces deux groupes de travaux, nous avons établi l’llypothése que la dégradation

de certains composés aromatiques par les algues ourrait impliquer leur systéme
P 4 i P phq sy

photosyntbétique. Une réduction des composés serait effectuce par la chaine de transport des

électrons dans le chloroplaste.

Ainsi, des groupements chlorés ou nitrés de composés aromatiques pourraient étre
réduits par les algues, rendant ces composés plus facilement clégraclables par les systémes

enzymatiques des algues ou de bactéries.
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Ce projet avait deux objectifs : d'une part, vérifier l'hypotl'lése mentionnée
précédernment et d’autre part, confirmer les résultats publiés quant a la biodégraclation de

composés phénolés par des algues.

Les essais de dégrada’cion ont été faits en laboratoire avec deux algues vertes
microscopiques, Chlorella sp. et Scenedesmus o!:fr'quus. Toutes les essais de dégradation ont été

faits en flacons contenant 100 mL de culture pendant une période maximale de 12 3 42 jours.
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i Introduction

Les algues microscopiques ne font I'objet de recherches plus intensives que depuis les
cinquante dernitres années. On s'intéresse a leurs qua].ités nutritionnelles pour les animaux,
les &tres humains et aussi pour les plantes {en tant qu'engrais). Cn les étudie aussi pour en
tirer différents colorants, vitamines, antil)iotiques et autres composés d'intérét médical, Elles
sont employées clepuis piusieurs années dans des tests de toxicité de composés xéno]:iotiques.
Plus récemment, on désire les exploiter dans des procédés de biotraitement des eaux et des sols
contaminés. De plus, selon les traitements qui sont requis, il peut parfois étre possi.ble de
combiner différentes utilisations pour les algues. Par exemple, aprés avoir épuisé les nitrates

- - [-3 e - ] » »
et les phospha’ces d’eaux usées non toxiques, elles peuvent étre récupérées pour I'alimentation

animale (Cannell, 1990 ; de la Noiie et de Pauw, 1G88).

2. La photosyn’chése chez les algues

Les a.lgues sont toutes eucaryotes, puisque les cyanol)ac’céries (autrefois appelées algues
bleu-vert) sont désormais inclues dans le groupe des bactéries. Les algues microscopiques sont
trés variées: elles peuvent étre unicellulaires ou pluriceuu.laires ; étre mobiles ou immobiles ;
contenir différents pigments photosynthétiques ; croitre en eau douce ou en environnement

marin ; etc.
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Les algues ont toutes un point commun : l'avantage d'étre auto’crophes, c'est-a-dire
qu'e!les peuvent fafsriquer leurs sucres 2 partir de matizre inorganique, et ce, grice a la

photosynthase, qui permet la conversion du gaz carl:onique en glucicles en présence de lumigre.

Ilyadeux étapes a la p}xotosyntl'lése. Premiérement, les photosystémes captent
I'énergie lumineuse en formant de I'adénosine triphosphate (ATP) et en réduisant le
nicotiamide adénine dinucléotide phosphate (NADPH). Deuxiémement, le cycle de Calvin,

dans le stroma, fixe le CO, en formant des molécules de sucres.

2.1.  Description du chloroplaste

La photosynthese a toujours lieu dans le (ou les) chloroplaste(s). Ces organites sont
entourés d'une double membrane et |'intérieur est appe]é stroma. Le stroma contient un
ensemble de membranes photosyn’thétiques qui sont repliées pour former de petits sacs : les
thylakoides. La membrane des thylalzo‘ides contient différents pigments photosynthétiques dont
les c}ﬂorophyﬂes qui varient selon les especes d'a.lgues. Ces pigments, ainsi que les composés
accepteurs d'électrons, sont regroupés en amas qui se nomment des photosystémes (PS). 1y

a deux pl:totosystémes impliqués dans la photosynthése : un dont le pic d'a]:sorption de la

lumiére est 2 700 nm (PS I) et l'autre 3 680 nm (PS II).



2.2. Biochimie de la photosynthese

Un pl:loton Erappe une molécule de cl'xloropl‘nyue du PS | et entraine la libération d'un
électron. Une chaine de molécules transporte I'électron pour réduire le NADP* en NADPH

+ H*.

Un autre pl:\oton &appe le PS 11 et celui-ci fournit un électron pour remplacer celui
perdu par le PS . Puis le PS Il scindera une molécule d'eau en 1/2 O, et 2 H* pour récupérer
un électron. L'oxygéne sera libére par l'a]gue et les protons générés forment un réservoir qui

servira de gradient pour la phosphorylation de 'ADP en ATP (figure 1).

Pnoton Siroma Photon

Suoma ATP Sk
Synthase
ATP
Ht

Figure 1. Représentation schématique d'un thylakoide (Mathews et van
Holde, 1990)
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Le NADPH et I'ATP servent au cycle de Calvin, qui consiste en la fixation du CO, au

ribulose cliphospl'late. Puis par une succession d'étapes, on obtient des hexoses qui servent de

réserves g]ucidiques pour l'algue et ¥ a régénération du catalyseur, le ribulose dipl’xosphate.

3 Les algues en environnement

Les traitements environnementaux potenﬁeuement effectuss par les algues sont variés.
Elles sont utilisées pour la (légraclation de toutes sortes de substrats avec plus ou moins
d'efficacité. Ces traitements sont principalement axés sur l'épuration des eaux usées ou pour
I'enlevement de certains composés dans divers effluents. La possi])i]ité d'appliquer certains de

ces traitements au Québec a été démontrée par des essais extérieurs faits pendant l'été (Van

Coi.“.ie et a]., 1990)

3.1. Traitement d’eaux usées municipa.les

Les algues facilitent le traitement des eaux usées en fournissant de l'oxygéne aux
bactéries qui clégra&en’c la matiere organique (Palmer, 1980). De plus, les algues vont

indirectement accélérer la destruction des coliformes et des microorganismes pathogénes par
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une augmentation du pH de l'eau car selon la source d'azote gui est présente, les a.lgues peuvent

alcaliniser sensiblement le milien (Oswald, 1992).

3.2 En_lévement des nitrates et p]:losphates

Les algues, en général, ont tendance 3 croitre démesurément dans les cours d’eau out
l’équili})re des nitrates et des phosp]nates est débalancé, ce qui accélére le processus
d'eutrophisation, puisque suite a cette explosion de croissance, les algues vont mourir 3 cause
de l'épuisement du milieu. Leur dégradation sul)séquente, par des hactéries aérobies, va amener

une raréfaction de l'oxygéne dans I'eau, causant l'asplayxie des autres organismes.

L'eutropllisa’cion est un processus naturel, mais il est granclement ampli.ﬁié par les
industries humaines. Ainsi, certains effluents industriels, en agricul’mre ou en proc[uction
alimentaire par exemple, de méme que les eaux usées municipales peuvent contenir beaucoup
trop de nitrates et de p]nosphates pour étre déversées directement dans 'environnement. Par
conséquent, les algues qui utilisent les nitrates et les pl'xospllates pour croitre peuvent servir a
un traitement tertiaire de ces eaux et ensuite elles sont récupérées avant que Yeau ne soit

évacuée dans les cours d'eaux (cle la Notie et de Pauw, 1988 ; Hammouda et al., 1995)
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3.3. Enlévement des métaux

On rapporte dans la littérature, l'enlévement de nombreux métaux et autres cations par
les algues. On parle d’enlevement de chrome, d'uranium, d'or, d'argent, de cuivre, de cobalt,
de fer, de manganese, de plomb, de strontium, de mercure, de nickel, de cadmium, d’arsenic,
de zinc, de calcium et de magnésium par différentes especes d'algues d’eau douce (Aziz et Ng,
1993 ; Chan et al., 1991 ; Mouchet, 1986 ; Oswald, 1992 ; Robinson et Wilkinson, 1994;
Wong et Pak, 1992). Le taux d’enlévement est variable selon les algues impliquées, les ions

a enlever et les conditions du milieu (Hammouda et al., 1995).

Les membranes cy'toplasmiques des algues possécient des c]:larges négatives qui sont dues
aux groupements phosphates de phospholipides (Rai et al., 1994). Cette charge de surface leur
confere une bonne affinité pour les métaux lourds qui sont généralement chargés positivernent.
De plus, lorsque le pH est basique, les ions ont tendance a étre adsorbés dans les flocs cl’algues

et 2 se déposer au fond des bassins de traitement (Oswald, 1992).

Selon les travaux de Chan et af (1991) et aussi ceux de Hammouda et dl. (1995),
I'adsorption passive n'est pas le seul mécanisme impliqué pour |'enlévement des métaux. 1y
aurait aussi une a]:sorption active et métal)olique des ions par les algues. Elle serait plus rapide

que le mécanisme passif selon Chan et al. (1991) alors que les travaux de Hammouda et al.

(1995) indiquent qu'elle serait plus lente. Wehrheim et Wettern (1994} ont montré que des



11

cellules entizres de Chlorella fusca accumulent toujours plus de métaux (caclmium, cuivre et

plomb) que des parois isolées.

En plus des mécanismes de sorption, I'enlévement des métaux peut se faire selon
sfresnioniameyl stre complexts par des substances séorétées par les al
d’autres mécanismes : ils peuvent &tre complexés par des substances sécrétées par les algues ou

encore bicaccumulés par celles-ci (Moucl’xet, 1986).

La bhicaccumulation est favorisée chez les a.lgues a cause de leur rapport surface-volume
qui est grand, ce qui ameéne une plus grande surface de contact. Dépendamment de
l'hyclropho]:»icité des procluits, on peut observer une concentration de procluit dans les a.lgues qui
peut étre beaucoup supérieure a celle dans I'eau. Ce phénoméne de bicaccumulation s'applique

aussi aux composés organiques.

3.4. Enltvement des composés organiques

Les composés organiques peuvent avoir divers effets sur les algues. S'ils ne sont pas trop
toxiques, les algues peuvent les accumuler, les métaboliser partie].lement et méme les

minéraliser.

La bioaccumulation de composés aromatiques par des algues vivantes est fréquente telle

que rapportée par Vance et Drummond (1969) pour les pesticicjses : les composés Aldrin,
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Dieldrin, Endrin et p-p-DDT sont 120 3 270 fois plus concentrés dans les algues que dans le
milieu. Geyer et al. (1981) notent aussi des facteurs de bicaccumulation importants pour
Chlorella fusca: 1250 pour le pentachlorophénol, 51 pour le 2, 4, 6-trichlorophénol et 11 pour
le p-nitrophénol. Cette bicaccumulation est liée au coefficient de partition octanol/eau (K..)

du composé (Swackhamer et Skoglund, 1993), aux espces d’algues et a la température

(Koelmans et Jiménez, 1994).

Des cultures de Cl;]amya’amonas reinhardtii , une algue verte, ont été acclimatées aux
hyclrocarl)ures aromatiques polycycliques (HAP) présents sur des pari'icules générées par la
combustion de diesel. Apres trois jours d'incubation, une diminution de la concentration de
sept composés a été observée, soit pour le p]:lénantl'lréne, le 9-H-fluortne-9-one, le 4-
méthyll)enzo[c]cinnoline, deux isomeres de méthylanthracéne et deux isoméres de
diméthylphénanthene. Cette diminution n'est pas observée dans les controles abiotiques et de

plus, les expériences ont démontré qu'il ne s'agissait pas d'adsorption (Liebe et Fock, 1992).

Une culture mixte de Chlorella sp. et de Scenedesmus obliquus a été étudie pour
I'enlévement du chlorobenzéne ou du 2,4-dic1ﬂorophénol. La culture en mode discontinu
montre un enlévement complet de 50 mg/L des deux produits en un jour. Si la concentration
des produits est plus élevée, la durée du traitement est augmentée. En réacteurs, la culture

mixte prend quatre a six jours pour enlever 1000 mg/L, de chlorobenzéne et six 3 huit jours pour
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la méme quantité de 2,4-Jichlorop11énol, le temps nécessaire 2 une dégradation complé’ce

variant selon le débit d’entrée de I'effluent (Wu et Kosaric, 1991).

Il a été démontré que deux espéces cl'a.lgues vertes, en cultures denses, clégraclent
complétement jusqu'a 1000 mg/L de p]:lénol en moins de six jours si auparavant, elles ont été
exposées 3 400 mg/L de pl'lénol (Klel:zner et Kosaric, 1992a). Les mémes auteurs ont montré
que le 2,4-diméthylphénol est dégradé par Chlorella sp. et qu'il y a apparition de
diméthylcatéclwl dans le milien de culture. Dans la méme pu]:lication, 70 mg/L de 2,4-
dinitrophénol sont clégradés par Chlorella Sp. aprés une période c]'adap’cation de 20 jours alors
que Scenedesmus ab]fquus dégrade rapiclement 190 mg/LL de ce composé aprés une adaptation

de seulement 5 jours.

Un autre pro]aléme d'ordre environnemental et esthétique est la couleur de certains
efluents. Dans le cas d'effluents de pites et papiers de type Kraft, la coloration estdueala
lignine et & certains groupements dérivés qu'elle contient. Selon Lee et al. (1978), les algues
permettent de faire un enlévernent par’ciel de la couleur de ce type d'effluent. Toutefois la teneur
totale en carbone organique ne diminue pas, ce qui implique que les algues transforment les

produits colorés sans les utiliser comme source de carbone ou d'énergie.
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Aziz et Ng (1993) ont observé l'enlévement de plus de 90% du violet brillant R, un

colorant azo, en 70 jours pour des concentrations initiales de 10 3 15 mg/L. par un mélange

d'algues locales.

4. La biodégradation de composés aromatiques
4.1. Biodégradation par les algues

Il n'est souvent question que de bicaccumulation en ce qui concerne les algues, mais en

laboratoire, des mécanismes de transformation ou de clégradation des procluits ont été élucidés.

4.1.1. Dégradation partielle

Warshawslzy et al. (1995) ont montré que le benzo[a]pyréne est métabolisé en cis-
dihydro&iols par Selenastrum capricornutum, une algue verte, par l'intermédiaire d'un systéme
de dioxygénase semblable a celui des procaryotes hétérotrophes. Le benzo[a]pyrene (BaP) et
d’autres HAP sont phototoxiques pour les algues prol)a.blemen’c a cause de leur transformation
en quinones. Le spectre de }ongueur d'onde utilisé influence le type et la quantité de quinones

produites. Les meilleurs résultats de dégradation ont été obtenus en utilisant des fluorescents
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“Gold” qui émettent peu dans l'ultraviolet. Ainsi dans ces conditions, aprés trois jours
d'incubation d'une culture de Selenastrum capricornutum, on retrouve seulement 1% du BaP

dans le milien, pour une concentration initiale de 160 ug/L et 89,5% sous forme de

cli.llydrodiols.

Parmi 31 espaces de Chlorococcales, quatre présentent une bonne croissance en
présence d'alcanes sur milieu solide. Chlorella vularis Beijerinck (No. 397) métabolise certains
alcanes en culture liquide. Cette espéce ne clégracle les alcanes qu’en présence de lumizre, ou
i I'obscurité, 3 condition qu’il y ait du glucose dans le milieu de culture (Schrﬁder et Rehm,

1981a).

Une étude comprenant 18 algues représentant les cinq groupes principaux a été
effectuée par Cerniglia ef al. (1980) pour vérifier 'oxydation du naphtaléne. Apres 24 heures,
toutes les cultures ont produit plusieurs métabolites du naphtalene dont ce qui semble atre du

1-naphtol.

4.1.2. Source d’azote

Luther (1990) a voulu montrer que Scenedesmus obliquus est capable d'utiliser des

composés aromatiques nitrés ou aminés comme sources d'azote. Le taux de croissance et la
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concentration des pigments photosynthétiques (clﬂorophylles et caroténo‘icles) des algues
seraient proportionnels ala quantité de nitrates dispom']ales pour les algues. Ainsi, par exemple,
dans un milieu de culture ot l'acide 4«aminonapl-1ta]éne-1-sulfon.ique est la seule source d'azote,
une croissance élevée des algues et une augmentation de la concentration des pigments a été

démontrée.

4.1.3. Minéralisation

Les travaux de Ellis en 1977 ont montré que six espéces d'algues d'ean douce
minéralisent le catéchol et que quatre d'entre elles font aussi la minéralisation du pl’xénol. De
plus, Scenedesmus basiliensis ne minéralise le phénol que s'il y a préalalvlement été exposé.
Cette espece est la seule parmi celles étudises dont le rendement s’améliore apreés des expositions
successives. L'auteur a émis l’hy‘potl\ése qu'il y aurait une sélection dela population capable

de faire la minéralisation ou encore une induction de la procluction cl'enzymes de clégraclation.

Semple et Cain (1996) ont démontré la minéralisation du pl)énol par Ochromonas
danica, une algue brune. Des essais d'une durée de 180 minutes, ont été faits avec du phénol
marqué au C et 60 a 65% de la radioactivité a été retrouvée sous forme de CO,. De plus, ils

ont montré la voie de clégraclation du phénol par cette algue qui peut croitre avec ce produit
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comme seule source de carbone si elle est exposée a la lumigre (f-igure 2}, Cette a,lgue utilise

la méme voie de clégraclation pour le p-crésol.

4.1.4. Co-oxydation

Klekner et Kosaric (1992b) ont émis I'hypothese que la dégradation des chloro et
méthylpl:énols par Chlorella sp. peut étre améliorée par la co-oxydation. Leurs essais ont montré
des taux de clégraclation des chloro- et méthylp]nénols utilisés qui sont égaux ou inférieurs a ceux
obtenus si ces composés avaient été incubés individuellement avec les algues. De plus, la
clégraclation du phénol s'est avérée plus lente quand les algues ont été incubées avec du 2,4-

climéthylpllénol ou du 2,4'-<:liclalorophéuol en plus du phénol.

4.1.5. Produits extracellulaires et cellules brisées

Des algues tuges a la chaleur phototransforment certains produits (comme |'aniline et
le Parathion) 3 un taux qui est éga.l ou supérieur a celui d'une culture vivante. Sile surnageant
d'une culture vivante est utilisé seul, le taux de la p]:lo’coréaction diminue. Les contrdles dans

le noir ne présentent pas de dégraclation. La dégradation observée ne serait pas le fait du
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systéme pllotosyntl'létique des algues puisque les suspensions éclairées par une source lumineuse

n'émettant qu's 665 nm ne présentent pas de dégradation (Zepp et Schlotzhauer, 1983).

La méthode d'inactivation des cellules peut favoriser l'aclsorption des produi’cs. Par

exemple, les cllangements de surface occasionnés par une inactivation a l'autoclave causent

deux 2 six fois plus d’adsorption (Amy et al., 1988).

Schrader et Rehm (1981b) ont montré que des cellules brisses de Chlorella vulgaris
Beijerinck (No. 397) dégradent des alcanes, tel que le n-dodécane, que les cellules en croissance
ne dégradent pas. De plus pour les alcanes que les algues vivantes dégradent, on remarque une

procluction d’alcools et de cétones deux fois plus grande si les cellules sont brisées.

Stom et al. (1978) ont étudié la dégradation de composés aromatiques (tels que le
p}lénol, le pyrocatéchol, l'hyclroqui.none, le guaiacol et le p-crésol) par des p]antes et des algues
macroscopiques dont 1'algue Nitella sp.. Un homogénat de cette algue transforme le
pyrocatéc]:ol 3 un taux deux fois plus élevé que les cellules entizres. Des enzymes contenant du
cuivre seraient impliquées dans cette transformation. Des cultures qui ont subit un pré-
traitement avec du KCN, qui est un inhibiteur de ce genre d’enzymes, n'ont pas montré un

taux de transformation significatif du pyroca’céchol.
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4.1.6. Acclimatation

Selon les espéces d’algues et les composés irnpliqués, I'acclimatation peut améliorer ou

encore 1e pas affecter les rendements de clégraclation.

D'aprés les travaux d ‘Ellis (1977), Scenedesmus ola]iquus est la seule espéce parmi les six
étudiées dont le rendement s'améliore sensiblement aprés plusieurs expositions aux procluits.
Liebe et Fock (1992) ont démontré que des a]gues acclimatées tolerent 2,5% v/v de HAP
extraits de particu]es générées par la combustion de diesel, alors que le maximum pour des
a]gues non acclimatées est de 0,125%. 11 faut aussi ajouter Klekner et Kosaric (1992a) qui
montrent que leurs algues clégraclent 1000 mg/L. de phénol si, auparavant, elles ont été exposées
3 400 mg/L. Par contre, Lee et al. (1978) n’ont pas vu d'amélioration du taux d’enlévement

de la couleur des effluents de pates et papiers aprés acclimatation des cellules.

4.2. Biodégradation par des chloroplastes isolés

Wessels (1965) a montré que le 2,4-dinitrophénol peut &tre réduit en 2-amino 4-
nitrophénol par des chloroplastes d'épinards isolés. La réaction a lieu a la lumidre et le
rendement est amélioré en présence de NH4C1 et aussi en présence de ferrédoxine. D'apres

l'auteur, comme la ferrédoxine a un role important, il est probal;le que le PS I soit impliqué.
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La réduction peut aussi avoir lieu a I'obscurité en anaérobiose, s'il ya du NADPH et
de la ferrédoxine. Ces résultats ont été confirmés par del Campo et al. (1966). Ils ont montré
que le 2,4-dinitropl'1énol peut étre réduit en 2-amino 4-nitropl'1énol par des chlomplastes
cl'épinards isolés en présence de lumidre ou dans le noir, par l’hy&rogéne, sans cll.lomplastes,

mais avec une hydrogénase et de la ferrédoxine.

Des essais préliminaires a ce projet ont été effectués par Lépine et Carpentier (résultats
non publiés). Ils ont montré que le pen‘cacl:loropllénol est dégra&é trés rapi&ement par des

chloroplastes cl'épinarcls isolés et exposés a la lumigre.

4.3.  Biodégradation par les bactéries

llya Beaucoup de bactéries qui sont connues pour leur potentiel de &égradation de
composés aromatiques. Mais dans le cadre de ce projet, celles qui sont les plus intéressantes
sont celles qui utilisent la lumigre pour croitre. 11 yena deux types : les cyanol)actéries et les

bactéries phototropl'xes.
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4.3.1. Cyanobactéries

La capacité des cyanobactéries a clégrader des composés aromatiques a été démontrée,

mais les mécanismes de dégrada’cion, tout comme chez les algues eucaryotes, sont peu connus.

Les cyano]:actéries ont parfois été inclues dans les expériences citées précédemment,
comme dans l'stude de Cerniglia et al. (1980) par exemple ot il a étudi¢ la dégrada’ciom du
naphtaléne par 18 algues dont plusieurs cyanobactéries. Les travaux de Klekner et Kosaric
(1992a) montrent que Spirulina maxima dégrade les méme produits que les algues vertes.
L'équipe de Warsl‘xawslzy et al. en 1995 a observé que Anabaena flos-aquae, une cyanobactérie,
métabolise le l)enzo[a]pyréne, mais & un taux ]aeaucoup plus lent que les algues vertes étudiées

en méme temps.

4.3.2. Bactéries phototrophes

Les bactéries phototropl'les ont hesoin de la lumiare pour leur croissance, mais utilisent
un autre composé que l'ean comme donneur d'électron et par conséquent, elles ne dégagent pas

d'oxygéne.

Blasco et Castillo (1992) ont travaillé avec Rhodobacter capsu]atus, qui est une bactérie

pho’cotroplae, anaérobe. Elle clégrade des procluits nitrés dont le 2,4-dinitrop]:1énol qui sera
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dégraclé seulement si |'azote est limitant et s'il y a une autre source de carbone. Toutefois, les

moncmitrophénols sont utilisés comme sources d’énergie et de carbone.

Kamal et Wyndham (1990) rapportent qu'une bactérie phototrophe dominante dans

un consortium anaérobe minéralise le 3-chlorobenzoate en présence de benzoate.

5. La dégradation abiotique des composés utilisés

5.1, Pentaclaloropl-xénol

Le pentach]orophénol, en solution aqueuse, est photoclégraclabie. 1l peut y avoir deux
types de mécanismes lors de la pl'xotolyse :une p]:otolyse directe par laque].le le composé absorbe
les rayons ultraviolets et une indirecte lorsque I'énergie est absorbée par d'autres substances
dissoutes dans I'eau qui vont ensuite la transmettre au composé. Sa demi-vie en eau douce a
3,8 cm de profondeur est de 2,4 heures. La p]:lotolyse des phénols polycl]lorés est cepenclant
négligeable & des profondeurs supérieures 3 20 cm en eau douce (Hwang et o/, 1986). Selon
Mansour et al, (1989, la demi-vie du pentacl:lorophénol en eau distillée est de 2,5 heures et
en eau de rivitre de 1,5 heures, mais plusieurs facteurs influencent la pllo’coclégraclation dont

la composition, la turhidité et la profondeur de l'eau. La p]:otolyse du pentac]ﬂorop]:lénol en
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eau distillée produit des tétrachlorophénols, tricla.loropllénols, dihydroxybenzénes ainsi que des

fra.gments non aromatiques (Hwang et al., 1986).

La photodécomposition du pentachlorop}lénol est tr2s influencée par le pH : par
exemnple, une solution de 100 mg/L de pentachlorophénol aura un temps de demi-vie de 100
heures si le pH est de 3,3 et de 3,5 heures si le pH est de 7,3 (Wong et Crosby, 1981). Une
solution de pentachlorophénol fermée hermétiquement et placée au soleil pour deux 3 trois
semaines ne contiendra plus de pentaclﬂorophéno], ni aucun des intermédiaires de

pl‘notodégradation.

Finalement, la vitamine B,, activée [Co(l)] catalyse la déchloration du
pentachloropllénol (et de plusieurs autres chloroaromatiques). En 24 heures, 88% du
pentacl’xloropl:énol est c]égraclé avec formation de tétra et triclﬂorophénols par Fenlavement de

chlores en position para ou méta (Smit]: et Woods, 1994).

5.2. Autres composés employés

Aucune publication concernant une clégraclation abiotique importante des autres

composés employés n'a été trouvée.
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6. La méthoc]ologie

6.1. Milieux de culture

On retrouve dans la littérature un trés grand nombre de milieux de culture différents
pour les algues. Certains traités de base sur les algues discutent du réle et de la quantité

nécessaire de chacun des éléments qui sont véritablement requis pour une croissance optimale

des algues (Bec]zer, 1994 ; Borowitzka et Borowitzka, 1992 : Richmond, 1986).

6.2. Illumination

Les algues ont besoin de lumitre pour faire de la photosynthese. Mais l'intensité
lumineuse utilisée dans la littérature est extrémement variable. Toutes les études de laboratoire
ont complété ou remplacé la lumiere du jour par des sources lumineuses supplémentaires.
L’illumination des algues peut se faire en continu pour maximiser la procluctivité des algues ou
avec un cycle jour / nuit, habituellement de 16 h / 8 h. Ceci imite un peu les conditions
naturelles et permet la respiration nocturne et la division cellulaire. Toutefois, I'incubation des

algues peut étre effectuée a I'obscurité lorsque le produit doit servir de seule source de carhone

(Ellis, 1977).
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6.3. Aération

En plus de la lumiere, les algues ont besoin de CO, pour accomplir la photosynthése.
Les pu]:)lications ne forment pas non plus de consensus sur ce point : certains n'emploient que
l'agitation pour permettre l'incorpora’cion du CO, dans le milieu, alors que d’autres incorporent
aux cultures un méla.nge gazeux contenant du CQ, en proportion variable de fagon continue
ou ponctue]le. Par exemples, ]avanmardian et Palsson (1991) fournissent aux algues un
mélange de gaz composé de 20% O,, 5% CO, et 75% N, i un taux de 300 mL par minute;
Wu et Kosaric (1991) utilisent un mélange 3:1 de CQO, qui est barboté dans le milieu de
culture une fois par jour pendant 1 ou 2 heures & un débit de 8 cm*/min et Hosono et af.
(1994) utilisent de |'air contenant 5% de CO,aun débit de 165 mL/min/L. Cependant, de
la Noiie et o, (1984) rapportent que le laar})otage avec de l'air enrichi de 5% de S, n'offre pas
un meilleur rendement au niveau de la biomasse algale pro&uite que de l'air non enrichi. Ils
utilisent toutefois un débit de barbotage plus élevé que la majorité des auteurs cités. Enfin,
Pesheva et al. (1994) étudient l'effet d'un changement rapide et radical de la concentration de
CO, pour la croissance d'une algue marine. Si la concentration de CO opasse & 40%, ily a une
phase de latence de la croissance due  la suppression de l'activité du PS II alors que l'activité

du PS1 augmente l)eaucoup.
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6.4. Agitation

1. agitation est liée aux deux facteurs précéclen’cs, c'est-a-dire qu'eue influence la quantité
de lumigre qui parvient 3 chaque algue et elle permet la distribution du CO, partout dans la
culture. La majorité des auteurs consultés préferent une agitation continue de 100 3 200 rpm
sur un agitateur giratoire alors que quelques-uns n'agitent pas ou encore profitent de la

turbulence causée par le l)arlaotage de 'air dans la culture.

6.5. Température

La température est un facteur qui est propre a chaque espece d'algues, toutefois, on
remarque qu'il est prof-ital)le d'abaisser la température pendant la nuit. De cette fagon, la

quantité de hiomasse obtenue est plus grande, mais aussi la température optimale de croissance,

le jour, sera plus élevée (Richmoncl, 1986).

6.6. pH

Les valeurs oPtimales dépenclent des especes, mais le pH varie de fagon cyclique pendant

la journée et la nuit sur ces mesures dont il faut tenir compte. Selon Picot et al. (1993),
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lactivité des algues atteint son maximum un peu aprés la mi-journée et les pH les plus bas
s’observent en fin d'aprés-midi et pen&ant la nuit a cause d'une plus grancle quantité de CG,
excrétée par les algues. De plus, de la Noite et Ni Eidhin (1988) mentionnent que
Scenedesmus obliquus développe typiquement un pH trés basique, soit pres de 10,5, en dsbut

de la phase stationnaire.



MATERIEL ET METHODES
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i [ Algues utilisées

Les algues utilisées sont des algues vertes microscopiques d'eau douce. Elles ont été

achetées aupres de I'’American Type Culture Collection (ATCC) : il s'agit de Chlorella sp.
(ATCC #7516), de Scenedesmus obliquus (ATCC #11457) et de Chlorella vulgaris (ATCC

#30581).

2. Milieux de culture

Les algues ont été reques lyophilisées et leur repiquage a été fait sur le milieu solide #3,
recommandé par I'ATCC pour Chlorella sp. et Scenedesmus alv’r'quus et sur le milieu #847,

recommandé par IATCC pour Chlorella vu’gan’s. La composition de ces milieux de culture est

décrite dans le catalogue de 'ATCC (ATCC, 1991).

Au cours du projet, ces milieux de culture ont été employés réguliérement afin de
vérifier la viabilité et la pureté des cultures. Malgré le fait qu'ils contenaient des sources de
carbone, ces milieux ont été incubés 4 la lumiere, permettant ainsi une croissance plus rapide

et plus typique des algues.
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De plus, pour confirmer l'absence de l)actéries, les cultures cl'algues ont été
régulierement striées sur le milieu solide PCA (“Plate Count Agar” : préparation $0479-17-3

de Difco). Clest un milieu riche qui est destiné & favoriser la croissance des bactéries.

Les essais de dégraclation et la procluction de biomasse ont été faits en milieu liquicle
parce que la distribution des pouuants est meilleure et aussi parce gue les algues ont une

croissamnce plus rapicle en milieu liquide.

Pour établir ce milieu de culture, plusieurs traités de base sur les a.[gues (Becleer, 1904,
Borowitzka et Borowitzka, 1992 ; Richmond, 1986) ont été consultés afin de déterminer les
éléments qui étaient véritablement requis pour une croissance optimale des algues. De plus, la
plupart des milieux de culture pu]:»liés sont destinés 3 des tests de toxicité qui sont
généralement de courte durée (moins d'une semaine) alors que nos essais de c]égradation
pouvaient durer jusqu'a six semaines. Suite a cela, le milieu de culture cléveloppé par Klekner
et Kosaric (1992a) ainsi que celui de Wu et Kosaric (1991) ont été combinés et modifiés
légérement afin de pa].lier a leurs carences respectives. Ce nouveau milieu de culture a ét&
nommé milieu O (voir ﬁgure 3). Clestce milieu de culture qui a généralement servi pour les

réacteurs et aussi pour les essais de clégraclation.



| Milieu O

l 955 mL eau déminéralisée
0,05 ¢ EDTA
10 mL solution KNO; (20 g / 200 mL)

' 10 mL solution Na,HPO, (13 g / 200 mL, bien dissoudre)
! 10 mL solution MgéOﬂ 7H,0 (4 g/ 200 mL)
f 10 mL solution CaCl,*2H,O (0,8 ¢ / 200 mL)

1 mL solution Traces I*

1 mL solution Traces II*

0,1 mL solution FeCl;*6H,0 (2,4 ¢/ 100 mL)

Au’coc]aver

Ajuster le pH entre 6,9 et 7,1 avec du HCl 01N

Ajouter les vitamines :
1 mL thiamine stérilisée par filtration (10 mg/ 100 mL)
1 mL biotine stérilisée par filtration (10 mg / 100 mL)
1 mL vitamine B, stérilisée par filtration (10 mg/ 100 mL)

*Trace [ : * Trace I :
| 2,86 ¢ H;BO 0,025 ¢ KI
| 2:86 g MnCl,*4H,0 0,0009 ¢ LiCl
| 0,22 ¢ ZnSO,* 7H,0 0,0035 § CoCl*6H,0
0,08 g CuSO,*5H.0O Compléter 3 1 L avec eau déminéralisée.
0,04 g (NH) Mo, O, 4H,0

| Compléter 3 1 L avec eau déminéralisée.
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Figure 3. Mi.li;u O : milieu de culture liquide pour la production de biomasse

algale ainsi que pour les essais de biodégradation
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3. Obtention de biomasse

Aprés avoir essayé différents modeles de réacteurs, des réacteurs de 4 L branchés en série
ont finalement été choisis afin d'obtenir de grands volumes de culture dans le méme état
pl'lysiologique et aussi de fortes densités de biomasse. Généralement, quatre réacteurs étaient
en fonction en méme temps : ils étaient reliés deux a deux en prenant soin de ne pas mélanger
les especes, puis ils étaient tous reliés ensemble pour le branchement 2 la sortie d'air comprimé
(f—igure 4). De petits etlenmeyers, branchés aux réacteurs, servaient de trappes pour le liquirle
qui pouvait s'échapper en méme temps que lair, protégeant ainsi la stérilité des filtres de sortie.
Les réacteurs décrits ci-dessus n'ont été employés dans ce projet que vers la fin des essais avec
le pentaclﬂorophénol. Au cours des essais précédant l'expérience PCP IX, ce sont des algues
provenant de plusieurs cultures en petits volumes (agitées 3 l'aide de harreaux magnétiques et

de plaques agitatrices) et mises ensemble qui ont été utilisées.

3.1 E’capes de la culture en réacteur

Les algues ont été soumises 2 deux passages de 10 a 15 jours sur les milieux solides
recommandés par 'ATCC. Une colonie isolée provenant de ces ensemencements, a été
inoculée dans une éprouvette de 25 mL, avec bouchon de métal, contenant 5 mL de milieu O.

1] a fallut inoculer 18 éprouvettes pour chaque réacteur. Les éprouvettes ont été placées a la



AIR COMPRIME

FILTRE DE LAINE
DE VERRE

FILTRE DI LAINE
DE VERRE

FILTRE DELAINE
DE VERRLE

Figure 4. Schéma du montage des réacteurs de 4 L utilisés pour générer
de fortes densités de biomasse algale
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lumiére (3 pras de 8000 lux) pour environ deux semaines et elles ont été agitées 3 1'aide d'un
vortex de trois & quatre fois par semaine. Aprés quelques jours, une goutte de chaque éprouvette
a 6té striée sur une fraction de boite de Petri contenant du PCA. Ces boites ont été incubées
a I'obscurité a la température de la pitce pour 10 2 14 jours. Apres ce délai, les éprouvettes
dont les PCA corresponclants étaient contaminés, ont été éliminées. Ensuite, de l'acide
chlorhydrique a été ajouté au contenu des éprouvettes pour abaisser le pH a moins de 2 pour
une durée d'environ deux heures. Selon Becker (1994), de cette fagon, les protozoaires qui
contaminent les cultures d'algues seraient éliminés. D’aprés des essais faits avec des cultures
volontairement contaminées avec Escherichia coli et Sfapliy’acoccus aureus, il est justifié de croire
que cette technique élimine au moins un certain nombre de bactéries qui ne sont pas résistantes
aun pH si bas et ce, sans trop affecter les algues. Enfin, les éprouvettes ont été transvidées
dans les réacteurs contenant 3 L de milieu 0. Toutes ces étapes ont été faites de fagon
aseptique et avec du matériel stérile. Avant de démarrer le premier lot, les montages ont été
testés avec du bouillon nutritif (Difco #0003-17-8) pour quatre jours dans les conditions
d'incubation des algues, puis ils ont été placés 3 30°C pour 24 heures et un ensemencement

sur PCA a été fait. Apres 14 jours, ces boites de Petri ne présentaient pas de contamination.



3.2. Conditions d'incubation des réacteurs

Les réacteurs ont été placés dans une piece dont la température n'était pas contrdlée
avec précision, mais dont la moyenne se situait & environ 25°C le jour en incluant la chaleur
procluite par les sources d'éclairage. Ce sont deux fluorescents doubles Sylvania “daylight” de
30W qui ont servi de source de lumitre pour les réacteurs. Un éclairage continu leur a été
fourni puisque le but était d'obtenir de grands volumes avec de fortes concentrations de
biomasse en peu de temps. L'intensité lumineuse était d'environ 8000 lux (l'intensité
lumineuse a été mesurée avec un posemétre Sekonic, modele L-28C2). Les réacteurs ont été
aérés par de lair comprimé, filtré 3 deux reprises par de la laine de verre, qui barbotait

continuellement au fond des bouteilles avec un faible débit.

4. Protocole pour les essais de dégradation

4.1, Préparation

Les essais de dégradation ont été faits dans des er]enmeyers de 250 mL stériles, fermés
par des bouchons d'ouate sauf pour les essais de dégracla’cion du pentachlorophénol o des

bouchons en mousse ont été employés. Tous les erlenmeyers avaient préala]:lement été rincés



37

avec du méthanol, de I'acétone et de I'hexane afin d'éliminer toute trace des composés utilisés

précédemment qui auraient pu résister au lavage.

Le pro’cocole a été modifié plusieurs fois au début des expériences, mais la méthode qui
est ressortie est celle qui comporte un volume total de 100 mL incluant les algues, le milieu de
culture frais et le composé 4 tester. Pour les premiers essais, le volume employé était de 50 mL
et le contenu de la fiole était extrait en entier. Il y avait donc un er]enmeyer pour cl'laque temps
de prélevement. Apres quelques expériences, il a été conclu qu'un prélevement 3 chaque temps
était représentatif du contenu total et cela a facilité la comparaison des résultats mesurés a
chaque temps. Le volume a été augmenté 3 100 mL afin de conserver toujours un niveau

minimal de liquide.

Le milieu de culture employé lors des essais de dégraclation était, en général, le milieu
), Cependant, lors des essais ot les poHuants devaient &tre utilisés comme source d'azote, le
KNQ; a été enlevé et du KCl a été ajouté en quantité molaire équiva.lente de potassium tel que
recommandé par Luther (1990). De plus, certains essais ont été faits dans de l'eaun

déminéralisée uniquement, comme le précise le protocole de Klekner et Kosaric (1992a).

La concentration et la condition des a]gues employées étaient variables d'un lot a 'autre.
De plus, des essais ont aussi été faits avec diverses quantités d'algues afin d’optimiser les

méthodes de travail.
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Les composés utilisés ont toujours été ajoutés dans les erlenmeyers aprés les algues et
le milieu de culture. Des solutions-stock concentrées ont été faites pour cl'laque composé : des
masses connues ont été solubilisées dans de I'eau déminéralisée et ces solutions ont ensuite été
autoclavées et conservées 3 |'abri de la lumigre. Du NaOH a dd étre ajouté a la solution de 2,4-

clim'trophénol, puisque ce composé était difficile a solubiliser & haute concentration dans I'eau.

42, Incubation

Les conditions d'incubation en erlenmeyers n'étaient pas les mémes que pour les
réacteurs de 4 L. Deux fluorescents doubles Philips F4A0CW/RS/EWII de 40 W foumissaient
environ 2000 lux. Un cyc]e jour / nuit, 16k / 8h, a été instauré pour permetire la respiration
nocturne et la division cellulaire. L'agitation, sur un agitateur giratoire New Brunswick Scient.
Co. modele 010, était d'environ 100 rpm, trois fois 30 minutes par jour, parce que |'agitation
continue brisait les algues et que s'il n'y avait pas cl'agitation, les algues se déposaient au fond,
limitant la diffusion du CO, et perdant de la lumitre. Cette diffusion du CO 4 était d’autant
plus importante que les erlenmeyers des essais de dégradation n'étaient aérés que par l'air
diffusant dans le liquicle. Cepenc]ant, l’emploi de bouchons d'cuate, plus pennéa]:les a l'air que

ceux de mousse, a amélioré I'aération des cultures.
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4.3. Essais de dégradation

Tous les essais ont été faits en duplicata. De plus, pour tous les essais, différents flacons
contrdles ont été utilisés dont au moins des contrales a]:)iotiques (le milieu de culture avec le
composé a clégracler) et des témoins (c]es cultures d'algues sans le composé) afin d'avoir un point
de repére de la croissance normale des algues. Parfois, d'autres contrdles ont été ajoutés (ﬂs

seront décrits dans les sections appropriées).

4.4,  Suivi

Les algues ont &é incubées avec les composés pour des durées variables et des
prélevements ont été faits réguliérement pour mesurer la concentration résiduelle du composé

ainsi que la croissance des algues.

Pério&iquemen’c, les erlenmeyers ont été pesés et un échantillon a été prélevé pour faire
des analyses chimiques ainsi que le suivi de la croissance. L'évaporation n'étant pas négligeal)le,
les fioles ont été pesées et cette mesure a permis d’estimer l'évaporation qui a eu lieu au cours

de la période d'incubation et ainsi de corriger en conséquence toutes les valeurs mesurées.
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4.4.1. Croissance des algues

Le suivi de la croissance consistait & mesurer la densité optique et le pHeta faire un
comptage des cellules. La densité optique était obtenue par la lecture de I'absorbance 3 500 nm
avec un spectrophotometre Philips PU 8630 UV/VIS i l'aide de cuvettes de polystyréne
jetables contre les contréles a]:iotiques ou de l'eau. Les échantillons étaient dilués avec de 'eau
déminéralisée, de fagon a obtenir une valeur d'absorbance comprise entre 0,100 et 1,000. Le
pH était mesuré avec un appareil Fisher Accumet 805MP, calibré avec un tampon a pH 7,00
ou 10,00 selon les besoins. Les comptages cellulaires ont été faits avec un hématimetre Levy
Ultraplane Neubauer (1/400 mm?® et 1/10 mm d'épaisseur) & un grossissement de 400X au
microscope Leitz Laborlux D. Les deux chambres de I'hématimetre étaient comptées pour
chaque échantillon afin d'obtenir une valeur moyenne. Toutefois 4 cause du nombre important
d'échantillons, ces comptages ont dt étre abandonnés au cours du projet. Des ensemencements
ont été faits par striations sur les deux types de milieux de culture solides. Le PCA, qui favorise
la croissance des bactéries, était emp]oyé pour vérifier la pureté des cultures et il était incubé
a I'obscurité pour 14 jours. Quant aux milieux #5 ou #847 (selon les espaces), ils étaient
employés pour vérifier la viabilité des cultures et comme ils étaient destinés aux algues, ils
étaient donc incubés & la lumiere (3 environ 4000 lux) pendant 14 jours, Ils étaient cependant

protégés de la déshydratation par un parafi}m.
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4.4.2. Produits et métabolites

Des échantillons ont été congelés a -18°C au cours de I'expérience et a la fin de celle-
ci, tous les échantillons de l'expérience étaient analysés en méme temps, éliminant ainsi des

erreurs dues aux variations des apparei]s dans le temps.

4421. Chromatographie liquide a haute performance

De routine, les analyses ont été faites par chromatograplﬁe liquide a haute per{ormance
(CLHP). Les échantillons étaient dilués pour se trouver 2 l'intérieur des marges de la courbe
de calibration préalablement préparée. De la pl’xase mobile était ensuite ajoutée pour que les
échantillons aient la méme composition que la p]:lase mobile au début du graclient. Ils étaient
ensuite centrifugés 3 14 926 g une centrifugeuse de table Biofuge A de Canlab pendant 5
minutes. Les suageants des échantillons étaient ensuite transférés dans des micro-tubes
Waters de 1 mL puis injectés grice & un injecteur automatique (Millipore Waters 717 plus)
dans un CLHP Millipore Waters modele 510 avec une colonne a phase inversée Nova Pak Cs.
Le volume injecté était de 200 uL.. Les deux constituants de la phase mobile étaient I'eau et
I'acétonitrile contenant tous les deux 0,1% d'acide acétique. Le gradient de solvant variait pour
chaque composé. La détection des pics a été faite avec un spectrophotometre UV Millipore

Waters Lambda Max, modele 481 dont la longueur d'onde était ajustée en fonction du
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composé étudié. Un ordinateur gérait toutes les données, mais l'i.ntégration des pics a été faite

rnanueﬂement.

Le tableau 1 est un exemple de gradient employé au CLHP : il était destiné a l'acide 4-

aminobenzoique et la détection se faisait 2 266 nm.

Tableau 1. Gradient pour I'acide 4-aminobenzoique en chromatographie liquide 3
haute performance

B
Temps Débit
% Eau % Acétonitrile | Type de courbe’
(minutes) (mL/min)

0,0 2,0 100 0

4,0 2,0 79 21 +6

4,1 2,0 40 60 0

5,0 2,0 100 0 +9 “
7,0 2,0 100 0 - 4"

*9 signiﬁe concave ; 0, linéaire et +9, convexe avec tous les intermédiaires entre ces valeurs.

4422 Chromatographie en phase gazeuse et spectrométrie de masse

Lorsqu'un composé disparaissait significativement ou qu'un nouveau pic apparaissait,
des ana.lyses par c}uomatograplﬁe en phase gazeuse couplée a un spectrométre de masse

(CG/SM) étaient effectuées pour confirmer ces résultats et identifier les métabolites. Le
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spectre obtenu était comparé a des spectres connus d'une l)anque de données. La technique
pour extraire les échantillons ainsi que les conditions chromatographiques au CG/SM
clépendaient du composé initial. En généra.l, une extraction acide a I'éther ou a l'acétate
d'éthyle était effectuée et la phase organique contenant le composé était asséchée par des
passages dans du Na,SO,. Du N,O-bis(triméthylsilyl)trifluorcacétamide (BSTFA) était
ensuite ajouté et I'échantillon injecté dans un c]aromatograpl'le en p}lase gazeuse 3500 dela
compagnie Varian avec une colonne capillaire DB-5 et muni d'un détecteur de spectrométrie
de masse Finnigan Mat 800. La température de l'injecteur était de 250°C, celle de la ligne
transfert ainsi que celle de la trappe ionique étaient de 270°C. Le gaz vecteur employé était
I'hélium. La pression de la colonne était gardée constante a 24,7 psi endant toute la durée de
P 8 p
I'analyse et le débit, a 70°C, était de 2,3 mL d'hélium par minute. Le volume d'injection était
de 1 uL et l'injection était faite en mode “splitless” et aprés 30 secondes en mode “split” dans
un rapport 50 pour 1.
Les conditions chrornatographiques étaient typiquement les suivantes :

Température initiale : 70°C

Temps cl'équilil)re : 0 minute

Programmation de température : 10°C/min

Hausse de température jusqu'a 125°C

Plateau : 7 minutes

Programmation de la température : 8°C/min

Hausse de température jusqu'a 235°C

Programmation de la température : 30°C/min

Hausse de température jusqu’a 310°C

Plateau : 1 minute
Fenétre de masses utilisée : 70 a 550 u.a.



5. Description détaillée des essais

Les essais sont présentés dans l'ordre dans lequel ils ont été faits. Le phéno], le p-crésol
et I'acide 4-aminobenzo'ique ont été testés simultanément. Les résultats obtenus chacun des
composés étudiés ont influencé la suite des essais, entrainant un ajustement du nombre d'essais

effectués.

5.1.  Pentachlorophénol (PCP)

En tout, treize essais ont été effectués avec le pentaclﬂorophénol : la quantité de
biomasse et la durée des essais ont été variées ; Chlorella sp., Scenedesmus ol)]iquus , Chlorella
vu]garis et aussi un mé]ange de Chlorella sp. et de Scenedesmus ob]iquus ont été utilisés. Le

pentaclllorophénol a été utilisé sous forme de sel de sodium (hydrate, 90% A.anh) afin

d’améliorer sa solubilité. La concentration employée était de 5 mg/L.

Comme contréles supplémentaires, le pentac]:lorophénol a été incubé avec de l'ean
déminéralisée ; des surnageants obtenus de cultures typiques filtrées 3 0,45 um ; des algues

mortes dans le noir et a la lumitre et aussi avec des algues vivantes dans le noir.
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52. 2,4-dinitrophénol (DNP)

les concentrations utilisées de 2,4-dinitropl1énol (BDH 99%) ont été
approximativement de 30, 60 et 150 mg/L. De nombreuses expériences ont été faites avec ce
composé. Chlorella sp. et Scenedesmus obliquus ont été étudiés ensemble et séparément. Les
variantes comprennaient un ou plusieurs de ces facteurs : la durée des essais, l’ége des cultures,
la quantité de biomasse, la concentration du composé, la quantité de nitrate dans le milieu et

des traitements pl-lysiques et chimiques des algues.

Les traitements physiques et chimigues ont été faits dans le but de rendre les cellules
plus perméal)les au composé. A c]:laque fois, le traitement était effectué sur les algues avant que
le composé a dégrader soit ajouté et cl:laque culture cl'a]gues n'a subit qu'un seul traitement.
Un clétergent, du SDS (sodium dodéq'lsu]fate), a été ajouté aux concentrations de 0,1% et de
0,5% aux algues. D’'autres algues ont été incubées  une température plus élevée que la
normale, soit 34°C. L'irradiation gamma au %Co a été employée pour d'autres cultures (2
kGy, Gamma Cell 220). D'autres algues ont été passées au Stomacher, modele Lab Blender
400, pen&aut 2 minutes. D'autres encore ont été fouettées avec un mélangeur Osterizer
Sunbeam pendant 2 minutes. Et enfin des passages glace séche/65°C de deux fois 20

minutes par étapes ont été faits.
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Les controles complémentaires effectués étaient les algues mortes dans le noir et 3 la

lumizre et aussi les algues vivantes dans le noir.

5.3. 4-nitroaniline (4-NA)

Un seul essai a été fait avec le 4-nitroaniline (99+% Aldrich) et cela n'incluait que les

controles standards. La concentration utilisée était de 100 mg/L.

5.4. Acide 4-aminobenzoique (4-AB)

L’acide 4-aminobenzoique (99% Aldrich) a été utilisé lors d'essais en “suites”, cest-a-
dire que lorsqu'une expérience se terminait, du milieu O frais était ajouté 2 tous les erlenmeyers
pour compenser l'évaporation ainsi que les prélévements, puis clavantage d'acide 4-
amino}aenzo'ique était ajouté. Ces essais ont été faits avec du milieu de culture sans KNQO,.
Deux séries de “suites” ont été effectuées. Les concentrations utilisées dans la premiére, étaient
d’environ 100, 200 et 400 mg/L. (l’ajout de milieu frais associé avec la clégraclation du composé,
s'il y en avait, faisaient que les concentrations étaient approximatives et généra]ement
inférieures aux valeurs prédites). Alors que pour la deuxizme série, faite avec un lot d'a.lgues

différent, les concentrations d'acide 4-aminol)enzo'1'que étaient d’environ 100 mg/L.
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Des controles comprenant des cultures moins denses et des cultures dans le noir ont

aussi été étudiés.

5.5. Phénol (PHE)

Le phénol (>99,5% Biochemika) a été employé dans des expériences en séries, les
“suites”, tout comme 'acide 4-aminocbenzoique. Deux séries indépendantes ont été étudiées.
Les concentrations utilisées étaient approximativement de 100, 200 et 400 mg/L. Les
contrdles supplémen’caires consistaient a comparer différentes quantités de biomasse ainsi que

des algues incubées a I'obscurité.

5.6. p-crésol (p-CRE)

Quant au p-crésol (Balzer), il a été employé selon le méme principe que les essais avec
le p}lénol. Ces deux composés ont été testés simultanément 3 partir des mémes cultures et les
contrdles cl'algues sans procluit ont servi aux deux essais. Les deux concentrations de p-créso]

employées étaient 100 mg/L. et environ 200 mg/L.



RESULTATS
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1. Pentachlorophénol

Dans le cas des premiers essais, les méthodes qui ont été utilisées étaient légéremen‘c
différentes de celles utilisées subséquemment et pour cette raison, certains résultats relatifs a
la récupération du produit sont différents. Par exemple, a cl:aque temps, un er]enmeyer au
complet était extrait lors des premiers essais. Afin de faciliter les comparaisons, les données ont
été transformées en pourcentage, mais les concentrations de pentachlorophénol utilisées étaient

toujours d'environ 5 mg/L.

1.1.  Controles abiotiques

Plusieurs types de controles a]aiotiques ont été effectués. Chacun de ces contréles
abiotiques est décrit et les résultats sont présentés dans les tableaux 2, 3, 4 et 5. La figure 5

résume la récupération moyenne du pentaclulorop]nénol dans tous les contréles a]:uiotiques.
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1.1.1. Milieu O i la lumizre

Les résultats de récupération du pen’cachlorophénol dans les contréles a]:iotiques

standards, c'est-3-dire le milieu de culture incubé comme les cultures cl'a.lgues, sont présentés

dans le tableau 2.

Tableau 2. Récupération moyenne du pentaclﬂoropl’xénol dans les contréles
al)iotiques a la lumiare

‘I Récupération moyenne du PCP (%)
Milieu O

Jour O Jour 2 Jour§ | Jour7 | Jour 14 | Jour 21
Lumiére 89 86 13 70 49 36
(bsn<14) 12 %8 #.3 + 6 + 10 +8

n : nombre d'échantillons

1.1.2. Milieu O a I'obscurité

Suite 3 ces résultats, un autre type de contrdle a été fait. 1l sagit de contrales
a.biotiques incubés dans les mémes conditions que précéclemment sauf que les er]enmeyers ont
été recouverts de papier d'aluminium afin d'empécl'ler entrée de lumigre. Les pourcentages

de récupération dans ces contréles se trouvent dans le tableau 3.



1.1.3. Eau déminéralisée
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Tableau 3. Récupération moyenne du pentachlorop]:énol dans les
contréles abiotiques a 'obscurité
Récupération moyenne du PCP (%)
Milieu O
Jour 0 Jour 2 Jour 5 Jour 7 | Jour 14
Obscurité 95 109 91 98 101
(n=2) + 12 +5 +6 =0 * 1

Dans le cas de d'autres contréles a]aiotiques incubés a la lumizre, le milieu de culture

a été remplacé par de l'eau déminéralisée afin de vérifier sila clégraclation abiotique du produit

estlige a la composition du milieu O. Les résultats de ces essais sont présentés dans le tableau

4.

Tableau 4. Récupération moyenne du pentacl)loropllénol dans de I'eau déminéralisée

Eau déminéralisée

9

Récupération moyenne du PCP (%)

Jour 0 Jour 2 Jour 5 Jour 7 | Jour 14 | Jour 21
Lumiére 90 80 12 65 51 35
(3snc 4) * 3 * 6 + 4 +4 + 14 +9
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1.1.4. Surnageants de cultures

Des surnageants de cultures d'algues n'ayant jamais été exposées au pentaclﬂorophénol
ont servi de contrdles pour vérifier si des produi’cs excrétés par les algues agissaient sur le
pentachlorophénol (tableau 5). Ces échantillons ont &6 incubés dans les conditions de culture

normales.

Tableau 5. Récupération moyenne du pentachlorophénol dans les
surnageants de cultures

" Récupération moyenne du PCP (%)
Surnageants

| JourO | Jour2 | Jour§ | JourZ | Jour 14 | Jour21
Chlorella sp. 88 80 71 64 47 34
(n=2) + 8 +6 =1 & 15 + 4 =+ 10
Scenedesmus ob’:’quus 95 86 69 60 a7 24
(n=4) =+ * 4 5 + 3 + 4 *4

1.1.5. Algues mortes i I'obscurité

Des algues qui ont été autoclavées ont été incubées avec le pentacla}oropllénol pour

mesurer l’ac]sorp’cion du produi’c. Aprés 7 jours d'incul)a’cion, la récupération du
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pentachlorophénol est de 97,6% pour Chlorella sp., de 99,6% pour Scenedesmus olpl.v'quus et de
99,8% pour Chlorella vulgaris. Les densités d'algues employées étaient semblables ou

supérieures a celles utilisées dans les autres essais.

1.2. Dégraclation du pentaclﬂorophénol par les algues

Les récupérations moyennes du pentaclﬂoropl'lénol pour les essais avec les algues sont
présentées dans le tableau 6. Pour des raisons de commodité, les valeurs de récupération du
pentacl'l.lorcupl'xénol pour les controles al)iotiques y ont été répétées. De plus, seulement les essais

qui sont exempts de contamination bactérienne y sont recensés.

1.3.  Métabolites produits

Lorsqu'il yaeu disparition du pentachlorophénol, aucun métabolite n'a été détecté au
CLHP ma]gré le fait que le graclient employé permettait la détection de tous les chlorophénols.
L analyse de ces échantillons par CG/SM n'a permis de détecter, comme intermédiaire potentiel
de dégradation, que le tétrachlorocatéchol. Cependant ce composé n'a été observé qu'en trés

faible quantité,
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Tableau 6. Récupération moyenne du pentachlorophénol incubé avec les algues

Lo cl'exp. A.lg'ue

Récupération moyenne du PCP (%)

Jour O | Jour2 | Jour 5 | Jour 7 : Jour 14| Jour 21
PCP 11 Chlorella uu]garis G0 - -- 53 | 40 19
R . n.a. . n.a. +9 *5
Controle abiotique 83 - -- 61 40 34
n.a. n.a. g + 6
CP VI |Chlorella sp. 69 -- -- 18 35 36
o * 13 . +4 =) +3
Contrdle abiotique 61 - -- 76 62 40
n.a. + 4 +10 | +13
CP VII | Scenedesmus obliquus 58 -- -- 42 27 19
. + 4 #11 ~ #3 | &=
Contréle abiotique 65 - - 13 62 43
+ 3 *£5 + 0 =
CP IX |Scenedesmus obliquus 88 - -- <7 <4 <4
& 1 * 7 - 2
Controle abiotique 94 -- - 13 51 42

.0

*3

Mixte

48

(C.sp. & S. obliquus) + 2 =i | a3 + 0 +3 | 4
Contréle abiotique 96 89 13 67 43 25
=1 & 2 2 + 5 o 2 %5
CP XI {Chlorella sp. 93 82 18 71 58 42

Contréle a]niotique

Scenec[esmus OLIJ.Q‘UUS

Controle a]aiotique

n.a.: non applicable (moins de deux échantillons)
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1.4. Croissance des algues

En général, la croissance des algues exposées au pentaclﬂorophénol était semblable ou
légerement plus faible que celle obtenue dans les témoins. 11 y a toutefois eu une exception :
g P q P
l'expérience PCP IX. Clest le seul essai o il y a eu une dégradation rapicle et évidente du
pentaclﬂorophénol. Dans ce cas, toutes les cultures (l'algues ont subit un important déclin,

méme dans les témoins en dépit de P'absence de pentaclalorophénol ([-igure 0).

Quant au pH, son augmentation semblait suivre la croissance des algues et cette
tendance semblait la méme dans les cultures avec du pentacl’x]orophénol que dans les témoins.
L'expérience PCP IX avait encore un comportement différent, c'est-a-dire que le pH n'a pas
augmenté normalement entre le jour O et le jour 7, il est resté stable, puis il s'est mis a

augmenter de fagon habituelle.

2. 2,4-dinitrophénol

2.1.  Contrbles abiotiques

Les tableaux 7 et 8 montrent la récupération moyenne du 2-4:,dinitrophénol dans les
contrdles al)iotiques. Le 2,4-c1injtrophéno] a été incubé dans le milieu O et aussi dans de I'eau

déminéralisée a la lumiere.
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Croissance de S. obliquus (mesurée par

hématimétre) et récupération
corres]_aon(lante du PCP
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Figure 6. Croissance de Scenedesmus obliquus dans les essais PCP IX et PCP XII

ainsi que la récupération du pentaclxlorophénol correspondante
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Comme ce composé n'a pas présenté de clégradation significative et reproductible ala
lumiére ou avec les algues, des contréles contenant les surnageants de cultures ou incubés a

I'obscurité n'étaient pas requis.

Tableau 7. Récupération moyenne du 2,4-dinitropl1énol dans les contréles al)iotiques

Récupération moyenne du DNP (mg/L)

Milieu O

Jour | Jour | Jour | Jour | Jour | Jour

7 8 12 14 | 21 28

32,5 | 34,7 34,0 | 32,6} 33,0 | 34,2
+20| £27| £1,7| £21t 19| =1,2

Tableau 8. Récupération moyenne du 2,4-dinitrophénol dans de I'eau déminéralisée

Récupération moyenne du DNP (mg/L)
JourO | Jour7 | Jour14 | Jour2l | Jour28 | Jour35
29,1 30,4 30,4 30,6 30,9 32,0
422 = 21 + 1,9 + 1,6 # 1.7 %0,7

Eau déminéralisée

4<n<7

Des cultures cl’a.lgues autoclavées ont été incubées avec 30 mg/L de 2,4-dinitrophénol,
selon les conditions typiques d'expérience et aussi 3 I'obscurité, afin de vérifier s'il y avait

adsorption du proclui’c et de mesurer la récupération du composé selon nos méthodes
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d’extraction. La récupération pour Chlorella sp., incubée  la lumitre, a été de 111,5% et 2

I'obscurité, de 102,6%. Dans le cas de Scenedzsmus ab]iquus, la récupération obtenue 2 la
P

lumiére a été de 113,0% et de 99,0% a |'obscurité.

2.2. Dégrac]ation du 2,4-dinitropl1énol par les algues

En général, malgré la contamination microbienne, aucune (légradation signif-icative du
2,4-c1initropl1énol par les algues n'a été observée. Il y a eu trois exceptions, mais les résultats
de ces trois essais nont pas été reproductibles et les cultures utilisées étaient contaminées par
des bactéries. Tous ces essais contenaient l'algue Scenedesmus o[z’r'quus alors que Chlorella Sp.,
étudiée en parallzle, n'a dégradé le produit qu'une fois, mais pas en duplicata. La figure 7
montre la récupération du 2,4-clinitroplnénol pour I'essai DNP XVII (traitements pl'lysiques)
de Scenedesmus ola]:'quus dont tous les échantillons étaient contaminés par un actinomycéte.
Toutefois, des contaminants semblables ont aussi été rencontrés avec Chlorella sp. lors d’une

expérience ultérieure, sans dégradation du 2,4-dinitrophénol.

Lorsqu'il yaeu dégraclation du 2,4-di1ﬁtrophénol, aucun métabolite n'a 6té dstecté par
CLHP. Les intermédiaires recherchés étaient ceux mentionnés dans les publications

concernant la dégradation de ce composé par des chloroplastes d’épinard isolés.
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Récupération du 2,4-dinitrophénol dans
l'essai DNP XVII pour Scenedesmus
ol7]1'quus
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Figure 7. Pourcentage de récupération du 2,4—¢1initrophénol dans I'essai DNP
XVII pour Scenedesmus obliquus
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2.3.  Croissance des algues

La croissance des algues mesurée par absorbance 3 500 nm et par hématimetre suivait
la méme tendance dans tous les échantillons malgré la présence du 2,4.‘-clinitrophénol. Méme
les échantillons soumis a 150 ppm de 2,4-dinitrophénol ne semblaient pas affectss : il yaeu
de la croissance avec le 2,4-dinitrophénol pour 42 jours, la couleur des cultures semblait

normale et il y avait croissance sur milieu solide, donc viabilité.

3. 4._nitroaniline

Un seul essai de biodégradation a été effectué avec le 4-nitroaniline. Lors de cet essai,
une contamination bactérienne importante (six & sept types de colonies sur PCA) a été
observée. Malgré tout, aprés 12 jours d'incubation a la lumiere, aucune dégradation n’a été

observée dans ces cultures, ni dans les contréles a]:iotiques.

4. Acide 4-aminobenzoique

Parmi les deux séries de “suites” effectuées, seule la deuxizdme, constituée de 4-AB IV

et 4-AB V, est présentée dans cette section car elle n’était pas contaminée par des bactéries.



4.1.

(’ca!:»leau 9). Les deux essais sont présentés séparément parce qu'ils n'avaient pas la méme
concentration initiale de procluit. Avec le temps, une faible coloration brune est apparue dans

tous les échantillons contenant de l'acide 4‘-aminol)enzo'1'que et, paraﬂélement un trés petit pic

La récupération de I'acide 4-amino]3enzo'1'que dans les contrales abiotiques était stable

Contréles al)iotiques

est aussi apparu en CLHP.

Tableau 9. Récupération moyenne de |'acide 4-aminobenzoique dans

les contréles a]:iotiques

Récupération moyenne de I'acide 4-aminobenzoique (mg/L)

Milieu O
Jour 0 Jour 4 Jour 8 Jouz 12
4-AB IV 113,0 112,1 110,9 108,4
(n=2) +.3,6 * 4.9 =66 *+ 4,6
4.ABV 81,3 799 79,1 78,6
| (n=2) *:.3,2 *3,6 & 1.7 + 25
4.2. Dégradation de 'acide 4-aminobenzoique par les algues

temps dans les cultures de Chlorella Sp.. Cepenclant, l’appa.ritiou d'un nouveau produit a été

La concentration de l'acide 4-aminolaenzo‘1‘que n'a pas diminué laeaucoup au cours du
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remarquée en plus de celui provenant de la dégracla’cion a])iotique. Ce composé n'était pas
présent dans les controles abiotiques, ni dans les cultures d'algues sans acide 4-amino]3enzo’1‘que.
L'algue Scenedesmus oL]iquus, étudiée en paraﬂéle lors des trois premiers essais dans la premiére
série de “suites”, n'a pas démontré de dégradation significative du composé, ni de synthase de
nouveaux produits. C'est pourquoi, d‘autres essais ont été effectués seulement avec Chlorella

sp.. Les résultats de récupération de l'acide 4-amino])enzo'1‘que pour Chlorella sp. sont présentés

dans le tableau 10.

Tableau 10. Récupération moyenne de I'acide 4-an1inol)enzo'1‘que dans les cultures de

Chlorella sp.

Récupération moyenne de V'acide 4-
Chloralls en, aminobenzoique (mg/L)

Jour O Jour 4 Jour 8

Variation entre
le jour O et le

4-AB IV - lumisre 113,7 109,3 105,6 - 10,9
(n=2) +18 +1,8 + 0,0 * 23

4-AB 1V - obscurité 114,0 113,2 16 o -2,6

(n=2) + 0,4 +=08 + 0,8 £ 2l
4.ABV - lumiére 74,8 73,6 12,3 ol
(n=2) + 0,4 + 0,0 +0,1 +0,8

4-ABV - obscurité 83,5 83,56 83,9 + 0,3
(n=2) + 0,8 0,5 * 1,3 ~ - + 1,8
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43. Métabolites produits

Le nouveau produit formé par Chlorella sp. était I'acide 4-acétami&ol:enzo‘1‘que (figure
8). Ce produit a été identifié par comparaison de son temps de rétention en CLHP et en
CG/SM avec un échantillon authentique d'acide 4-acétamidobenzoique (figures 9 2 12). Les
spectres de masse des dérivés sily]és du produit pur et du composé observé dans les cultures de
Chlorella sp. ont confirmé ces résultats puisqu'ils étaient identiques (Hgures 11 et 12). Le
tableau 11 indique les quantités moyennes d'acide 4-aminobenzoique et d'acide 4-

acétamidobenzo‘ique mesurées a c]laque temps.
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Figure 10. Chromatogramme de CLHP d'acide 4-acétamidobenzoique authentique
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acétamidol)enzo'ique pour Chlorella sp.

Acide benzo‘ique avec

Récupération moyenne des composés (mmoles/ L)

70

Tableau 11. Récupération moyenne de 'acide 4-aminobenzoique et de l'acide 4-

groupement... “ Jour 0 Jour 4 ]our 8 Jour 12

Amino 0,83 +0,01| 0,80 *0,01 0,77 £0,00| 0,75 = 0,00
4_A§ v Acétamido 0,00 £0,00| 0,02 £0,00; 0,04 =0,00| 0,05 =0,00
uilniere

Bilan 0,83 +0,01| 0,82 +0,01| 0,81 +0,00| 0,80 = 0,00

Amino 0,83 +0,00| 0,83 =001 0,82 =001| 0,81 0,01
4}—)AB FV Acétamido 0,00 £0,00| 0,00 £0,00| 0,01 =£0,00| 0,01 =000
obscurité

Bilan 0,83 +0,00 083 +0,01 0,83 =£0,01| 0,82 0,01

Asiiiie 055 0,00} 0,54 = 0,00§ 0,53 £0,00| 0,51 = 0,00
ii-AB v Acétamido 004 +0,00} 0,05 £0,00| 0,06 0,00 0,07 0,00
umiére

Bilan 0,59 0,00 0,59 =0,00| 0,539 +0,00} 0,57 = 0,00

Amino 0,61 001 | 0,61 0,00 061 =001| 0,60 0,01
4];AB Y, Acétamido 0,01 =0,00| 0,01 =0,00 1 001 £000| 0,01 £0,01
obscurité |

Bilan 0,62 *0,01| 0,62 * 0,01i 0,62 +0,01| 0,62 =0,0%

4.4.

Croissance des algues

L’acide 4-aminobenzo'1’que a tendance 3 brunir en présence de lumizre, mais cela
n'afecte pas les lectures au spectrophotomatre 3 500 nm. La croissance des algues ne semblait
pas affectée par ce procluit puisque I'absorbance des cultures exposées au pro&uit et des témoins
suivait la méme tendance au cours du temps. Par contre, l'acide 4-amino]3enzo’ique a acidifié

un peu les cultures et le pH est resté assez stable dans le temps dans tous ces échantillons.
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8 Phénol

Les trois premiers essais utilisant le phénol ont su]:séquemment révélé une
contamination par des souches bactériennes. Une de ces souches, en culture pure; a dégradé
rapi(lement ce produit. L'identification de cette bactérie, un court batonnet Gram-positif

* 2w . . ', . & + " ey
sporulé, na pas été faite. Ces essais n'étaient donc pas concluants quant a l'activité de
clégra&ation des algues. Toutefois, la série suivante n'était pas contaminée par d’autres

mnicroorganismes et les résultats présentés dans cette section correspomlen’c aux deux essais qui

la composaient, soient PHE V et PHE VI

5.1.  Contrdles abiotiques

Le pl-lénol a été incubé dans le milieu O dans les mémes conditions que les essais avec

les algues et sa concentration est restée stable au cours de la durée de l'expérience (talnleau 12).
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Tableau 12. Récupération moyenne du phénol dans les contréles
al)iotiques

Récupération moyenne du phénol (mg/L)
Milieu O 2 E -
Jour O Jour 4 our & Jour 12

Concentration
théorique: 100 mg/L
(n=4)

Concentration
théorique: 200 mg/L
(n=4)

Concentration :
théorique: 400 mg/L. |
(n=2)

5.2. Dégradation du pl-lénol par les algues

Les tableaux 13 et 14 présentent la récupération moyenne du phénol dans les essais

PHE V et PHE VI.

D’aprés les chromatogrammes de CLHP, aucun intermédiaire de dégradation, ni

produit de transformation du phénol n'a été détects.
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Tableau 13. Récupération moyenne du phénol pour Chlorella sp.

Récupération moyenne du phénol (mg/L)

Chlorella sp.

Jour 0

Jour 4

Jour 8

Jour 12

Varjation entre
le jour 0 et le
jour 12

PHE V - lumiére
(n=2)

06,4
+ 4,1

101,56
*+ 72

90,3
+ 8.3

80,9
+3,1

-15,5
& 9.2

PHE V - obscurité

101,2
9,7

93,4
®2.5

102,2
+ 4,4

98,9
+ 5,4

S s
+ 151

(n=2) ,T
PHE VI - lumisre

(n=2)

159,2
5,0

151,0
=15

129,3
+1,8

115,3
+ 2,9

- 43!9

PHE VI - obscurité

160,8

161,5

s

154,5
+ 10

161,2

“+

Tableau 14. Récupération moyenne du phénol pour Scenedesmus obliquus

Récupération moyenne du phénol (mg/L)

Variation entre

Scenedesmus obliquus le jour O et le
Jour 0 Jour 4 Jour 8 | Jour 12 | jour 12
PHE V - lumitre 105,9 95,7 81,8 84,2 <217
(n=2) + 14,3 * 85 + 14,2 *:50 + 19,3
PHE V - obscurité 102,3 98,9 98,0 | 1020 -0,3
(n=2) +4.4 + 37 * 1.2 #=T] * 11,5
PHE VI - lumizre 1652 | 159,7 154,4 | 1357 -29,5
(n=2) " +90 |x11,1 [=x=101 %39 + 12,9
PHE VI - obscurité 1683 | 160,1 162,0 | 160,2 -8,1
= + 6,5 +:5.5 + + +11
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5.3. Croissance des algues

Les cultures d'algues qui ont été exposées longtemps au phénol ont subi un
noircissement progressif de leurs surnageants. Ils sont passés d'incolore a orangé puis a noir.
Ce noircissement a faussé les lectures d'absorbance puisque les contréles al:iotiques qui ont servi

de témoins n'ont pas subi cette variation de couleur tout comme les algues sans produit,

La {igure 13 montre la croissance moyenne des algues dans les essais PHE V et PHE

VI d’aprés leur absorbance 2 500 nm.

Le pH des cultures d'algues contenant du phénol semblait suivre une tendance
semblable 2 celle des cultures sans phéno], mais & un taux un peu plus lent. Cependant, lors
de I'essai VI avec Chlorella sp., le pH n'a pas augmenté normalement dans les échantillons

contenant du phénol (tableau 15).
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Estimation de la croissance des algfues dans

les essais avec le phénol
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Figure 13. Estimation de la croissance des algues dans les essais avec le phénol



Tableau 15. pH moyen des échantillons PHE V et PHE VI incubés 3

la lumizre

' No. d'expérience Algues

C]‘I]D re”a sp.

Scenedesmus ob/iquus

Chlorella sp.

Scenedzsmus ab]fquus

Contréles al)io’ciques

Cl:’ore”a SP.

PHE VI - sans phénol
(n=2)

Scenedesmus ol:liquus

CAIOFQ”G Sp.

Scenedzsmus olv’iquus

Contrdles abiotiques
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6. p-crésol

Les deux essais effectués avec le p-crésol ne comportaient pas de contamination

microbienne.

6.1. Controles abiotiques

Les résultats de récupération du p-crésol dans les contrales a])io’tiques (milieu O exposé

3 la lumigre pour 12 jours) sont présentés dans le tableau 16.

Tableau 16. Récupération moyenne du p—crésol dans les contréles
al:iotiques

Récupération moyenne du p-crésol (mg/L)
Milieu O 5 oL
| Jour 0 Jour 4 Jour 8 Jour 12

Concentration 105,4 103,4 99,0
+ 4,2 #*:.3,1 +0,1

| Concentration 166,4 166,1 167,8

théorique: 200 mg/L,

+ 56 *=0,0 + 3,7
(n=2)
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6:2, Dégraclation du p-crésol par les a]gues

Les tableaux 17 et 18 montrent la récupération obtenue pour le p-crésol aprés son

incubation avec les algues. Aucun métabolite n'a été détecté par CLHP.

Tableau 17. Récupération moyenne du p-crésol pour Chlorella sp.

Récupération moyenne du p-crésol (mg/L) || Variation entre

le jour O et le
Jour O Jour 4 Jour8 | Jour 12 l jour 12

Chilorella. =p.

p-CREI-lumizre | 1011 | 1002 | 995 | 974 .37
(n=2) + 29 + 3,9 + 3.5 * 4,1 *70
p-CRE I - obscurité I 106,6 | 101,6 | 103,6 | 1041 -2,5

(n=2) + 1,5 + 4,6 +23 + 3,0 +45
p-CRE 11 - lumire 155,6 156,2 | 150,1 148,1
(n=2) + 37,5 * 13,8 % 11.0 + 14,4
173,6 173,9 170,2
+86
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Tableau 18. Récupération moyenne du p-crésol pour Scenedesmus obliquus

A Récupération moyenne du p-crésol (mg/L) || Variation entre

obliquus le jour O et le
Jour O i;)ur 4 Jour 8 Jour 12 | jour 12
p-CRE I - lumiere 102,7 97,1 853 | 79,0 -23,7
(n=2) +0,7 * 1.5 + 2,1 + 4,1 +4,8
p-CRE I - obscurité 99,6 99,6 97,0 %5 | -1,1
(n=2) + 5,3 + 4,0 + 4,3 +39 * 9,2
p-CRE II - lumitre 1486 | 141,3 | 1239 i 110,4 -38,2
(n=2) * 1.7 +29 #3717 | =85 + 10,2
p-CRE II - obscurité 166,4 | 168,7 171,6 | 150,4 - 16,0
= & +37 +35 | +21 + 30,1

6.3. Croissance des algues

Le p-crésol a eu un effet signif:icatif sur la croissance de Chlorella sp., mais pas sur celle

de Scenedesmus obliquus comme le démontre la figure 14.

De plus, tout comme pour le phénol, aprés une longue exposition au p-crésol ou une
exposition a une concentration plus grancle de ce composé, le pH dans les cultures de Chlorella

sp. n'augmentait plus contrairement aux témoins.
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Figure 14. Estimation de la croissance des algues dans les essais avec le p-crésol
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I, Choix des algues

Pour les essais de dégradation, il était préféral)le de choisir des algues dont les besoins
physio]ogiques étaient connus et qui n'étaient pas trop sensibles aux composés 2 tester. Par
conséquent, les genres Chlorella et Scenedesmus qui sont trés étudiés semblaient un bon choix
surtout que plusieurs travaux ont été faits avec eux quant 2 la toxicité ou i la clégraclation de

certains composés aromatiques.

Trois espéces de ces deux genres ont été choisies. Elles ont été achetées aupres de
'ATCC afin d'éviter de devoir les isoler ce qui aurait demandé un travail long et rigoureux et
aussi pour s'assurer de leur identification. Toutefois, une d'entre eﬂes, Chlorella vuigan’s, a été
éliminée trés t6t car elle avait une croissance Leaucoup plus lente que les deux autres dans les

concli’cions choisies.

2. Variantes dans la méthodologie

Lors des expositions des algues aux divers composés, certaines variantes
méthodologiques ont été utilisées. Le milieu de culture a été remplacé par de l'eau
déminéralisée pour suivre le protocole décrit par Klekner et Kosaric (1992a) et aussi pour

confirmer que les eléments composant le milieu O n'interagissaient pas a]:)iotiquemeut avec les
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composés 3 tester. Les algues ont aussi été incubées dans du milieu O contenant moins de
nitrate (0% ou 10% de la concentration de KNQO,) afin de vérifier si certains composés
pouvaient étre utilisés comme sources d'azote. Des cultures, dans du milien O régulier, ont
aussi été incubées a |'obscurité pour vérifier si, en absence de pl’xotosynthése, les composés

pouvaient étre utilisés comme source de carbone.

Dans les cas ot il y avait eu dé radation, des essais ont été faits avec des surnageants
-4 g 8
de culture afin de vérifier si des produits sécrétés par les algues influencaient la dégradation
P P g " g
photochimique du composé testé, tel que mentionné par Zepp et Schlotzhauer (1983).
Cependant, il a été difficile de conclure suite & ces essais puisqu'ils n'étaient pas toujours faits

en para].léle avec les essais de dégra&ation et les lots (l’algues étaient différents.

Les quantités de biomasse ont aussi été variées puisque Klekner et Kosaric (19923)
concluent que leurs taux de dégradation sont élevés parce qu'ils emploient des cultures
extrémement concentrées. Des cultures de faibles densités optiques ont été utilisées dans
certains essais, tout comme de tres concentrées, mais en général, la concentration de biomasse
employée était intermédiaire. Quancl les cultures d'algues étaient trés diluges et qu'un composé
toxique était ajouté, souvent aucune phase exponentielle n'était observée, Cela est expliqué par
les travaux de Stratton et Giles (1690) qui montrent que le volume total utilisé ainsi que le
nombre de cellules par millilitre employé influencent la toxicité des composés. Et quant aux

cultures extrémement concentrées, elles exigeaient de grands volumes de culture et de longs
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temps de production pour obtenir les fortes quantités de biomasse requises, ce qui accroissait

les risques de contamination des cultures par d'autres microorganismes.

3. Contamination

Les premiers lots cl’algues regus de 'ATCC étaient contaminés et ils ont gracieusement
étée remplacés. La contamination microbienne a été rencontrée plusieurs fois au cours des
essais, mais la méthode de culture qui a été adoptée alafinet qui est décrite dans la section
“Matériel et méthodes” a permis trés souvent d'éviter ou du moins de détecter plus tot toute
contamination. Le contrdle régulier de la stérilité du matérel utilisg, plusieurs
ensemencements sur milieux solides avec une incubation minimale de 14 jours ainsi que
l'acidification du contenu des éprouvettes ont contribué 3 diminuer les risques de
contamination du lot final. Mais ce qui a surtout été important, ce fut de faire les
manipulations sous une hotte laminaire qui était exclusivement destinée aux algues (auparavant

la hotte était partagée avec un autre projet impliquant de nombreuses bactéries sporulées). A

partir de ce moment, les cultures-stock n’ont plus été contaminées.

Les microorganismes contaminants rencontrés sont nombreux : bactéries, moisissures,
levures, actinomycétes. Ils n'ont pas été identifi¢s, mais d'apres I'aspect des colonies et les

colorations de Gram qui ont été faites, il y a peu de contaminants qui ont été apergus dans des
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lots différents, a l'exception d'une bactérie qui semblait associée & Scenedesmus obliquus quia
été rencontré trois ou quatre fois (figure 15). Ce contaminant n'était pas toujours présent, cela
devait dépendre de culture-mére dont les a.lgues étaient issues. C'était un batonnet Gram-
négatif qui avait une croissance trés lente a la température de la pigce (au moins 14 jours sur
PCA et il n'a jamais été vu sur milieu #5). Les colonies étaient transparentes et se situaient
sous celles des algues. Lorsque l'incubation était prolongée, elles pouvaient alors étre observées
autour des colonies vertes. Dans la littérature, des cas de parasitisme des algues sont rapportés,
mais ils concernent essentiellement les protozoaires (Becker, 1994). Le mémoire de Forgues
(1992) traite de la fagon d'éliminer des bactéries qui contaminent des cultures de
cyanol)actéries. Ce document rapporte que les bactéries sont souvent li¢es aux algues par des
polysaccharides. Mouget et al. (1995) ont aussi émis I'hypothése que les bactéries aérobies
pourraient favoriser la croissance des algues en réduisant la pression rl’oxygéne qui pourrait

inhiber la p]:otosynt]'nése.

11 y a plusieurs raisons qui peuvent expliquer des contaminations si fréquentes.
Premitrement, il ya la croissance lente des algues et la nécessité d'obtenir de granr]es quantités
de biomasse. Les méthodes de procluction de biomasse utilisées initialement, étaient moins
efficaces et leurs rendements étaient plus failales, ce qui impliquait le cumul de plusieurs lots
pour obtenir de granc].es quantités de biomasse. Ceci est un facteur qui a accru les risques de

contamination des cultures. La dernitre méthode de production de biomasse en réacteur de 4L



Figure 15. Photographie an microscope photonique {400X)
d'une vieille culture contaminée de Scenedesmus
obliquus avec coloration de Gram
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était meilleure, c'est-a-dire que la croissance des algues était p]us rapicle, mais aussi que les
volumes obtenus étaient plus granc]s. Les cultures pouvaient donc étre concentrées en les
laissant décanter et en jetant une partie du surnageant. Deuxiémement, les cultures employées
étaient des cultures fraiches qui n'avaient pas séjourné 3 4°C en attendant la confirmation des
tests de pureté. Une fois qu'un réacteur était ouvert, son contenu était immédiatement
transférs pour éviter une contamination due aux manipula‘cions du systtme. Les
ensemencements sur PCA pour confirmer |'axénicité des cultures nécessitaient au moins 14
jours d'incubation, donc les essais étaient souvent terminés avant méme que la pureté des
cultures ait été confirmée. Pour ces essais, les résultats des ensemencements au temps initial

- « ta . - = N -
étaient la seule source d'information quant a la non contamination des réacteurs.

1 aurait pro]:a.l:lement été possi}:vle de limiter la contamination bactérienne en ajoutant
des anti]:)iotiques aux cultures. Cependant, vu la diversité des contaminants, il aurait fallut
utiliser plusieurs anti.!)iotiques différents ou trouver des antil)iotiques 3 trés large spectre. De
plus, comme la composition du milieu de culture était minimale, les antibiotiques auraient pu
affecter les algues ou interférer comme source d'azote ou de carbone lors des essais de

dégraclation.

De plus, suite aux multiples pro]alémes de contamination rencontrés lors de nos essais:
assumer que les algues ne sont pas facilement contaminables, tel que l'avancent Klekner et

Kosaric (1992a), et ne faire qu'un examen i |'état frais des cultures au départ, permet de
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douter que les cultures qu'ils ont employées étaient exemptes de contamination bactérienne.
Ainsi les résultats de dégradation qu’ils ont obtenus et qui sont vraiment supérieurs a tous ceux

pul)liés antérieurement ne sont peut-étre pas I'veuvre des algues seules.

4. Pentachlorophénol

Le pentaclﬂorophénol en solution aqueuse se clégradait de £agon a]:niotique lorsqu'il était
exposé 3 la lumiere, tel que démontré dans le tableau 2. Les éléments composant le milieu O
n'avaient pas d’interactions avec le produit, qui auraient pu amener sa dégrac]ation puisque le
méme taux de c{égradation était remarqué lorsque le pentaclllempllénol était incubé dans de
I'eau déminéralisée stérile exposée a la lumiére (tableau 4). De plus, si le pentach.lorophénol
était incubé dans le milien O a I'obscurité, il n'y avait pas de dégradation (tableau 3). Ce taux
élevé de dégradation a]aiotique impliquait que pour pouvoir observer une dégradation par les
algues, la l)ioclégraclation devait étre élevée et se faire tres rapidement. Ainsi dans les conditions
employées géné:a.lement, il semble que les algues utilisées ne clégradaient pas le
pentachlorophénol puisque sa récupération dans les échantillons J'a]gues n'était pas

significativement différente de celle obtenue dans les controles abiotiques.

Les résultats obtenus lors de I'essai PCP [X ont démontré une dégradation du

pentachlorop]:lénol par les algues, mais cela incluait un facteur externe inconnu qui a entrainé
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beaucoup de mortalité chez les algues. Les cultures qui étaient habituellement vert fonceé
étaient blanches et elles n'étaient pas viables. Toutefois cette mortalité n'était pas due au
pentachlorophénol puisque les témoins ne contenant pas de PCP se sont comportés de la méme
fagon (f-igure 6). Il ne s'agit pas non plus d'une substance ayant agit directement sur le
pentachlorophénol, puisque les contrales al)iotiques n'ont pas été affectés. Les seuls facteurs
qui ont pu différer sont le lot d'algues (origine et état physiologique) et la température
d'incubation. L'incubation a eu lieu dans une piéce dont la température n'était pas contrélée
et des fluctuations importantes de la température ont été observées. Ainsi une grande
augmentation de température aurait pu survenir et agir de fagon défavorable sur les algues.
Néanmoins, cette expérience a permis d'observer une dégradation rapide du PCP par

Scenedesmus obliquus, mais dans des conditions différentes de celles employées.

5. 2,4-dinitrophénol

Contrairement au pentac]:lorophénol, le 2,4-dinitrophénol n'a pas démontré de
dégradation al)iotique dans les conditions de cultures utilisées. De plus, il ne semblait pas
facilement l)iodégracla]:]e car malgré la contamination fréquente, le procluit n'a pas été &égradé

souvent.



90

Seulement trois expériences ont montré une clégra.c'ation du 2,4~clinitropl-1énel et aucun
n'offrait la certitude d'avoir été exempt de contamination. Il y avait un essai préliminaire qui
n'incluait pas toutes les vérifications de croissance et de contamination. 1l était donc possible
que cet essai fat contaminé. Tous les échantillons de l'essai DNP XVII étaient contaminés et
ils ont été soumis a différents traitements physiques, pourtant seulement les échantillons traités
au Stomacher ont montré des résultats positifs de dégraclation ({igure 7). Aucun des
traitements employés ne semblait faire varier la densité des cultures, ni la proportion
algues/bactéries sauf les passages dans la glace séche en combinaison avec des passages a 70°C
qui occasionnaient une trés grande mortalité de tous les organismes. Le traitement au
Stomacher a été refait plus tard dans des conditions similaires, mais avec un lot d'algues
différent, aucune dégradation du DNP n'a été observée. Le Stomacher est un appareil qui
exerce des pressions sur ce qui est placé a l'intérieur et peut-étre que ce traitement a amélioré
la perméal)ilité cellulaire pendant une courte période apres le traitement. Mais un examen
I'état frais d'algues soumises  cet appareil ne montrait pas de modifications de |'apparence des
cultures. Comme ces traitements physiques n'ont pas amélioré de fagon reproductible les taux

de dégradation obtenus, ils n'ont pas été repris lors des essais avec les autres composés.
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6. 4-nitroaniline

Lorsque le 4-nitroaniline a été incubé avec les algues et plusieurs espeéces bactériennes
les contaminant, aucune dégratlation n'a été observée. Ce composé semblait donc difficilement
}:)ioclégrada.ble dans les conditions employées, c'est pourquoi il a été abandonné aprés seulement
un essai. De plus, ce composé est peu soluble dans l'eau, ce qui rend difficile la production de
solutions stock concentrées et ce qui impliquait une grande dilution des algues. Finalement,
Luther (1990) I'a étudié comme source d'azote pour les algues et c'est un des composés qui sont
les moins bien assimilés par les a.[gues, tel que démontré par les densités optiques et les rapports

C/N qu'il a mesurés.

7. Acide 4-aminobenzoique

De fagon abiotique, une solution d'acide 4-aminobenzoique brunissait, mais ce composé
n'était pas dégradé autant que le pentachlorophénol. Chlorella sp. transformait l'acide 4-
amino]aenzo’ique en acide 4-acétamidobenzoique. La quantité d'acide 4s-aminol)enzo'1'que
transformée par Chlorella sp. était faible, mais elle était entitrement transformée en acide 4-
acétamidobenzo‘ique. Ce n'était pas un effet de la lumigre ou de l'air puisque ce métabolite
n’était pas retrouvé dans les contréles abiotiques. De plus, ce composé n'était pas excrété de

facon habituelle par les algues puisqu'il n'a pas été observé dans les témoins sans acide 4-
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aminobenzo‘ique. Cette transformation semblait avoir une certaine spécificité puisque
Scenedesmus obliquus ne produisait pas d'acide 4-acétamiclobenzo'ique, non plus. De la lumigre
ou de la croissance étaient nécessaires a Chiorella sp. pour transformer l'acide 4—amin0]oenzo'ique
car & l'obscurité la procluction d'acide 4-acétamiclo]::enzo'ique étant presque nulle (la quantité
mesurée pouvait proi)ablement &tre attribuée au moment des manipulations ot les cultures

étaient exposées a la lumiere pour que]ques instants ou encore lors de la clécongélation des

échantillons).

Luther (1990) suggere que la croissance observée dans ses essais est une preuve que
Vacide 4-aminobenzo'ique est utilisé par les a.lgues puisqu'il n'y a pas d'autre source d'azote dans
le milieu de culture emp]oyé. Toutefois, tous nos essais avec 'acide 4-amino]3enzo'ique,
effectués dans un milieu de culture sans autre source cl'azote, montraient une augmentation
progressive de I'absorbance des cultures, méme s'il n'y avait pas de clégraclation. Les témoins
sans acide 4-aminol>enzo'ique, incubés dans le méme milieu de culture, ont aussi montré une
augmentation d'absorbance au cours du temps. L’augmentation observée de la densité optique
est plus importante que celle rapportée par Luther (1990) méme si les valeurs initiales dans
nos essais étaient plus de dix fois plus élevées et donc supposaient moins de possil)i].ités de
croissance exponentieue. Il est vrai qu'a un certain stade de croissance, la mesure de densité
optique n'est pas nécessairement représentative de l'augmentation dela population puisque c’est

un agrandissement des cellules qui est observé plutﬁt qu'un doublement (de la Noiie et al.,
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1989). Néanmoins, il est reconnu que les algues accumulent de l'azote et qu'elles peuvent
croitre quand méme en période de carence (Nyholm et Kallqvist, 1989). Cette accumulation

d'azote aurait pu jouer un role important surtout que l’augmen’cation de population recherchée

par Luther (1990) est faible.

8. Phénol

Lors des essais effectués avec Chlorella sp. et Scenedesmus ola/fquus, une clégraclation du
phéno] a été démontrée. Aprés une exposition au phénol, une acclimatation des algues était
déjé constatée entrainant de meilleures performances de biodégradation. Ainsi dans ce cas, la
sélection des espéces et des individus est importante. I aurait été préféra]:)le d'isoler des algues

d'un lieu contaminé, en espérant qu'eues posséc!eraient clé}'é le l)agage enzymatique nécessaire.

Un des contaminants bactériens rencontré était tres efficace pour clégra&er le phénol,
et il semblait s'acclimater assez rapidement car les taux de dégradation s'amélioraient. Les
algues en cultures pures dégradent aussi ce produit, mais a un taux ]Jeaucoup moins élevé. On
peut donc s'inquiéter de certains excellents résultats de dégradation publiés alors que la

contamination par des microorganismes n'a pas été vérifiée (Klekner et Kosaric, 1992a).
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Des essais ont été faits 3 l'obscurité et a la lumiere pour voir si le pl’xénol pouvait
remplac:er le CO, et la pl'lotosy'nthése comme source de carhone, mais la clégra(lation du pl]énoi
a eu lieu seulement 2 la lumiere par conséquent, il ne pouvait étre utilisé par les algues comme

seule source de carbone clans ces conditions.

Les résultats publiés par Ellis (1977) ont été partiellement confirmés puisque
Scenedesmus obliquus dégracle le phénol et qu'il démontre une acclimatation a ce composé.
Mais a I'obscurité, aucune clégradation du pl’xénol n'a été mesurée. Toutefois la quantité de
phénol dégradé a I'obscurité rapportée par Ellis (1977) est inférieure 2 la limite de détection de

nos méthodes parce qu'il utilisait une méthode de marguage au Me,

9. p-crésol

Les algnes employées, mais particuliérement Scenedesmus ob]iquus , peuvent clégracler le
p—crés01 lorsqu'e]les sont exposées a la lumigre. De plus, une acclimatation des algues est
observée : une plus grande quantité de composé est dégradée par les algues pour une méme

période de temps.

Ce composé n'a pas été étudié trés souvent aupres des algues, mais Semple et Cain

(1996) ont montré que chez Ochromonas danica, la voie de dégradaﬁon du p-crésol est la méme
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que celle du phénol. Ce composé étant p]us toxique que le pl’xénol surtout pour Chlorella 5P la

périocle d'acclimatation aurait di étre plus importante pour obtenir des résultats semblables.



CONCLUSION
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Au terme de ce projet, on ne peut conclure quant a ]'hypothése de départ qui était que
la dégradation de certains composés aromatiques nitrés ou chlorés, par des algues, était effectuge
par leur systéme photosynthétique. Dans les conditions employées, le 2,4-dinitrophénol n'a
jamais été tlégradé par une culture d'a.lgues non contaminée. Et pour ce qui est du
pen’cach!orophénol, un seul essai, avec I'a]gue Scenedesmus aHiquus, a montré un taux de
dégraclation signi{-ica’civement différent de ceux obtenus lors de la dégraclation aLiotique de ce

composé.

Le mécanisme qui a permis la dégraclation rapi&e du pentaclﬂomphéno] par Scenedesmus
ob’iquus peut impliquer ou non le systéme pl:otosyntlaétique. Néanmoins, il ressort qu'une
culture non contaminée de cette algue peut dégrader rapidement le pen’cacl'ﬂoropl'xénol, mais
dans des conditions d'incubation différentes de celles décrites dans ce document. Ainsi en
stablissant le ou les facteurs impliqués dans cet essai, les expériences pourraient étre

approfondies afin de vérifier I'hypothese.

Par contre, ce projet a confirmé le potentiel de dégraclation de d'autres composés
aromatiques moins substitués par des algues microscopiques. Les algues Scenedesmus obliquus
et Chlorella sp., en cultures pures, dégradent le phénol et le p-crésol lorsqu'enes sont incubées
a la lumitre. De plus, Chlorella sp. incubée dans un milieu de culture sans autre source d'azote,

transforme une partie de l'acide 4-aminobenzoique en acide 4-acétamidobenzoique.
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Dans les cas du phénol, du p-crésol et de l'acide 4-aminobenzoique, une acclimatation
des algues aux composés a été remarquée par des taux de }Jioclégra&ation plus élevés. Par
conséquent, selon les résultats obtenus, si les expériences avaient été poursuivies les quantités
de po].luants dégradés par les deux algues étudiées, principalement le pl‘xénol, auraient

probablement augmenté,

Enfin, ce travail a démontré que si des mesures importantes de contrdle de la qualité ne
sont pas prises, les cultures d'a]gues peuvent étre facilement contaminées par d'autres

microorganismes et ces contaminants risquent de passer inapergus.
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