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RESUME

Di a la faible solubilité des hydrocarbures aromatiques polycycliques (HAP)
lourds en milieux aqueux et & leur adsorption sur la matiére organique du sol, trés peu de
micro-organismes capables de dégrader ce type de molécule ont été isolés. Ces
problémes ont été contournés par I'utilisation de cultures biphasiques (milieu aqueux '
avec huile de silicone). Celles-ci ont permis 1'isolement d une bactérie (souche ML1)
capable de dégrader le chryséne, un HAP lourd a 4 cvcles aromatiques trés récalcitrant.
La comparaison de la séquence de son géne de I"'ARNr 16S a celles d'une banque de
données a montré qu'elle appartenait au genre Sphingomonas.

Les études effectuées avec Sphingomonas sp. ML1 ont montré que la dégradation
du chrysene est plus rapide en systéme biphasique qu’en systéme monophasique (sans
huile) avec des vitesses moyennes et maximales de dégradation observées de 1.4 et 3.3
mg/L-j, respectivement. pour les cultures biphasiques et de 0,9 et 2.9 mg/L-j pour les
cultures monophasiques. Ces taux de dégradation sont parmi les plus élevés rapportés
dans les écrits scientifiques. Des essais de dégradation avec du ”C-chryséne ont montré
que la souche ML1 minéralise le chryséne (”C-chryséne > HCOg + H-0). La souche
peut aussi utiliser le phénanthréne. I'anthracéne. le fluoranthéne ainsi que le
benz[a]anthracéne comme seule source de carbone. Pour le pyréne. le benzo[a]pyrene. le
perylene, le benzo[b]fluoranthéne, le benzo[k]fluoranthéne et le dibenz[a, h)anthracéne. il
¥ a une légére dégradation mais seulement par co-métabolisme en présence de chryséne.

La dégradation du chryséne nécessite la présence de sol ou d un extrait aqueux de
sol. Les €léments de cet extrait qui induisent la dégradation du chryséne ont été adsorbés
sur charbon activé et désorbés avec du méthanol. L'analyse de cette fraction par
chromatographie en phase gazeuse et spectrométrie de masse suggere que cet inducteur

serait un disaccharide.
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INTRODUCTION

L’industrialisation survenue au cours du dernier siécle avec | apparition d’une
large gamme de produits manufacturés. 1'exploitation pétroliére. |'industrie des pates et
papiers et |’agriculture a grande échelle a été bénéfique a plusieurs points de vue, que ce
soit |'accessibilité a divers produits avant réservés aux plus fortunés ou |’amélioration
générale de la condition de vie humaine. L’envers de la médaille est qu'avec
I'industrialisation est venu le probléme de 1’élimination des résidus de production ainsi
que le déversement accidentel dans I'environnement de produits chimiques ou pétroliers
nécessaires pour cette production. Jusqu’au début des années 80, les lois pour protéger
I'environnement étant peu contraignante, les producteurs de résidus industriels ont pu
s'en départir soit en allant les enfouir a faibles coiits dans les dépotoirs municipaux ou
industriels, sur le site méme de production ou simplement en s’en débarrassant dans des
sites clandestins.

Il en résulte donc qu’aujourd’hui. en Amérique du Nord. la quantité de sols
contaminés est considérable. En 1994, aux Etats-Unis. plus de 50 000 sites officiellement
considérés comme contaminés avaient été répertoriés (Singleton, 1994). Seulement sur le
territoire Québécois, plus de 1870 sites contaminés ont été répertoriés par le Ministére de
I’Environnement et de la Faune. sans tenir compte des quelques 17 000 réservoirs
d’essences souterrains qui laissent échapper des hydrocarbures (Samson. 1994a). De ces
sites contaminés, plus de la moitié le sont par des hydrocarbures et dans le deux-tiers de
ces cas, par des hydrocarbures aromatiques polycycliques (HAP).

Les HAP sont formés par la fusion d’au moins deux cycles de benzéne et sont
classés en deux groupes selon le nombre de cycles aromatiques qu'ils possédent. Il v a
les HAP de faible poids moléculaire (HAP légers), c’est-a-dire ceux ayant 3 cvcles et
moins, et les HAP de haut poids moléculaire (HAP lourds), ceux ayant plus de 3 cycles.
Les HAP sont une famille de composés caractérisés par leur faible solubilité en milieux
aqueux, leur récalcitrance dans I’environnement et leur toxicité qui croit avec
I'augmentation du poids moléculaire du composé (Bouchez et al.. 1996b; Cerniglia.
1993; Kanaly, 2000). IIs sont présents de fagon naturelle dans le pétrole et sont

principalement formés lors de la combustion incompléte de la matiére organique. Une
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fois dans I’environnement, les HAP sont susceptibles d’étre affectés par des phénomeénes
tels que la volatilisation, la photo-oxydation, 1 oxydation chimique. la dissolution
sélective, 1’adsorption a la matiére organique du sol. la bioaccumulation. la migration.
I’absorption par des plantes et la dégradation microbiologique (Bouchez et al.. 1996a:
Cemiglia, 1992).

Lorsqu'un site est considéré comme étant contaminé aux HAP, il existe plusieurs
technologies disponibles pour remédier au probléme. La biodégradation est basée sur les
capacités enzymatiques de certains micro-organismes a dégrader les HAP et a |'avantage
d’étre moins cofiteuse, plus respectueuse pour I’environnement et mieux acceptée par le
public que les procédés thermiques ou physico-chimiques (Bossert er al.. 1984: Deziel.
1997; Sims et Overcash, 1983). Trés efficace pour le traitement des HAP légers. elle
I’est beaucoup moins pour les autres HAP. Lapplication de tels traitements pour les sols
contaminés aux HAP lourds obtient donc pour le moment un succés limité. Un des
problémes vient de la faible biodisponibilité de ces HAP et par conséquent. trés peu de
micro-organismes capables de dégrader ces molécules ont été isolés par rapport a ceux
pouvant dégrader les HAP légers (Bouchez er al., 1996b: Cerniglia, 1984, 1993: Kanaly.
2000). Il existe donc un intérét a isoler et étudier des souches bactériennes pouvant
dégrader les HAP lourds dans le but de mettre sur pied des biotraitements plus efficaces.

Dans ce projet, nous nous sommes intéressés a I'isolement et & I'étude d'une
souche bactérienne pouvant dégrader le chryseéne, un HAP lourd a 4 cycles aromatiques
caractérisé par sa trés faible solubilité en milieux aqueux et par son potentie! cancérigéne.
Le choix de ce HAP a été motivé par le fait qu'il est reconnu comme étant plutét
récalcitrant a la dégradation et que trés peu de micro-organismes ont été isolés pouvant le
dégrader. Afin d’obtenir une souche bactérienne pouvant dégrader le chryséne. des
cultures liquides contenant le chryséne comme source majeure de carbone ont été
ensemencées avec la microflore indigéne retrouvée dans un sol contaminé aux
hydrocarbures. Le chryséne étant trés peu soluble en milieu aqueux, des cultures
biphasiques ont été utilisées. Celles-ci étaient constituées d’une phase aqueuse et d’une
phase hydrophobe, I’huile de silicone, dans laquelle le chryséne était dissout. Ce type de

culture permet d’augmenter 1’accessibilité du composé aux micro-organismes présents

9



dans la phase aqueuse et ainsi augmenter la biodisponibilité du chryséne. La souche
bactérienne ainsi isolée a été identifiée et caractérisée.
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1 Les sols contaminés

1.1 Contamination par les hydrocarbures

Le raffinement, le transport, la distribution ainsi que ['utilisation humaine de
produits pétroliers depuis le demnier siécle sont & I'origine des problémes reliés a la
contamination par les hydrocarbures. Chaque année, des quantités importantes de pétrole
et de produits pétroliers sont déversées accidentellement dans I'environnement. Les
hydrocarbures se sont retrouvés dans nos océans et sur les plages lors des déversements
de pétroliers et dans le sol et I’eau souterraine avec les fuites de pipelines et de réservoirs
souterrains. (Atlas et Cerniglia, 1995; Bossert et al., 1984; Heitkamp et Cerniglia, 1987).
Malgré le fait que ce sont les grands déversements pétroliers, avec leur couverture
mediatique et leurs photos d’oiseaux et d’animaux marins enduits de pétrole. qui attirent
le plus notre attention, ce sont en fait les contaminations provenant de la surface des
routes, de petites fuites dans les vieux réservoirs souterrains troués, des déchets
domestiques ou du mauvais recyclage des huiles a moteurs usées qui sont a I’origine de la
majeure partie de la pollution (Atlas et Cerniglia, 1995; Morgan et Watkinson, 1989).

Au Quebec, selon un recensement effectué en 1992 par le Ministére des
Ressources Naturelles, sur les quelques 50 000 réservoirs présents sur le sol québeécois.
plus de 17 000 réservoirs laissent échapper des hydrocarbures (Samson, 1994a). Aux
Etats-Unis, ce chiffre est estimé a plus de 250 000 (Atlas et Cerniglia, 1995). Malgré le
fait que le gouvernement québécois ait ordonné que tous les réservoirs souterrains soient
remplacés avant 2001, la majorité de ces sites sont déja considérés comme contaminés
(Samson, 1994b). Des quelques 800 sites contaminés au Québec qui ont été répertoriés
par le Ministére de I’Environnement et de la Faune (MEF) en 1993, 60 % sont
contaminés par des hydrocarbures (Samson, 1994a). Parmi ceux-ci, les HAP constituent
les contaminants majeurs et ce, dans le deux-tiers de ces sites. Une mise & jour effectuée

en mai 1996 a porté ce chiffre a plus de 1870 sites contaminés au Québec.

1.2 Classes d’hydrocarbures
Les hydrocarbures peuvent étre regroupés en quatre classes ; les aliphatiques, les
asphalténes, les résines et les aromatiques (Leahy et Colwell, 1990; Walker et Colwell.

1976). Les aliphatiques sont des composés avec de longues chaines de carbone qui



peuvent étre linéaires, ramifiés ou cycliques et sont les plus facilement dégradés par les
micro-organismes (Atlas, 1981). Les asphalténes regroupent des composés tels que les
acides carboxyliques, les cétones, les esters et les porphyrines. Ils sont des composés de
haut poids moléculaire avec de longues chaines de carbones. Les résines font aussi partie
des hydrocarbures de haut poids moléculaire et regroupent les pyridines, les sulfoxides et
les amides (Walker et Colwell, 1976).

1.3 Hydrocarbures aromatiques polycycliques

Les HAP font partie d’un large groupe de composés organiques contenant au
minimum deux noyaux aromatiques et ayant une variété de configurations structurelles.
IIs sont formés a la base par la fusion de deux noyaux aromatiques de benzéne et peuvent
étre disposés de fagon linéaires (anthracéne),  angles (fluoranthéne) ou groupés (pyréne)
(figure 1). Les propriétés chimiques ainsi que la persistance dans |'environnement des

HAP sont largement dépendantes
G0

du poids moléculaire. c’est-a-dire
Anthracéne Phénanthréne Fiuoranthéne

du nombre de cycles aromatiques
00 © © , ;
QO QO ©eRe et de l'arrangement des noyaux

Pyréne Chryséne Benzofb]fluoranthéne

©

aromatiques, les HAP angulaires

"’ .
@ “ oee ctant plus stables que les HAP
Q010 Q0 O

) linéaires (Blumer, 1976; Bouchez
Benzo[k]fluoranthéne Benz[a]anthracéne Dibenz{a.h]anthracéne

©

0® et al.. 1996a; Kanaly, 2000). De

8@8 ©@©©© @g@‘@@) fagon générale, plus e poids
Péryléne Benzo[a]pyréne Coronéne moléculaire et le nombre de
Figure 1 : Structure chimique de quelques HAP liaisons entre les noyaux

aromatiques augmentent, plus les
HAP sont hydrophobes et stables (Harvey, 1997; Zander, 1983).  Cette stabilité
moléculaire ainsi que leur hydrophobicité sont les deux principaux facteurs qui
contribuent & la persistance des HAP lourds (HAP ayant 4 cycles et plus) dans
’environnement. De plus, par leurs propriétés liposolubles, les HAP ont tendance i
s’accumuler en haut de la chaine alimentaire (Kanaly, 2000) ou certains d’entre eux ont

des effets toxiques et/ou possedent des effets cancérigénes, tératogénes ou mutagénes



(Cerniglia, 1993). Les propriétés geénotoxiques des HAP tendent aussi a augmenter avec
le nombre de noyaux jusqu'a la présence d’au moins 4 ou 5 noyaux de benzéne (Cerniglia
et al., 1992; World Healt Organization (WHO), 1998). Pour ces raisons. les HAP sont
classés parmi les polluants prioritaires par les agences de protection de I"environnement
au Canada ainsi qu’aux Etats-Unis (Keith et Telliard. 1979; Meek et al.. 1994).

Présents de fagon naturelle dans le petrole, les HAP sont principalement formés
lors de la combustion incompléte de la matiere organique. Les principales sources de
contamination proviennent des activités industrielles telles que le raffinage et le transport
du pétrole ainsi que de la production d’aluminium et d’acier. D’autres sources
importantes de HAP dans l’envirqnnement sont I’incinération de déchets. le chauffage
industriel et résidentiel, les émissions de véhicules. la fumée de tabac, les incendies de
foréts et les éruptions volcaniques. Les HAP peuvent aussi ére formés de fagon
biogénique par des réactions de biosynthése de plantes ou de micro-organismes (Blumer.
1976). Toutes ces sources de contamination naturelle ou antropogéne résultent en une
distribution mondiale des HAP. Les HAP peuvent ainsi étre détectés dans l'air. dans le
sol, dans I’eau souterraine, dans I’eau de surface ainsi que dans les écoulements d’égouts
(Bouchez er al., 1996a; Kanaly, 2000; WHO, 1998).

Une fois libérés dans 'environnement, le devenir des HAP dépend largement de
la source de contamination, atmosphérique ou aqueuse, qui aura un effet sur la
transformation et 1’évolution ultime des HAP libérés (Bouchez et al.. 1996a; Vogt et al..
1987). De fagon générale, une fois dans I’environnement. les HAP sont susceptibles
d’étre affectés par des phénoménes tels que la volatilisation, la photo-oxydation,
I"oxydation chimique, la dissolution sélective, I'adsorption 4 la matiére organique du sol,
la  bioaccumulation, la migration, 1’absorption par des plantes et la dégradation
microbiologique (Bouchez et al., 1996a; Cerniglia, 1992). La biodégradation repose sur
les systémes enzymatiques de certains micro-organismes pour dégrader les HAP et est
considérée comme le processus de détoxication naturelle le plus important (Bossert er ..
1984; Deziel, 1997; Sims et Overcash, 1983).



1.4 Normes

Le Ministére de I'Environnement et de la Faune du Québec a établi une grille de
critéres indicatifs de la contamination des sols et de I'eau souterraine pour divers
composés tels que les métaux, les polluants minéraux, les composés aromatiques
monocycliques volatils, les composés phénoliques. les hydrocarbures aromatiques
polycycliques, les hydrocarbures chlorés et les pesticides. Cette grille a été créée pour
servir de guide lors de I’évaluation d’un site et les valeurs qu’elle contient ne sont pas
contraignantes. Chaque site contaminé ainsi que les risques posés pour I’environnement
sont évalués de fagon individuelle. Pour chacun des composés contenus dans la grille, il
Y a trois valeurs seuils, séparées selon les lettres A. B et C ou C est la valeur supérieure.

qui servent a déterminer les plages d’interventions appropriées (tableau 1).

Tableau 1 : Grille des critéres de contamination aux HAP

Sol Eau souterraine
(mg/kg) (ng/L)
A B C A B C
Anthracéne <0,1 10 100 | <0,5 7 20
Fluoranthéne <0.1 10 100 | <0,1 2 10
Phénanthréne <01 5 50 | <o, 1 5
Pyréne <0,1 10 100 | <02 7 30
Chryséne <0.1 1 10 | <0, I 3
Benz[alanthracéne <0.1 1 10 <01 05 2
Benzo[a]pyréne <0.1 1 10 | <01 02 1
Benzo[b]fluoranthéne <0,1 I 10 | <01 02 1
Dibenz[a, h]anthracéne <0,1 1 10 | <01 02 t
HAP (sommation) 1 20 200 | 0,2 10 50

Le seuil A représente le bruit de fond et correspond a des valeurs inférieures a 0.1
mg par kg de sol pour chacun des HAP et ] mg par kg de sol pour la sommation. Dans la

plage d’interventions A-B, le sol et I’eau souterraine sont considérés comme faiblement



contaminés. Dans ces conditions, ’eau souterraine ne peut étre utilisée comme source
d’eau potable puisqu’elle ne répond plus aux normes de qualité. Pour ce qui est du sol, il
ne peut étre utilisé comme sol de surface dans un secteur agricole ou dans un quartier
résidentiel. Habituellement, a ce niveau de contamination, il n'y aura pas de travaux de
décontamination entrepris mais certaines mesures de protection comme l’excavation
d’une couche superficielle ou 1’addition d’une couche de terre propre peuvent étre
envisagées. Dans la plage B-C, le sol et ’eau souterraine sont contaminés. Les sols
inclus dans cette plage devront étre décontaminés s’ils risquent d’avoir un impact négatif
sur la nappe phréatique. Ces sols peuvent seulement servir a des fins commerciales ou
industrielles. A partir du seuil C, les sols sont considérés comme fortement contaminés et
des travaux de décontamination devront étre entrepris avant qu’'ils puissent étre utilisés
(Beaulieu et Drouin, 1998).

2 Traitements des sols

2.1 Procédés thermiques et physico-chimiques

Les procédés thermiques utilisent des fourneaux ou des incinérateurs pour
évaporer ou détruire les hydrocarbures. Elle est la meilleure solution pour traiter un sol
fortement contaminé et a 1’avantage d’étre rapide et efficace. Cette technique nécessite
cependant 1’excavation du sol et le transport au lieu de traitement ainsi que le traitement
des gaz d’échappements (Morgan et Watkinson. 1989). En plus d’étre trés énergivore et
colteuse (jusqu'a 1000 $/tonne), I'incinération n’est pas trés bien acceptée par le public
et enléve toute trace de matiére organique dans le sol ce qui le rend inutilisable pour
|’agriculture ou pour I’établissement d un nouvel écosystéme.

Les procédés physico-chimiques utilisent des techniques comme I’extraction a
I’air, aux solvants ou aux détergents, I'immobilisation du sol, I’inondation et le pompage
de I'eau souterraine. Certaines de ces techniques ont I’avantage d’étre moins colteuses
(60-300 $/tonne), mieux acceptées par le public et plus respectueuses pour
I'environnement que !’incinération. Elles nécessitent quand méme I’installation

d’infrastructures assez complexes et ne font que déplacer le probléme puisque les



polluants récupérés devront toujours étre éliminés (Morgan et Watkinson, 1989; Samson.
1994a).

2.2 Procédés biologiques

Ce genre de traitements remonte a la fin des années 60 et au début des années 70.
lors d’études effectuées par la marine américaine sur les techniques de dépollution des
océans. A partir d’études portant sur la biodégradation des hydrocarbures par les micro-
organismes, la biorestauration est née (Atlas et Cerniglia, 1995). Elle repose sur la
capacité des micro-organismes a dégrader les composés organiques polluants en sous-
produits inoffensifs comme I’eau, le dioxyde de carbone et la biomasse (Singleton, 1994).
Ayant l’avantage d’étre économique (40-150 $/tonne). efficace et versatile, la
biodégradation des hydrocarbures par les micro-organismes est aussi I'un des
mécanismes primaires de son élimination dans I’environnement (Atlas et Cerniglia. 1995:
Morgan et Watkinson, 1989). Par rapport a d’autres traitements comme |’incinération.
elle peut cependant s’avérer plus longue dans certains cas. La complexité du mélange. la
composition du sol, I’apport de nutriments, la présence de micro-organismes dégradeurs
ainsi que la biodisponibilité du polluant peuvent tous affecter le rendement (Atlas et
Cemiglia, 1995; Bouchez et al., 1996b; Cerniglia, 1992; Morgan et Watkinson, 1989:
Wilson et Jones, 1993). Il faut aussi s’assurer que le traitement ne générera pas des sous

produits plus toxiques que les polluants de départ (Shuttleworth et Cerniglia, 1995).

2.2.1 Traitement In situ

Les traitements in situ consistent 4 traiter sur place le sol contaminé lorsqu’il y a
risque de contamination de la nappe phréatique, lorsqu'il est impossible d’excaver le sol
pour effectuer le traitement ailleurs ou lorsque le volume a traiter est trop important. En
optimisant les paramétres tels que 1’oxygénation, I’apport de nutriments et I"humidité, il
est possible d’augmenter la biodégradation des polluants par la microflore indigéne du
sol. Des micro-organismes spécifiquement adaptés peuvent aussi étre injectés a
I'intérieur de puits creusés sur le site contaminé si la microflore indigéne ne posséde pas

les enzymes nécessaires pour dégrader les polluants (Samson, 1994a; Wilson et Jones.
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1993). Ce genre de traitement est plus complexe que le traitement ex-siru puisqu'il
nécessite la délimitation des zones de contamination, un profil de composition et de
contamination du sol, la mise en place des infrastructures pour 1’ajout de nutriments et

I’oxygénation, ainsi qu’une caractérisation géologique et hydrologique complexe du site.

2.2.2 Traitement Ex situ

Lorsque I’excavation du sol est possible, le traitement ex situ peut étre utilisé. II
permet le traitement de grands volumes de sol dans un environnement contrdlé soit en
biopiles, par épandage contr6lé ou en bioréacteurs. Ce type de traitement permet
d’optimiser ’apport d’humidité, le pH, les nutriments. |’aération et de maintenir une
température optimale pour la biodégradation des contaminants. Cette technique permet
aussi de bien brasser le sol contaminé pour s'assurer de I’homogénéité du traitement

(Morgan et Watkinson, 1989; Samson. 1994b; Wilson et Jones, 1993).

3 Biodégradation des HAP
3.1 Généralités

Plusieurs revues bibliographiques trés complétes sur la biodégradation des HAP
ont €té publiées dans les 10 derniéres années (Bouchez er al., 1996b; Cemiglia. 1992,
1993; Cutright et Lee, 1994; Kanaly, 2000; Shuttleworth et Cerniglia. 1995). De
nombreux micro-organismes capables de dégrader les HAP de faible poids moléculaire
ont été isolés et étudiés en laboratoire. mais il y en a eu beaucoup moins pour les HAP de
4 cycles et plus. Pour diverses raisons comme une faible biodisponibilité causée par leur
adsorption sur la matiére organique du sol et leur faible solubilité dans 1’eau, les HAP.
surtout ceux ayant plus de 3 cycles aromatiques, persistent encore dans 1’environnement
(Cerniglia, 1993). Bien que les conditions environnementales telles que le type de sol, le
taux d’humidité, la concentration des HAP, la toxicité du sol, la température, le pH. la
présence d’accepteurs d’électrons, le pourcentage de matiére organique ainsi que les

propriétés physico-chimiques des molécules influencent largement le sort des HAP dans
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’environnement, sans la présence de micro-organismes capables de dégrader les HAP.
aucune biodégradation ne peut étre envisagée.
Les micro-organismes capables de dégrader les HAP légers appartiennent a des genres
trés variés et ont fait I’objet de recensements exhaustifs représentés dans le tableau 2
(Atlas et Cerniglia, 1995; Bouchez et al., 1996b; Cemiglia, 1984, 1992, 1993; Cemiglia
et Heitkamp, 1989; Cutright et Lee, 1994; Shuttleworth et Cerniglia, 1995). Parmi ces
micro-organismes, les bactéries pouvant dégrader le naphtaléne, le phénanthréne et
I’anthracéne ont été trés bien documentées et les voies métaboliques ont été élucidées
(Bouchez et al., 1996b; Cemiglia, 1984, 1992). Par contre, il y a peu d’information sur
les micro-organismes pouvant dégrader des HAP lourds comme le chryséne et le
benzo[a]pyréne lorsque présent comme seule source de carbone (Cemiglia, 1993:
Kanaly, 2000). Ceci peut étre visualisé dans le tableau 2 par le faible nombre de micro-
organismes isolés capables de dégrader les HAP lourds par rapport a ceux pouvant
dégrader les HAP légers.

Beaucoup moins étudiés que les bactéries, les champignons ont aussi la capacité
de dégrader les HAP par I’action de péroxidases et de monoxygénases (tableau 2).
Cependant, contrairement aux bactéries, les champignons n’utilisent pas les HAP comme
seule source de carbone et d’énergie mais les co-métabolisent plutét en sous produits plus
facilement assimilables par les bactéries (Cerniglia er al.. 1992; Sutherland, 1992). Il est
aussi généralement admis depuis les années 80 que certaines algues et cyanobactéries ont
la capacit¢ de dégrader les HAP et ont probablement une contribution majeure 4 la

biodégradation des HAP dans les milieux aquatiques (Cerniglia, Sutherland et Crow.
1992).

3.2 Biodégradation des HAP par des souches bactériennes

3.2.1 Généralités

Ce fut en 1975 que des souches capables de dégrader des HAP de haut poids
moléculaire furent isolées pour la premiére fois. Les premiers furent Gibson et al. (1975)

qui avaient créé une souche mutante de Beijerinckia en I’exposant a du N-methyl-N’-



nitro-N-nitrosoguanidine. Cette bactérie était capable de dégrader de faibles quantités de

benzo[a]pyréne et de benz[a]anthracéne par co-métabolisme aprés croissance sur du

succinate et du biphényle. La méme année, Barnsley (1975) avait mis au point une

methode de chromatographie en phase gazeuse pour identifier des souches capables de

dégrader le fluoranthéne et le benzo[a]pyréne a des concentrations prés de leur limite de

solubilité dans I’eau (0,26 et 0,003 mg/L respectivement). Il a identifié plusieurs souches

de Pseudomonas capables de co-métaboliser de faibles quantités de fluoranthéne et de

benzo[a]pyréne lorsqu’en présence de succinate.

Tableau 2 : Micro-organismes dégradant les HAP

HAP Bactéries Champignons
Arthrobacter, Beijerinckia, Bjerkandera, Cuningghamella,
Anthracéne Flavobacterium, Mycobacterium, Phanerochaete, Pleurotus, Ramaria,
G cycles) Pseudomonas, Rhodococcus, Rhizoctonia, Trametes
Sphingomonas
Acinetobacter, Aeromonas, Cuningghamella, Phanerochaete,
Alcaligenes, Arthrobacter, Pleurotus, Trametes
Beijerinckia, Burkholderia,
Phénantréne Flavobacterium, Gordona,

(3 cycles)

Microccocus, Mycobacterium,
Nocardia, Pseudomonas,
Rhodococcus, Streptomyces, Vibrio,
Stenetrophomonas, Sphingomonas

Alcaligenes, Gordona, Mycobacterium,

Fluoranthéne Pseudomonas, Rhodococcus, Cunninghamell
(4 cycles) Burkholderia, Stenetrophomonas, qrningramena

Sphingomonas

Alcaligenes, Beijerinckia, Cunninghamella, Phanerochaete,
Py réne Pseudomonas, Burkholderia, Pleurotus

(4 cycles)

Mycobacterium, Stenetrophomonas,
Rhodococcus, Sphingomonas

Chryséne Rhodococcus, Pseudomonas, Cunnigamella, Pennicillium,
(4 cycles) Sphingomonas, Syncephalastrum
Alcaligenes, Beijerinckia, Cunninghamella
Benz[a]anthracéne | Pseudomonas, Burkholderia,
(4 cycles) Mycobacterium, Stenetrophomonas,
Sphingomonas
Beijerinckia, Pseudomonas, Aspergillus, Bjerkandera, Candida,
Mycobacterium, Burkholderia, Chrysosporium, Cunninghamella,
Benzo[a]pyréne Stenetrophomonas, Sphingomonas Mortierella, Neurospora, Penicillium,
(5 cycles) Phanerochaete, Romaria,
Saccharomyces, Trametes,
Trichoderma
Coronéne Burkholderia, Stenetrophomonas
(6 cycles)

Adapté de Cerniglia (1992) et Cemniglia et al. (1992)




Il a cependant fallu attendre la fin des années 80 pour que les connaissances sur la
biodégradation des HAP lourds franchissent trois seuils importants. D’abord, Heitkamp
et Cerniglia (1988a) ont été les premiers 4 isoler d’un sol contaminé aux hydrocarbures.
un batonnet Gram positif, plus tard identifié comme la souche Mycobacterium sp. PYR-1.
capable de dégrader de fagon significative une série de HAP lourds. Ils ont démontré que
la souche pouvait minéraliser 90% du fluoranthéne et 60 % du pyrene présent aprés deux
semaines d’incubation dans un milieu contenant d’autres sources de carbones. De plus.
les vitesses de minéralisation observées étaient plus rapides que celles obtenues avec le
phénantréne (trois cycles) et le naphtaléne ( deux cycles).

Ensuite, l]a méme année, Mahaffey et al. (1988) ont ét¢ les premiers a démontrer
qu’il y avait ouverture du cycle aromatique lors de la biodégradation de HAP lourds en
identifiant des intermédiaires de dégradation du benz[a]anthracéne par résonance
magnétique nucléaire. Leur résultats ont été obtenus par induction des voies de
dégradation d’une souche de Beijerinckia (plus tard identifiée comme Sphingomonas
yanoikuyae) avec du biphényle, du m-xyléne et du salicylate. Des expériences de
minéralisation ont aussi démontré qu’il y avait dégagement de '*CO, lors de la croissance
de la souche en présence de I4C-benz[a]anthracc‘ene.

Finalement. Mueller er al. (1989) ont montré pour la premiére fois que la
dégradation du fluoranthéne lorsque présent comme seule source de carbone était
possible. Ils ont isolé un consortium de 7 souches & partir d’un sol contaminé au créosote
par repiquages successifs dans un milieu minimal minéral avec fluoranthéne. Lorsque le
consortium a été inoculé dans un milieu contenant du fluoranthéne (8,7 mg/L) ainsi qu'un
mélange de 16 HAP typiquement retrouvés dans le créosote. dont le pyréne (2,3 mg/L), le
benzo([b]fluoréne (0,4 mg/L), le chryséne (0,3 mg/L) et le benzo[a]pyréne (1,2 mg/L), la
totalité¢ des HAP a été dégradée au bout de 3 Jjours dont 13 en dessous du seuil de
détection (10 ng/L). Au bout de 14 jours, les seuls HAP restant étaient le fluoranthéne
(17 %) et le pyréne (12 %).
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3.2.2 HAP a4cycles

3.2.2.1 Fluoranthéne

Parmi les HAP a 4 cycles. plusieurs études ont été effectuées sur la capacité des
bactéries & dégrader le fluoranthéne. le pyréne, le chryséne et le benz[a]anthracéne.
L’isolement de souches pouvant dégrader le fluoranthéne, un HAP de 4 cycles contenant
un cycle & 5 carbones, a été démontré a plusieurs reprises et des voies métaboliques ont
été proposées.

En 1990, deux articles ont été publiés par des groupes différents rapportant
I’isolement d’une souche pure pouvant dégrader le fluoranthéne comme seule source de
carbone. Mueller ef al. (1990) ont isolé la souche Sphingomonas paucimobilis EPAS05 a
partir du consortium de 7 souches isolées en 1989 (Mueller er al., 1989). La souche
EPAS505 était aussi capable de dégrader d'autres HAP de 4 cycles comme le
benzo[b]fluoréne, le benz[alanthracéne. le chryséne et le pyréne dans des cultures
contenant du fluoranthéne.

Ensuite, Weissenfels e al. (1990) ont isolé la souche Alcaligenes denitrificans
WWT1 capable de dégrader 0,3 mg/mL par jour de fluoranthéne et de co-métaboliser
d’autres HAP tels que le pyréne et le benz[a)anthracéne. Diverses analyses leur ont
permis d’identifier quelques intermédiaires de dégradation et de proposer une voie de
dégradation bactérienne pour le fluoranthéne.

Des voies de dégradation pour le fluoranthéne ont aussi été rapportées par Kelley
et Cerniglia (1991) avec des études effectuées sur la souche Mycobacterium sp. PYR-1.
Dans des milieux de cultures contenant d’autres sources de carbone, la souche PYR-1
pouvait dégrader jusqu’a 95 % de fluoranthéne ajouté en 24 h. Cette souche pouvait
aussi minéraliser jusqu'a 90 % de *C-fluoranthéne de méme que plusieurs autres HAP
légers. Lors d’ensemencements de sédiments contaminés avec la souche PYR-1, des
augmentations significatives dans le taux de minéralisation du fluoranthéne ont été
obtenues et ce malgré la présence d’une microflore indigéne.

Plus récemment, Willumsen et al. (1998) ont étudié I'effet des détergents Triton
X-100 et Tween 80 sur les taux de minéralisation du fluoranthéne par 4 souches

bactériennes. Pour chacune des souches, les résultats ont varié mais avec la souche
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Sphingomonas paucimobilis EPAS5S05, ils sont parvenus a doubler les taux de
minéralisation du fluoranthéne dans des cultures contenant du Triton X-100 et du
calcium. Barkay er al. (1999) ont aussi réussi & plus que doubler les taux de
minéralisation du fluoranthéne par la souche Sphingomonas paucimobilis EPAS505 avec

1’ajout du bioémulsifiant Alasan aux cultures.

3.2.2.2 Pyréne

Parmi les HAP a 4 cycles, le pyréne est celui qui a été le plus étudié et de
nombreuses souches pouvant le dégrader ont été isolées et les voies métaboliques
élucidées. Plusieurs groupes ont isblé des souches pouvant co-métaboliser le pyréne en
présence de sources de carbone plus facilement assimilables (Heitkamp et Cemiglia,
1988a; Mueller et al., 1989, 1990; Trezesicka-MLynarz et Ward, 1995; Wang et al..
1990; Weissenfels ef al., 1990). La premiére isolée fut la souche Mycobacterium sp.
PYR-1 capable de minéraliser 60 % du pyréne en culture pure avec suppléments de
carbone (Heikamp er al, 1988c). Dans des sédiments contaminés aux HAP et
ensemencés avec la souche PYR-1, des augmentations significatives dans le taux de
minéralisation du pyréne ont été observées. Des études de minéralisation avec des
cultures induites et non-induites de la souche PYR-1 contenant du chloremphénicol
(inhibiteur de la synthése des protéines) ont révélé que les génes de dégradation du
pyréne étaient inductibles (15 % du pyréne a été minéralisé aprés 24 h pour la culture
induite contre moins de 1 % aprés 72 h pour la culture non-induite). Des analyses par
chromatographie liquide & haute pression, par chromatographie en phase gazeuse et par
spectrométrie de masse ont permis d’identifier sept intermédiaires de dégradation du
pyrene.

La souche Mycobacterium sp. RIGII-135 est la premiére souche pure a avoir été
isolée et capable de croitre sur le pyréne lorsque présent comme seule source de carbone
(Grosser et al.,, 1991). Elle pouvait aussi co-métaboliser le benz[a)anthracéne en
présence de pyréne et une introduction de la souche dans un sol contaminé a permis de

minéraliser 55 % du '*C-pyréne par rapport a 1 % avec la microflore indigéne seule.
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Des voies de dégradation un peu plus complétes du pyréne ont été proposées par
Cerniglia en 1992. Certains des intermédiaires clés de la dégradation du pyréne ont été
confirmés plus tard par d’autres chercheurs avec des études sur la souche Mycobacterium
sp. RJIGII-135 (Schneider et al., 1996), Mycobacterium flavescens (Deen-Ross et
Cerniglia, 1996) et Mycobacterium sp. KR2 (Rehmann et al.. 1998).

Walter er al. (1991) ont isolé la souche Rhodococcus sp. UW1 qui pouvait
dégrader 500 mg/L de pyréne et en minéraliser jusqu’a 72 % en 2 semaines. La souche
pouvait aussi dégrader plusieurs autres HAP dont le chryséne, le benz[a)anthracéne, le
benzo[a]pyrene et le diben[a, A]anthracéne par co-métabolisme en présence de pyréne.

Késtner e al. (1994) ont isolé, d’un sol contaminé aux hydrocarbures. les souches
Gordona sp. BP9 et Mycobacterium sp. VF1, toutes deux capables de dégrader le
fluoranthene et le pyréne comme seule source de carbone. La réintroduction dans le sol
de la souche BP9, aprés croissance sur 200 mg/L. de pyréne en culture pure. a causé une

t

augmentation de six fois dans les quantités de pyréne dégradées par rapport au sol non
inoculé.

Des taux de dégradation élevés du pyréne ont aussi été obtenus avec trois souches
de Burkholderia cepacia isolées par Juhasz et al. (1996). Les souches VUN 10001.
VUN 10002 et VUN 10003 (plus tard identifiée comme la souche Stenotrophomonas
maltophilia VUN 10003 (Juhasz e al., 2000)) ont été capables de dégrader entre 95-100
% des 250 mg/L de pyréne ajoutés aux cultures en 7-10 jours lorsque présent comme
seule source de carbone. Des essais ont été effectués avec de plus fortes concentrations
de pyrene (500 et 1000 mg/L) mais le pourcentage de pyréne dégradé a diminué au fur et
a mesure que les concentrations initiales de pyréne en solution augmentaient. Toute
dégradation dans les cultures a cessé une fois que 400 mg/L du pyréne initial étaient
dégradés. Les trois souches ont aussi été en mesure de dégrader plusieurs autres HAP

lourds lorsque préalablement enrichies sur du pyréne ou par co-métabolisme en présence

de phénanthréne.
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3.2.2.3 Benz|a]anthracéne

Seulement quelques groupes ont réussi a isoler des souches capables d’utiliser le
benz[a]anthracéne comme seule source de carbone et d’énergie (Caldini et al.. 1995:
Chen et Aitken, 1999; Juhasz et al., 1997b). Comme mentionné précédemment. ce fut
Gibson et al. (1975) qui ont été les premiers a démontrer la capacité de la souche
Beijerinckia sp. B-836 a co-métaboliser le benz[a]anthracéne en présence de succinate et
de biphényle. Ensuite, Mahaffey et al. (1988) ont isolé une Sphingomonas capable de
minéraliser le '*C-benz[a]anthracéne en présence d’inducteurs des voies de dégradation
des HAP (biphényle, m-xyléne, salicylate).

En 1990, deux groupes ont isolé des souches pouvant dégrader le fluoranthéne
comme seule source de carbone et de co-métaboliser plusieurs autres HAP dont le
benz[a]anthracéne (Mueller et al., 1990; Weissenfels et al., 1990). En 1991, la souche
Rhodococcus sp. UW1 isolée par Walter er al. pouvait dégrader 16 mg/L (8 %) de
benz[a]anthracéne par co-métabolisme lorsqu’en présence de pyréne. Schneider et al.
(1996) ont aussi isolé une souche de Mycobacterium capable de dégrader plusieurs HAP
dont le benz[a]anthracene, le pyréne et le benzo[a]pyréne dans un milieu contenant
d’autres sources de carbone. Des études effectuées par Ye et al. (1996) sur la souche
Sphingomonas paucimobilis EPA505 ont révélé que la souche pouvait dégrader plusieurs
HAP lourds dont 7,29 mg/L de benz[a]anthracéne aprés 16 h lorsque présent comme
seule source de carbone.

Trois souches de Burkolderia cepacia, VUN 10001, VUN 10002 et VUN 10003.
capable de dégrader des HAP lourds ont été isolées par Juhasz et al. (1996). IlIs ont
obtenu des faibles taux de dégradation du benz[a]anthracéne de 6 % avec la souche VUN
10001 et de 9,5 % avec la souche VUN 10003 apreés 21 jours lorsque présent comme la
seule source de carbone (50 mg/L). Il est cependant important de noter que les souches
étaient préalablement cultivées sur du pyréne avant d’étre inoculées aux cultures. De
plus, des inoculums élevés ont été utilisés pour ensemencer les cultures afin d’augmenter
les taux de dégradation des HAP ce qui laisse croire que la dégradation observée serait
plutdt due a I’effet d’induction du pyréne qu’a une capacité réelle de dégrader ou de

croitre sur du benz[a]anthracéne lorsque présent comme seule source de carbone.
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Chen et al. (1999) ont aussi réussi 4 obtenir de faible taux de dégradation du
benz[a]anthracéne avec la souche Pseudomonas saccharophilia P15. lls ont obtenu des
taux de minéralisation de 10 % aprés 48 h lorsque le benz[alanthracéne était présent
comme seule source de carbone. Des taux de minéralisation de 36 et 41 %
respectivement ont été obtenus lorsque les cultures étaient induites avec du phénanthréne

ou du salicylate.

3.2.2.4 Chryséne

Ye et al. (1996) ont démontré que la souche Sphingomonas paucimobilis EPAS05
pouvait minéraliser 42 % de 14C-chryséne en 48 h par co-métabolisme lorsqu'en présence
de fluoranthéne. D’autres études effectuées sur la méme souche ont montré qu’elle
pouvait aussi dégrader jusqu’a 3,15 mg/L de chryséne en 16 h lorsque présent comme
seule source de carbone aprés préculture de la souche sur du fluoranthéne.

Walter ef al. (1991) ont isolé la souche Rhodococcus sp. UW1 par croissance sur
du pyréne qui pouvait dégrader 100 mg/L de chryséne en 2 semaines par co-métabolisme
en présence de pyrene.

Caldini et al. (1995) ont isolé une souche de Pseudomonas fluorescens a partir
d’un sol contaminé aux hydrocarbures en inoculant les micro-organismes indigénes sur
des géloses contenant du chryséne. Lorsque la souche a été inoculée dans des cultures
liquides contenant du chryséne et de I"acétonitrile, un solvant organique miscible a 1’eau
et utilisé pour augmenter la solubilité des HAP, ils ont obtenu une dégradation de 0,64
mg/L de chryséne aprés 8 jours d’incubation avec une augmentation du compte bactérien.
Cependant, les cultures contenaient aussi 0,25 mg/L de peptone, d’extrait de levures et
d’amidon comme sources additionnelles de carbone. De plus, lors de I'analyse des
cultures aprés éclatement des cellules, ils ont démontré qu’il y avait une forte
concentration intracellulaire de chryséne. Il est possible que la disparition du chryséne
observé dans le milieu de culture ne soit qu’un cas d’accumulation intracellulaire du
chryséne et non une dégradation comme le suggere les auteurs. A la limite, il s’agit d’un

cas de co-métabolisme du chryséne en présence de sources de carbone plus facilement

assimilable.

19



Chen et al. (1999) ont démontré que la souche Pseudomonas saccharophila P15
pouvait minéraliser 15 % du chryséne lorsque présent comme seule source de carbone.
De plus, des tests d’induction ont démontré que lorsque la culture était préalablement
induite par croissance sur du phénanthréne ou du salicylate, que 45 et 47 % du chrysene
respectivement étaient minéralisés.

A ce jour, les connaissances sur la dégradation microbienne du chryséne sont
assez limitées puisque trés peu de souches pouvant dégrader de fortes doses de chryséne
comme seule source de carbone ont été isolées. De plus, aucun intermédiaire de

dégradation du chryséne n’a encore été identifié.

3.2.3 HAP de 5 cycles et plus
Les souches Burkholderia cepacia VUN 10001, 10002 et 10003 ont été isolées

par Juhasz et al. (1996) et sont parmi les seules a pouvoir dégrader des quantités
significatives de HAP ayant de 5 a 6 cycles aromatiques dont le coronéne (Juhasz et al.,
1996, 1997a, 1997b). Ces souches ont été isolées d’un terrain contaminé aux HAP a
’aide de cultures en séries avec le pyréne comme seule source de carbone. Lorsque
préalablement enrichies sur du pyréne et en utilisant un inoculum élevé, les trois souches
ont dégradé 65 a 70 % du coronene présent (20 mg/L) aprés 63 jours. Les souches VUN
10002 et 10003 ont aussi dégradé le dibenz[a, h]anthracéne apres préculture sur du pyréne
dont jusqu’a 12 mg/L (23 %) pour la souche VUN 10003 au bout de 56 jours avec de
faibles augmentations de protéines bactériennes. En présence de 100 mg/l de
phénanthréne, les trois souches ont été capables de dégrader le dibenz[a, h]anthracéne et
de benzo[a]pyréne. La souche VUN 10001 a dégradé 26 mg/L (52 %) de
dibenz[g, h]anthracéne et 20,5 mg/L (41 %) de benzo[a]pyréne aprés 56 jours tandis que
les souches VUN 10002 et 10003 ont dégradé ces HAP avec des proportions variant entre
30 et 49 %.

Ye et al (1996) ont démontré la capacité de la souche Sphingomonas
paucimobilis EPAS50S, isolée par Mueller et al. (1990), a dégrader plusieurs HAP lourds.
Avant d’étre ajoutée aux cultures, la souche EPAS05 était préalablement cultivée sur du

fluoranthéne et puis étalée sur pétris d’agarose contenant 0,4 g/L de glucose pour obtenir

20



des bactéries en phase de croissance logarithmique. Les bactéries étaient ensuite
récupérées, lavées et puis ressuspendues dans du tampon phosphate avant d’étre ajoutées
aux milieux contenant les HAP. Aprés 16 h d’incubation ils ont obtenu une dégradation
de 3,3 mg/L pour le benzo[a]pyréne, 1.2 mg/L pour le benzo[b]fluoranthene et 0,78 mg/L
pour le dibenz[a, h]anthracéne lorsque présent comme seule source de carbone.

D’autres groupes comme (Gibson et al., 1975; Grosser et al., 1991; Mueller et al..
1989, 1990) ont aussi démontré la capacité de souches ou de consortiums bactériens a
dégrader le benzo[a]pyréne dans des cultures lorsque d’autres sources de carbones sont

présentes.

3.3 Biodégradation des HAP par des champignons

La dégradation par les champignons des HAP ayant plus de trois cycles
aromatiques a été beaucoup moins étudiée que la dégradation bactérienne. Malgré cela,
plusieurs revues assez complétes des écrits scientifiques ont été publiées sur le sujet
(Cerniglia, 1984, 1993; Cerniglia er al., 1992; Cerniglia et Heitkamp, 1989; Sutherland.
1992; Wilson et Jones, 1993).

Contrairement aux bactéries, les champignons n’utilisent pas les HAP comme
source de carbone et d’énergie mais vont plutdt les détoxifier par co-métabolisme 4 I’aide
de ligninases et de monooxygénases en dérivés hydrosolubles plus facilement
assimilables par les bactéries. Les études les plus complétes ont été effectuées avec les
champignons de la pourriture blanche tels que Phanerochaete chrysosporium (Barclay et
al., 1995; Brodkorb et Legge, 1992; Bumpus, 1989), Pleurotus ostreatus (Bezalel et al..
1996; Vyas et al., 1994) et Trametes versicolor (Anderson et Henrysson. 1996; Collins et
al., 1996; Vyas et al., 1994). A I'aide de la production de ligninases extracellulaires, ces
champignons sont capables entre autre de dégrader certains HAP a cing cycles et de
détoxifier les sols et les sédiments contaminés aux HAP. Par exemple, des études
effectuées en laboratoire avec la souche Phanerochaete chrysosporium ont démontré
qu'elle pouvait oxyder au moins 22 HAP de deux, trois ou quatre cycles dont
I'anthracéne, le pyréne, le pérylene, le benz{[a]anthracéne et le benzo[a]pyréne aprés 27
jours lorsque cultivée dans des conditions limitantes en nutriments, ce qui démontre bien

la faible spécificité des enzymes impliquées (Bumpus, 1989). Sanglard er al. (1986) ont
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aussi montré que Phanerochaete chrysporium pouvait minéraliser 19 % du '“C-
benzo[a]pyréne en CO, et en eau lorsque cultivé avec du glucose dans des conditions
limitantes en azote.

Les champignons non lignolytiques comme Cunninghamelle elegans. Penicillium
Jjanthinellium et Syncephalastrum sp. peuvent aussi métaboliser une variété de HAP dont
le pyréne, le chryséne et le benzo[a]pyréne en composés moins toxiques et plus
facilement assimilables par les bactéries (Kiehlmann et al., 1996; Lauren et al.. 1995:
Pothuluri et al., 1994; Wunder et al., 1997).

Un exemple de coopération entre champignons et bactéries pour la dégradation
des HAP lourds a été démontré par-Boonchan et al. (2000) lors de tests effectués avec la
souche Stenotrophomonas maltophilia VUN 10010. le consortium bactérien VUN 10009
et le champignon Penicillium janthinellum VUO 10201, tous isolés de différents sols
contaminés. Ils ont montré que le consortium bactérien VUN 10009 ainsi que la souche
S. maltophilia VUN 10010 pouvaient dégrader 250 mg/L de pyréne aprés 56 jours et
entre 6 et 12 % de chrysene, benz[a]anthracéne, benzo[a]pyréne et de
dibenz[a, hlanthracéne (50 mg/L) lorsque chaque HAP était présent comme seule source
de carbone dans un milieu minimal minéral. Lorsque le pyréne était ajouté aux cultures.
des taux de dégradation de 10 & 32 % respectivement ont été observés pour les divers
HAP. Le champignon P. janthinellum VUO 10201 était incapable de croitre ou de
dégrader les HAP lorsqu'ils étaient présents comme seule source de carbone mais pouvait
les co-métaboliser lorsque placés dans un milieux plus riche. Lorsque des co-cultures
champignons-bactéries ont été préparées, 16 et 25 % du '‘C-benzo[a]pyréne
respectivement ont été minéralisés en '*CO, apres 49 jours avec les co-cultures
constituées de P. janthinellum et du consortium bactérien ainsi qu’avec les co-cultures de
P. janthinellum et de S. maltophilia. Aucune minéralisation n’a été observée lorsque
chacun d’eux était seul en culture. Des augmentations de la dégradation entre 9 et 40 %
ont aussi été observées pour les divers HAP avec les cultures champignon-bactéries avec
une augmentation de 2 log des comptes bactériens et de 50 & 70 % du poids sec des
champignons aprés 56 jours.

L’inoculation de co-cultures dans un sol contaminé a aussi permis d’obtenir une

augmentation significative dans la minéralisation du benzo[a]pyréne (53 % du '*C-
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benzo[a]pyréne ajoutés a un sol contaminé ont été récupérés sous forme de ""CO, aprés
100 jours) accompagnée d’une réduction de la toxicité du sol par rapport aux essais

effectués avec les cultures individuelles.

3.4 Voies métaboliques

Il existe trois principales voies de dégradation aérobies des HAP, celle impliquant
une attaque initiale par une monooxygénase, par une dioxygénase ou par une péroxydase
(figure 2). Pour la plupart des bactéries ainsi que quelques algues vertes, la dégradation
des HAP se fait a I’aide de dioxygénases avec introduction de deux groupes hydroxylés
pour former un catéchol. Une fois le composé aromatique hydroxyl¢, il v a soit ouverture
du cycle en position 1,2 (ortho) a ’aide d’une pyrocatéchase ou en position 2.3 (méta) a
Iaide d’une métapyrocatéchase. Une fois ouvert, le restant du cycle est oxydé et il y a
ouverture du prochain cycle selon le méme mécanisme (Bouchez et al.. 1996b: Cerniglia
et al, 1992, 1994; Sutherland et al., 1995). Plusieurs études complétes sur les voies
métaboliques des HAP légers comme le naphtaléne, | anthracéne et le phénanthréne ont
€té publies avec l'identification des mécanismes enzymatiques et de la régulation
génétique. Les voies de dégradation des HAP lourds sont cependant encore tres peu
connues. A part le pyréne pour lequel les voies métaboliques de dégradation et les
mécanismes enzymatiques ont été partiellement élucidés (Heitkamp er al.. 1988b, 1988c:
Walter et al., 1991), trés peu est connu sur les voies de dégradation du benz[a)anthracéne
et du benzo[a]pyréne et encore moins sur le chryséne (Bouchez ef al.. 1996b: C erniglia.
1993; Sutherland et al., 1995).

L’utilisation des monooxygénases du cytochrome P-450 pour attaquer les HAP
avec formation de trans-dihydrodiols est la voie principalement utilisée par les
mammiferes, les champignons non-ligninolytiques et quelques algues pour détoxifier et
éliminer les xénobiotiques. Il s’agit d’un systéme 4 plusieurs composants souvent associé
a la membrane cellulaire et avec un large spectre d’action contrairement aux
diooxygénases qui ont plutdt une spécificité de substrat étroite envers une famille de
composés (Bouchez et al., 1996b; Cerniglia, 1993; Sutherland e al., 1995). Les micro-

organismes qui utilisent cette voie pour dégrader les HAP ne peuvent les utiliser comme
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seule source de carbone et nécessitent la présence d’autres sources d'énergie plus
facilement assimilables.

Les champignons de la pourriture blanche sont les seuls a utiliser des ligninases
pour dégrader les HAP. Etant trés peu spécifiques. ces enzymes permettent a des
champignons poussant sur d’autres sources de carbone de dégrader de nombreux
polluants comme les HAP. Les ligninases s’attaquent aux cycles aromatiques des HAP
en y ajoutant deux atomes d’oxygénes pour former des quinones ce qui mene

ultérieurement a I’ouverture du cycle aromatique.
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Figure2: Mécanismes de dégradation des HAP (Bouchez er al., 1996b)

24



4 Augmentation de la biodisponibilité des HAP

La faible biodisponibilit¢ des HAP lourds est l'une des raisons principales
expliquant les faibles taux de dégradation observés dans I’environnement et la difficulté a
isoler des souches bactériennes pouvant croitre sur ces derniers lorsque présent comme
seule source de carbone. Dans le but d’augmenter la biodisponibilit¢ des HAP en
cultures liquides, plusieurs méthodes comme I’utilisation de meilleures techniques de
brassage, I’ajout de surfactants naturels ou synthétiques, 1’ajout de solvants organiques
miscibles a I’eau et 1’ajout de solvants hydrophobes non miscibles ont été essayés (Déziel
et al., 1999).

Il y a deux fagon d’augmenter la biodisponibilit¢ d'un composé solide. soit en
améliorant son taux de transfert de masse vers la phase aqueuse ou en augmentant sa
solubilité. Une méthode couramment utilisée pour améliorer le taux de transfert de masse
est d’augmenter la surface de contact entre le substrat et la phase aqueuse a l'aide
d’agitations mécaniques.

Une autre méthode pour améliorer la biodisponibilité d un composé est par 1'ajout
d’agents tensioactifs comme les surfactants. Beaucoup d’articles ont été publiés depuis
quelques années sur I'utilisation de surfactants pour augmenter la biodisponibilité des
HAP (Déziel et al., 1996; Grimberg et al., 1994; Jimenez et Bartha, 1996; Providenti er
al.. 1995; Thibault et al., 1996; Tsomides et al., 1995; Volkering et al., 1995). Les
surfactants sont des molécules amphiphiles constituées de deux péles, un hydrophobe et
lautre polaire qui peuvent étre d’origine synthétique ou biologique. L ajout de
surfactants permet de réduire la tension superficielle et d’augmenter la solubilisation.
I’émulsion et la dispersion d’un composé hydrophobe peu soluble. Cependant. plusieurs
probleémes reli€s a I'utilisation de surfactants ont été identifiés comme leur toxicité envers
les micro-organismes et la séquestration des composés a l'intérieur des micelles de
surfactant.

D’autres études ont été effectuées sur I’utilisation de solvants miscibles a 1’eau
pour augmenter la solubilit¢ des HAP. Ces méthodes ont permis d’augmenter
significativement les taux de dégradation des HAP lourds pour certaines souches déja
connues pour leur capacité de dégradation de ces composés (Caldini et al., 1995; Jimenez

et Bartha, 1996). Malgré la publication de résultats positifs, ’ajout de solvants a des
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milieux de cultures reste problématique a cause de leur toxicité envers la majorité des
micro-organismes a des concentrations supérieures a 0,1 % (v/v) (Inoue et Horikoshi,
1991; Vermue et al., 1993).

Une méthode beaucoup plus prometteuse pour augmenter la biodégradation et
favoriser 1'isolement de micro-organismes capables de dégrader des composés peu
solubles et/ou toxiques comme les HAP lourds a été suggérée par certains auteurs
(Ascon-Cabrera et Lebeault, 1993; Boethling, 1984; Collins et Daugulis. 1997a. 1997b:
Kohler et al., 1994; Rezessy-Szabo et al., 1987; Vanneck er al., 1995: Villemur et al..
2000). Elle consiste & ajouter un solvant hydrophobe non miscible a 1’eau, qui ne sert
pas de source de carbone et qui est non toxique pour les micro-organismes. Les cultures
qui en résultent contiennent donc deux phases liquides, une phase aqueuse dans laquelle
les micro-organismes vont croitre et une phase hydrophobe contenant le composé
insoluble. Le composé insoluble et/ou toxique va donc diffuser dans le milieux aqueux
selon son coefficient de partition et sera ensuite dégradé par les micro-organismes. Cette
technique a été utilisée avec succés par Ascon-Cabrera et Lebault (1993) pour isoler
plusieurs micro-organismes pouvant dégrader le 1.2 dichlorobenzéne et le 1.2.3-
trichlorobenzéne. Ils y sont parvenus en utilisant des cultures biphasiques contenants 20
% (v/v) d’huile de silicone comme phase hydrophobe non biodégradable dans lequelle les
composés €taient dissous. Les cultures étaient agitées constamment afin d augmenter la
surface de contact entre I’huile et la phase aqueuse, favorisant ainsi le transfert de masse
et permettant d’améliorer le taux de biodégradation. Un systéme trés semblable utilisant
I’huile de silicone pour augmenter la biodégradation d’'un mélange de 5 HAP a aussi été
utilisé avec succés par Vanneck et al. (1995) et démontre bien le potentiel de cette
technique pour I’isolement et I'étude de souche pouvant dégrader les HAP lourds.

Des cultures biphasiques avec huile de silicone ont aussi été utilisées par Gardin
et al. (1999) pour dégrader jusqu’a 10 g/L d’un mélange de xyléne et d’acétate de butyle.
Ils ont obtenu une dégradation globale des deux composés de 63 mg/L par heure a 1'aide
d’un consortium de 7 souches. Sans I’utilisation de cultures biphasiques. avec la phase
hydrophobe servant de réservoir pour les composés xénobiotiques. une concentration

aussi élevée aurait été toxique pour les micro-organismes présents dans le milieu.
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Des bioréacteurs a deux phases liquides ont aussi été utilisés par certains groupes
pour dégrader des polluants industriels comme le phénol (Collins et Daugulis, 1997a.
1997b; Cruickshank et al., 2000a, 2000b), le benzéne, le toluéne et le p-xyléne (Collins et
Daugulis, 1999a, 1999b). Villemur ef a/. (2000) ont quant a eux utilisé des bioréacteurs a
deux phases liquides pour augmenter la dégradation des HAP lourds dans le sol. Ceci
leur a permis d’enrichir un consortium bactérien a partir d'un sol contaminé au créosote
et d’obtenir de bons taux de dégradation pour le pyréne (19 mg/L par jour). le chrysene
(3,5 mg/L par jour) et le benzo[a]pyréne (0.94 mg/L par jour) par rapport aux

bioréacteurs a une seule phase liquide.



MATERIEL ET METHODES



1 Isolement d’une souche bactérienne dégradant le chryséne

1.1 Flore indigéne de la sabliére Thouin

Le sol utilis¢é comme source de micro-organismes a été prélevé a la
sabliere Thouin. Celle-ci est située a 1I’Assomption dans la région de Montréal et fut
utilisée entre 1966 et 1968 pour éliminer divers déchets industriels, dont des boues
huileuses, des résidus de chaux, des barils de graisse et divers matériaux de construction.
Les contaminants identifiés sur le site appartiennent principalement & la famille des
hydrocarbures, dont une forte concentration de HAP. Le mélange de sol utilisé au cours
de ces travaux provenait d’un échantillonnage, effectué en juillet 1993, de plusieurs
emplacements sur le site de la sabliere Thouin. Nommé R20-27, il avait été entreposé a
4°C en absence de lumiére pour minimiser tout changement dans la microflore indigéne.
Cest de ce mélange que provenaient les micro-organismes utilisés pour ensemencer les
cultures initiales.

Pour préparer les cultures initiales, deux fois 500 g de sol de la sabliére ont été pesés
et ajoutés séparément a deux bouteilles de 1 litre contenant chacun 200 mL de milieu
minimal minéral Bushnell-Hass (BH) (0,2 g/L de sulfate de magnésium, 0.02 g/L de
chlorure de calcium, 1 g/l de phosphate de monopotassium, 1 g/L de phosphate
d’ammonium, 1 g/L de nitrate de potassium et 0,05 g/L de chlorure de fer) (Difco.
Detroit, MI). Les bouteilles ont été agitées vigoureusement pendant 20 minutes puis elles
ont €t¢ laissées au repos pendant 5 minutes afin que le sol puisse sédimenter. Les
surnageants contenant les micro-organismes provenant du sol ont été récupérés et
centrifugés a 800 x g pendant 10 minutes a 4°C pour éliminer les particules de sol
résiduelles. Les surnageants ont ensuite été récupérés ensemble et centrifugés a 18500 x
g pendant 10 minutes a 4°C. Les micro-organismes sédimentés ont été lavés avec du
milieu BH et puis centrifugés de nouveau a 18500 x g. Le culot a été récupéré dans 25
mL de milieu BH afin d’obtenir une forte concentration de micro-organismes. Les
milieux de culture biphasiques (voir section 1.2.1) ont été ensemencés avec 2.5 mL de cet

inoculum (5 % (v/v)).
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1.2  Techniques d’isolement

1.2.1 Milieux de culture biphasiques

Des cultures biphasiques, composées d'une phase hvdrophobe (huile de silicone)
et d'une phase aqueuse (milieu minimal minéral), ont été utilisées pour sélectionner les
bactéries responsables de la dégradation du chryséne. Pour ce faire. des volumes de 50
mL de milieu minimal minéral BH ont été ajoutés a deux fioles de 500 mL. Ensuite 10
mL de diméthylpolysiloxane (huile de silicone) ayant une viscosité de 20 centistokes
(Sigma, St-Louis, MO) et contenant 60 mg de chryséne (Aldrich, Milwaukee, WI) par
litre d’huile ont été ajoutés a chaque fiole. Une quantité de 3 g de sol de surface non-
contaminé, prélevé sur un terrain résidentiel dans la région de Montréal. a aussi été
ajoutée aux cultures biphasiques. Les milieux de culture ont ensuite été stérilisés a
I’autoclave pendant 20 minutes 4 121°C avant d’étre ensemencés avec un volume de 0.5
mL d’une suspension de la microflore de la sabliére Thouin. Les deux cultures ont été
placées a 31°C et agitées a une vitesse de 200 rpm dans un incubateur, modéle G-53

(New Brunswick Scientific, New Brunswick, NJ).

1.2.2 Repiquages et dilutions

La diversité microbienne retrouvée dans un échantillon de sol étant trés élevée,
des repiquages successifs en milieux frais accompagnés de fortes dilutions ont été
effectués. Le chryséne étant la seule source de carbone dans ces cultures a ’exception de
la faible quantité de matiére organique présente dans les 3 g de sol ajoutés, cette fagon de
faire avait pour but d’éliminer les bactéries indigénes de la sabliére Thouin qui ne
pouvaient dégrader le chryséne. Pour tous les repiquages. la culture avec le taux de
dégradation du chryséne le plus élevé a été utilisée pour inoculer la prochaine série de
cultures.  Donc, aprés deux semaines d’incubation. des volumes de 0.5 mL ont été
prélevés de I'une des cultures biphasiques inoculées avec la microflore indigéne de la
sabliére contaminée. Ceux-ci ont servi 4 inoculer deux cultures biphasiques fraiches qui
a leur tour servaient, aprés deux semaines d’incubation, a inoculer deux autres cultures
fraiches. Apres trois repiquages dans ces conditions des séries de dilutions ont été

effectuées a partir de ces cultures. Les dilutions ont été effectuées en prélevant un



volume de 0,5 mL de I’une des cultures dans une éprouvette contenant 4.5 mL de milieu
BH stérile. Aprés une agitation vigoureuse, un volume de 0,5 mL a été prélevé et ajouté
a une autre éprouvette contenant elle aussi 4,5 mL de milieu BH stérile. Cette procédure
a été effectuée jusqu'a un facteur de dilution de 10°. Des volumes de 0,5 mL de la
culture originale et des dilutions 10° a 10 ont été inoculés dans de nouvelles cultures
biphasiques et ces derniéres ont été incubées a 31°C tel que décrit auparavant.

Suite aux analyses, la culture ayant été ensemencée avec I'inoculum le plus dilué,
mais qui présentait une activité de biodégradation du chryséne, a été diluée et repiquée de
nouveau tel que décrit plus haut. Ces repiquages en série avec dilutions allant de 107 a
10® ont été effectués une dizaine de fois, aprés quoi deux autres repiquages avec une

dilution de 10 ont été effectués.

1.2.3 Cultures sur gélose

Afin d’isoler une souche pure dégradant le chryséne, des étalements sur gélose
R2A (BBL, Cockeysville, MD) ont été effectués a partir des cultures biphasiques ayant
€té ensemencées avec I'inoculum le plus dilué et présentant toujours une activité de
biodégradation du chryséne. Un échantillon de 0,5 mL de la phase aqueuse de ces
cultures a été ajouté & 4,5 mL de milieu BH et dilué plusieurs fois comme décrit plus
haut. Des échantillons de 0,1 mL de ces dilutions (10 a 10°) ont ensuite été étalés sur
gélose R2A et incubés a température de la piéce pendant une semaine. Les colonies ainsi
isolées ont alors été repiquées 3 fois sur gélose R2A pour s’assurer de leur pureté avant
d’étre utilisées pour ensemencer des milieux de culture biphasiques frais. Cette méthode
a permis d’isoler deux souches pures, I'une formant des colonies oranges et l'autre des
colonies jaunes. Des cultures biphasiques ensemencées avec ces colonies ont montré que
seul les colonies oranges pouvaient dégrader le chryséne. La souche pure ainsi isolée fut

nommeée souche ML1.



2 Conservation de la souche ML1

Afin de conserver la souche ML1 et d’empécher que le phénotype de cette
derni€re change avec le temps. la souche a été lyophilisée. Pour ce faire, la biomasse de
trois géloses R2A a été récupérée aprés 5 jours d'incubation a température de la piéce et
ajoutée a 10 mL d’une solution de lait écrémé 1 % (p/v) stérile. Ensuite, cette solution a
¢té répartie par volume de 0.5 mL dans des ampoules a lyophilisation. Ces ampoules ont
été congelées rapidement en les plagant dans un récipient contenant du glycérol et de la
glace séche. Une fois congelées, les ampoules ont été placées sur l’appareil a
lyophilisation, jusqu'a ce que toute I’eau présente dans les ampoules, sous forme de glace.
se soit sublimée. Une fois la lyophilisation terminée, les tubes ont été scellés
hermétiquement en faisant fondre le verre a 'embouchure des tubes.

Des tubes congelés ont ensuite été préparés a partir d’une ampoule lyophilisée en
transférant le contenu dans 70 mL de milieu R2A stérile. Apres deux jours d’incubation
a 29°C. 30 mL de glycérol ont été ajoutés a la culture avant de la répartir dans des tubes
de 10 mL. Ces tubes ont été congelés a - 70°C et ont servi d’inoculum de départ pour les

différentes expériences effectuées avec la souche ML1.

3 Identification
3.1 Séquencage de géne de PARNr 16S

L’ADN de la souche MLI a été extrait en suspendant une colonie de la souche
ML1 dans un micro-tube de 1,5 mL contenant 300 uL de tampon TEN (Tris HCl 10 mM
pH 8, EDTA 1 mM, NaCL 100 mM) et en la plagant dans de 1’eau bouillante pendant 5
min Le tube a ensuite été refroidi sur glace et centrifugé & 16000 x g pendant 5 min a
25°C. Le sumageant, contenant I’ADN de la souche ML1, a été récupéré et conservé au
congélateur a -20°C jusqu’a son utilisation comme matériel de départ pour amplifier le
géne de I’ARNr 168.

La réaction d’amplification par PCR a été effectuée dans un volume de 32 pL
compose de 50 pL du « cocktail » [40,5 uL d’eau déionisée stérile. 5 uL de tampon
polymérase 10 x (Pharmacia, Baie-d Urfe, Que), 1 pL de chacun des amorces

universelles pA et pH (10 pmol/uL) correspondant respectivement aux nucléotides 8 4 27



et 1541 a 1522 de la séquence du géne de I’ARNr 16S d’E. coli (Dagher ef al.. 1997), 1
uL de dNTP (200 pmol/uL), 1 pL de BSA (« Bovine Serum Albumin ») (100 pg/mL).
0,5 puL de polymérase (5 U/uL)] et de 2 HL de I’ADN de la souche ML1 (environ 50 a
100 ng). Le mélange était protégé de I’évaporation par ajout en surface de 30 uL d’huile
minérale stérile. Les conditions du PCR sur I"appareil DNA Thermal Cycler 480 (Perkin-
Elmer, Norwalk, CT) ont ét¢ les suivantes : 3 min & 80°C pendant lesquelles I'ADN de la
souche ML1 était ajouté (« hot start »), 5 min & 94°C, 5 min & 55°C suivi de 35 cycles de
2 min a 72°C, 40 sec 4 94°C, 1 min 4 55°C et finalement | cycle de 10 min & 72°C.

Une fois la réaction terminée, les deux tubes 2 PCR ont été combinés dans un
micro-tube de 1,5 mL et le volume complété a 200 pL avec de I’eau stérile. L’ADN a été
purifié par extraction avec 1 vol. de phénol/chloroforme/isoamyl (50:49:1) suivi d’une
extraction avec 1 vol. de chloroforme/isoamyl (24:1). Aprés récupération de la phase
aqueuse, I’ADN a été précipité en ajoutant 1/10 vol. d’ammonium acétate 3 M (AcNH,)
et 2 vol. d*éthanol 95 % suivi d’une incubation de 12 h 3 -20°C et d’une centrifugation de
20 min a 16000 x g et 4 25°C. Le surnageant a €té vidangé et le culot lavé avec 500 pL
d’éthanol 70 % et resuspendu dans 10 uL d’eau déionisée stérile (Sambrook et al.. 1989).
Une migration par électrophorése sur gel d’agarose de 1 % (p/v) a 82 volts pendant 1
heure a été effectuée pour s’assurer de la présence d'un unique fragment d’ADN de 1.5
Kb.

Le fragment d’ADN a par la suite été ligué au vecteur pGEM®-T (Promega.
Madison, WI) en ajoutant 2 pL de ’ADN 3 un micro-tube contenant 1 pL du tampon
« T4 DNA Ligase », 1 pL du vecteur PGEM®-T, 1 uL de « T4 DNA Ligase » et 5 uL
d’eau déionisée. Le tout a été bien mélangé et incubé pendant 12 h 4 4°C. Le produit de
ligation a ensuite été transformé dans la souche E. coli XI1-bleu (Bullock er al.. 1987)
par la méthode au chlorure de calcium (Sambrook es al., 1989). Une fois la
transformation terminée, un volume de 200 UL a été incubé sous agitation & 37°C pendant
45 min dans une fiole contenant 800 1L de milieu SOC (20 g/L bacto-tryptone, 5 g/L
bacto-yeast extract, 0,5 g/L de NaCl, glucose 10 mM). Les transformants ont été étalés
sur du milieu SOB solide (20 g/L bacto-tryptone, 5 g/L bacto-yeast extract. 0.5 g/L de
NaCl, agar 1,5 % p/v) contenant les produits de sélection appropriés (ampicilline 100
mg/L, X-Gal 40 mg/L et IPTG 400 mg/L) et incubés pendant 16 h a 37°C. Une

33



construction contenant le vecteur pGEM®-T avec I’insert donnera des colonies blanches
tandis qu’une construction avec le vecteur seul sans |'insert donnera des colonies bleues.

Une dizaine de colonies blanches ont été sélectionnées a partir du Pétri et ont été
repiquées dans des tubes stériles contenant 2 mL de milieu SOC suivi d'une incubation
sous agitation de 12 heures a4 37°C. Trois tubes avec une forte croissance ont été
sélectionnés et I’ADN a été extrait selon la méthode phénol/chloroforme/isoamy| décrite
précédemment. L’ADN prélevé dans la phase aqueuse (200 pL) a été précipité par ajout
de 50 pL de AcNH,4 10N et 2 vol. d’éthanol 95 % suivi d’une incubation de 15 minutes
au congélateur (-20°C) et d’une centrifugation de 10 min a 16000 x geta25°C. Le culot
restant a été lavé avec 500 pL d’éthanol 70 % et resuspendu dans SO uL de RNAse 10
pg/mL. L’ADN a été migré sur gel d’agarose 1% (p/v) afin de s’assurer de la présence
de I'insert de 1,5 Kb.

Apres vérification de la présence de I'insert de 1,5 Kb dans les transformants. une
culture a été effectuée dans 5 mL de milieu SOB avec ampicilline (100 pg/mL). Les
transformants ont été incubés sous agitation pendant 12 h & 37°C apreés quoi le contenu a
€té récupéré pour une purification plasmidique sur colonne QIAprep (Quiagen,
Mississauga, Ontario). Le matériel utilisé ainsi que le protocole ont été fournis par le
manufacturier. Aprés purification. 1'’ADN plasmidique a été resuspendu dans 10 nlL
d’eau et sa concentration calculée par D.O.¢0280 avant d’étre envové au service de
séquengage.

L’ADN a été séquencé sur un appareil ABI Prism 377 a I"aide du kit de séquencage
« BigDye Terminator Cycle Sequencing Ready Reaction Kit » (PE Applied Biosystems.
Mississauga, Ontario). Une quantité¢ de 1 pg d’ADN double brin a été utilisée pour
chaque réaction. Les amorces 533R (5> TTACCGCGGC(AG)GCTGGCAC 37, Sp6 (5
ATTTAGGTGACGACACTATA 3°), T7 (5" CCCTATAGTGAGTCGTATTA 3°). R6
(5’ CCGTCAATTCATTTGAGTIT 3’) et R9 (5" CATTGTAGCACGTGTGTA 37) ont
été utilisées pour les réactions de séquencage. Les séquences ont été analysées et
corrigées & I'aide de logiciel Chromas version 1.42 (« School of Biomolecular and
Biomedical Science », Brisbane, Australie ) et puis les divers séquences ont été alignées

et placées bout & bout pour obtenir la séquence total du géne de I'ARNr 16S de la souche



MLI1. La séquence a par la suite été déposée dans GenBank (# d’accés AY026948) et

soumise pour analyse & I’aide du programme BLAST.

3.2 Analyses biochimiques

Afin de confirmer I'identité de la souche ML1 et pour la caractériser d"avantage.
des tests biochimiques ont été effectués. Les galeries API 20 et 20-E (bioMérieux, St-
Laurent, Que) ont été utilisées pour ces tests. Les colonies de la souche ML1 utilisées
pour ensemencer les galeries provenaient d’une culture sur gélose R2A de 5 jours
incubée a la température de la piéce. Les galeries ont ensuite été incubées pendant 11
Jours dans I’obscurité 4 la température de la piéce apres quoi les lectures ont été
effectuées. Les résultats ont été analysés a 1'aide d’un logiciel d’interprétation de
données APILAB PLUS version 3.2.2 (bioMérieux).

3.3 Présence de génes de dégradation des HAP

3.3.1 Préparation de ’ADN génomique

Un volume de 1 mL d’une culture de 3 jours de la souche ML1 en milieu R2A a
¢té prélevé et centrifugé a 3000 x g pendant 5 min a 25°C. Le culot a été resuspendu
dans 1 mL de tampon TEN avec 5 mg de lysozyme frais et incubé 10 min a 37°C.
Ensuite, 100 pL de SDS 20 % (p/v), 10 pL de B-mercaptoéthanol ainsi que 100 pg de
protéinase K préalablement dissout dans 100 uL de TEN ont été ajoutés. L ADN a été
purifié a ’aide de trois extractions consécutives, la premiere avec 1 vol. de phénol suivi
d’une extraction au phénol/chloroforme/isoamyl (25:24:1, v/v) et d'une extraction au
chloroforme/alcool isoamyl (24:1, v/v) (Sambrook ef ai.. 1989). Ensuite, 2 pL de RNase
10 pg/mL ont été ajoutés a la phase aqueuse et le tout a été incubé 15 min 4 37°C. Deux
volumes d’éthanol 95 % (v/v) ainsi que 50 pL de AcNH, 10 N ont été ajoutés et le micro-
tube a été centrifugé a 6000 x g pendant 10 min a 25°C pour faire précipiter I'ADN. Le
culot a ensuite été lavé avec 500 pL d’éthanol 70 % et ressuspendu dans 100 pL d’eau.

La concentration de I’ADN a été calculée en mesurant la D.O. 4 260-280 nm.

LS
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3.3.2 Réaction de PCR

Deux séries de réaction d’amplification par PCR ont été effectuées selon la méme
méthode mentionnée précédemment (voir section 3.1). I’une en utilisant une température
d’appariement des amorces de 55°C et I'autre avec une température de 50°C. Les
réactions de PCR avec température d’appariement des amorces de 55°C ont été effectudes
seulement avec I'’ADN de la souche ML] tandis que ceux avec une température
d’appariement de 50°C ont été effectuées avec I’ADN de la souche ML1 et celui d'un
témoin positif, I’ADN de la souche Sphingomonas sp. 19R. Les amorces universelles PA
et pH ainsi que les paires d’amorces Diox G et Diox D. Fer Bam H et Fer Eco et Isp avec
Red (Dagher er al., 1997) des genes codants pour la voie catabolique supérieure du
naphtaléne et retrouvés dans les opérons nah, dox et nah ont été utilisées pour les
réactions. Les produits de la réaction ont ensuite été migrés par €lectrophorése sur gel

d’agarose de 1% (p/v) 4 82 volts pendant 1 heure.

4 Conditions de culture standard
4.1 Préparation de Pinoculum

Une fois que la souche ML] a été isolée, lyophilisée et puis congelée, toutes les
expériences subséquentes d’identification et de caractérisation ont été effectuées a partir
des tubes congelés de la souche ML1. Ces derniers ont été utilisés pour ensemencer des
bouteilles de 250 mL contenant 50 mL de milieu R2A liquide stérile (24 mg/L de
magnésium sulfate, 0,25 g/L de tryptone, 0,3 g/L de potassium phosphate dibasique. 0.5
g/L d’extrait de levures, de dextrose et d’amidon, 0.75 g/L de peptone, 0.24 mL d’acide
pyruvique, p.H 7,2 + 0,2) . Les bouteilles ont été incubées a 31°C pendant 2 jours sous
agitation jusqu’a I’obtention d’une densité optique de 0,3 & 600 nm. Ces cultures en

milieu R2A ont par la suite servi a ensemencer les divers milieux de culture utilisés,

4.2 Cultures biphasiques
L’huile de silicone utilisée dans les cultures biphasiques a été préparée en ajoutant
30 mg de chryséne 4 500 mL d’huile de silicone. L’huile a ensuite été placée dans un

incubateur & 70°C pendant une heure et mélangée dans un bain 4 ultrasons (Cole-Parmer,
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L’extraction du chryséne a été effectuée en ajoutant 50 mL d’acétate d’éthvle et en
agitant vigoureusement pendant 5 min Le tube a par la suite été centrifugé 5 min 4 5000
rpm et I'acétate d’éthyle a été prélevé et transféré dans un ballon de 100 mL. Cette
procédure a été répétée deux autres fois avec 40 mL d’acétate d’éthyle jusqu'a
I'obtention d’un volume de 100 mL d'acétate d’éthyle dans le ballon. Une fois
I"extraction complétée, 4 mL d’acétate d’éthyle contenu dans ballon ont été prélevés et
¢vapores a 70°C dans un tube conique. Aprés 1'évaporation, le chryséné a été resolubilisé
dans 2 mL de DMF et 0,5 mL de ce dernier a été prélevé et mélangé a 0.5 mL
d’acétonitrile contenant 0,2 % (v/v) d’acide acétique. Le chryséne présent a ensuite été

analysé par HPLC (section 9.1.1).

S Spectre de dégradation des HAP
5.1 HAP seuls

Afin de déterminer la capacité de la souche ML1 & dégrader des HAP autres que
le chryseéne, plusieurs cultures biphasiques ont été préparées en remplacant le chryséne
par divers HAP. Les cultures ont été préparées, incubées et analysées de la méme facon
décrite pour les cultures biphasiques standards mais en substituant le chryséne pour
d’autres HAP. Les HAP testés étaient |’anthracéne, le phénanthréne, le fluoranthéne, la
benz[a]anthracéne, le pyréne, le benzo[a]pyrene, le péryléne, le benzo[b]fluoranthéne. le
benzo[k]fluoranthéne, le dibenz[a h]anthracéne et le coronéne (Aldrich). La
concentration initiale du dibenz[a.k]anthracéne, du péryléne et du coronéne dans I’huile
¢tait de 30 mg/L tandis que la concentration des autres HAP dans I’huile était de 60

mg/L.

5.2 Chryséne avec autres HAP

Afin de vérifier si la présence de chryséne dans les cultures biphasiques pouvait
influencer la dégradation des autres HAP, des cultures biphasiques ont été préparées en
paralléle avec celles mentionnées plus haut contenant a la fois du chryséne ainsi que les

HAP respectifs. La concentration initiale du chryséne dans I’huile de silicone était de 60
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mg/L et la concentration initiale des autres HAP était la méme que lorsque ces derniers

étaient seuls dans le milieux.

5.3 Minéralisation

Des expériences de minéralisation ont été effectuées avec la souche ML1 afin de
vérifier si la biodégradation du chryséne observée dans les cultures biphasiques était
compléte (chryséne - CO, + H,O + biomasse). Ces expériences ont été effectuées dans
des bouteilles sérologiques de 100 mL ayant regu un compte de 45 000 désintégrations
par minutes (dpm) par bouteille de [5,6,11,12-"*C]-chryseéne (ChemSyn, Lenexa, KA).
Ces bouteilles ont été placées sous une hotte chimique pendant 1 heure afin que le solvant
ayant contenu le chryséne marqué puisse s’évaporer. Une fois le solvant évaporé. 35 mL
de milieu BH, 1,5 g de sol ainsi que 10 mL d’huile de silicone contenant 60 mg/L de
chryseéne ont été ajoutés. Une éprouvette de 5 mL a été placée dans chaque bouteille de
fagon a ce qu’elle repose  l'intérieur de la bouteille sans se renverser. Les bouteilles ont
ensuite €té scellées hermétiquement a I'aide de bouchons de Téflon avant détre
stérilisées. Une fois stériles, les milieux ont été ensemencés avec 0.5 mL d’une culture
de la souche ML1 et 1 mL d’une solution d’hydroxyde de potassium (KOH) 1 % (p/v) a
¢té placé dans les éprouvettes pour capter le CO,. Ces cultures ont été incubées en
absence de lumiére, a la température de la piéce et ont été agitées constamment a 200 rpm
dans un appareil New Brunswick modéle G-25 (New Brunswick Scientific).

Les prélevements de KOH ont été effectués a intervalles réguliers a l'aide
d"aiguilles et de seringues. Tout le KOH de I'éprouvette (1 mL) a été transféré dans une
fiole a scintillation. Un volume égal de KOH frais (1 % (p/v)) a été ajouté a 1'éprouvette
pour la rincer complétement. Ce volume a ensuite été combiné au premier dans la fiole a
scintillation. Finalement, 1 mL de KOH frais (1 % (p/v)) ainsi que de I'oxygeéne (6
Ib/po’) ont été ajoutés au tube et dans la bouteille, respectivement. L’ajout d oxygéne
permet d’éviter que ce paramétre devienne un facteur limitant pour la croissance
bactérienne. Un volume de 5 mL de liquide a scintillation Ultima Gold XR (Packard
Instruments, Meriden, CT) a été ajouté au KOH prélevé. La fiole a scintillation a ensuite
ete agitée vigoureusement puis le comptage effectué. La radioactivité a été déterminée a

I"aide d’un compteur 4 scintillation modéle LS 1701 (Beckman, Fullerton, CA) suivant le



programme de comptage de '*C. Les valeurs obtenues ont été exprimées en
désintégrations par minute (dpm).

Des cultures en bouteilles sérologiques de 100 mL. en absence de chrysene
marqué, ont aussi €té préparées en paralléle et incubées dans les mémes conditions. Ces
cultures ont servi a suivre les taux de dégradation du chryséne au HPLC par rapport au

chryséne minéralisé.

6 Importance du sol pour la dégradation du chryséne

Des cultures préliminaires effectuées pendant I’isolement de la souche ML1 ont
révélé I'importance du sol dans les milieux de culture biphasiques pour obtenir des taux
€levés de dégradation du chryséne. Ayant réussi 4 isoler une souche pure, des études ont
et¢ entreprises pour essayer d’identifier le facteur présent dans le sol qui serait

responsable des meilleurs taux de dégradation observés.

6.1 Confirmation de ’importance du sol

Afin de quantifier I’importance du sol pour la dégradation du chryséne. des
cultures biphasiques contenant 3 g de sol ont été préparées en paralléle avec d'autres
cultures sans sol. Des cultures ont aussi été préparées en remplagant le sol par 3 g de sol
pyrolysé. Ce sol a été chauffé a 550°C pendant 24 heures afin d’éliminer toute trace de
mati¢re organique. Ces cultures servaient i vérifier si les minéraux présents dans le sol

pouvaient améliorer les taux de dégradation du chryséne.

6.2 Extrait aqueux de sol

Des extraits aqueux du sol ont été effectués dans le but de simplifier les milieux
de culture biphasiques en éliminant la présence du sol. Les extraits ont été préparés en
faisant bouillir 300 g de sol dans un litre d’eau pendant 30 minutes et en le stérilisant a
I"autoclave pendant 1 heure 4 121°C. Une fois refroidi, I’extrait a été centrifugé a 18 500
x g pendant 20 minutes & 25°C pour faire sédimenter les fines particules de sol en

suspension et le surnageant a été filtré sur un papier-filtre Whatman 5 (Whatman.
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Maidstone, Kent). Un volume de 10 mL de I’extrait auqueux de sol a ensuite été ajouté a

la place du sol aux cuitures biphasiques.

6.3 Activation de la souche ML1 avec un extrait aqueux de sol.

Cet essai a été réalisé afin de vérifier si le sol agissait comme inducteur de la voie
de dégradation du chryséne. L’activation de la souche ML1 a été effectuée a partir d une
culture standard de la souche ML1 en milieu R2A liquide. Aprés 2 jours d’incubation. la
culture a été centrifugée a 18 500 x g pendant 10 min & 25°C afin de faire sédimenter les
bactéries. Le culot a alors été remis en suspension dans une bouteille contenant 20 mL de
milieu minimal minéral BH et 10 mL d’un extrait aqueux de sol. La suspension cellulaire
a ensuite été placée sur un incubateur rotatif pendant 4 heures a4 25°C. Une fois
I’incubation terminée, elle a été de nouveau centrifugée a 18 500 x g pendant 10 min a
25°C et le culots lavé avec 5 mL de milieu BH frais. Le culot a été centrifugé et lavé une

deuxiéme fois avant d’étre ajouté a des cultures biphasiques sans sol.

6.4 Extraits de sol avec solvants

Lors de ces expériences, des extractions de la matiére organique présente dans le
sol ont été effectuées avec de 1’acétate d’éthyle et de 'hexane a partir d’un extrait aqueux
de sol. Le but était d’identifier si les fractions organiques extraites par ces solvants
pouvaient activer la dégradation du chryséne. Un volume de 250 mL d’extrait aqueux a
d’abord été acidifié jusqu'a un pH inférieur a 3, avec de I’acide chlorhydrique. Ensuite.
deux extraits ont été effectués avec 100 mL d’hexane chaque fois, en brassant
vigoureusement les tubes sur un agitateur. Les tubes ont été centrifugés a 10000 x g
pendant 5 minutes a 4°C et le solvant récupéré. Par la suite, deux autres extraits ont été
effectués avec 100 mL chacun d’acétate d’éthyle selon la méme méthode. L’hexane
récupéré ainsi que ’acétate d’éthyle ont chacun été évaporés sur un évaporateur rotatif et
les extraits ont été resolubilisés dans 150 mL d’eau chacun. Des cultures biphasiques ont
ensuite été préparées avec ces extraits en ajoutant 20 mL de I’extrait a I’hexane a trois
cultures biphasiques contenant 50 mL de milieu BH ainsi que 20 mL d’huile. D’autres
séries de cultures biphasiques ont été préparées en ajoutant 20 mL de ["extrait a I'acétate

d’éthyle a des fioles contenant 50 mL de milieu BH et 20 mL d’huile. Une série de trois
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cultures a aussi été préparée en combinant 10 mL de chacun des extraits avec 50 mL de
BH et 20 mL d’huile. Des cultures biphasiques ont été préparées contenant 20 mL de
I’extrait de sol épuisé (phase aqueuse restant aprés les extractions avec les divers
solvants) avec 50 mL de BH et 20 mL d’huile. Des témoins positifs. contenant un extrait

aqueux de sol (voir section 6.2) ont aussi été prépares.

6.5 Extraits de sol avec charbon activé

Une stratégie d’extraction sur phase solide a aussi été utilisée. Pour ce faire, 20 g
de charbon activé (20-40 mesh, granulaire) (Aldrich) ont été ajoutés a 200 mL d'un
extrait aqueux de sol et le mélange a été agité vigoureusement pendant 18 heures sur une
plaque magnétique. Une fois sédimenté, le surnageant a été filtré sur un filtre Whatman 3
et conservé. Le charbon a par la suite été placé dans un incubateur 4 70°C pendant 2
heures. Une fois séché, le charbon a été lavé pendant 2 heures, sous agitation avec 120
mL de méthanol.

Des cultures biphasiques ont été préparées en ajoutant 30 mL de I'extrait de sol
épuisé (extrait aqueux de sol restant aprés 1’adsorption de sa matiere organique sur le
charbon activé) avec 40 mL de milieu BH. Une autre série a été préparée en évaporant

30 mL de I’extrait au méthanol dans une fiole avant d'y ajouter 70 mL de milieu BH.

6.6 Analyse de I’extrait aqueux par HPLC et par spectrométrie de masse

Ces tests ont été effectués pour identifier le facteur du sol responsable pour
1’augmentation de la vitesse de dégradation du chryséne observée suite aux expériences
précédantes. Pour ce faire, 200 mL d’un extrait de sol ont été agités pendant 12 h en
présence de 20 g de charbon activé. Le charbon a été récupéré et lavé avec 120 mL de
méthanol pendant 5 h. Le méthanol a par la suite été transféré dans deux ampoules et
évaporé sous vide. La matiére organique contenue dans chacune des ampoules a €té
pesée et puis resolubilisée dans 2 mL d’acétonitrile pour les analyses au HPLC. Pour les
analyses par chromatographie en phase gazeuse couplé a un spectre de masse (GC-MS).
’extrait de méthanol a été solubilisé dans un mélange de 0,25 mL de BSTFA (Bis
(trimethylsilyl) trifluoroacetamide) (Supelco, Bellefonte, PA) et 1,75 mL d’acétonitrile.

Un volume de 50 pL de ce mélange a été ajouté a une fiole contenant 25 uL. de BSTFA et



175 pL d’acétonitrile. La fiole a par la suite été scellée et incubée a 70°C pendant 30
minutes et I’échantillon injecté au GC-MS

Afin de s’assurer que les pics observées au HPLC ne provenait pas du charbon
activé, des témoins abiotiques ont été préparés en agitant le charbon avec 200 mL d’eau
pendant 12 h, suivi d’un lavage du charbon avec 120 mL de méthanol pendant 5 h. Le
méthanol a par la suite été évaporé dans des ampoules sous vide et les dépdts restants ont
été pesés. Les témoins abiotiques ont ensuite été resolubilisés dans les mémes volumes

que les fractions organiques pour analyse au HPLC et au GC-MS.

6.7 Remplacement du sol par d’autres matiéres organiques

Des cultures biphasiques ont été préparées en remplagant le sol par des composées
organiques que 1’on y retrouve. Les tests ont été effectués avec des acides humiques, de
la lignine hydrolitique, et des acides résiniques. Les cultures avec des acides résiniques
ont été préparées comme des cultures biphasiques standards en remplagant le sol par 0.3
mg d’acide abietic et d’acide palustric (Helix Biotech Corporation). Pour les milieux de
culture avec ajout d’acides humiques, ceux-ci ont été préparés comme des cultures
biphasiques sans sol avec ajout de deux concentrations différentes d’acides humiques.
Une série a été préparée avec ajout de 10 mg d’acides humiques (Aldrich) par fiole et une
autre série a €té préparée avec ajout de 50 mg d’acides humiques. D’autres cultures ont

¢té préparées avec ajout de 10 et 50 mg de lignine hydrolitique (Aldrich).

6.8 Remplacement du sol par des vitamines et des minéraux

Des cultures biphasiques ont été effectuées en remplagant le sol par 5 mL d une
solution de minéraux en trace et 5 mL d’une solution de vitamines. La solution de
minéraux en trace a été préparée en ajoutant a un litre d’eau 0,1 g de chacun des éléments
suivants : MnCl,, ZnCl,, CoCly;, H3BO3 et Na;MoQy. La solution de vitamines a été
préparée dans un litre d’eau en ajoutant 0,1 mg de vitamine By,, 2 mg de biotine. 2 mg
d’acide folique, 5 mg des éléments suivants : riboflavine. thiamine, acide nicotinique.
acide panthothénique, acide thiotique et acide p-aminobenzoic, ainsi que 10 mg de
pyridoxine. Les solutions ont été stérilisées par filtration sur une membrane de 0.2 pm de

porosité (Millipore, Bedford, MA) et ajoutées aux cultures aprés stérilisation.



6.9 Cultures biphasiques en milieu plus riche

Pour vérifier I’effet d’un milieu de culture plus riche sur la vitesse de dégradation
du chryséne, des cultures biphasiques ont été effectuées en substituant le milieu BH par
du milieu R2A. Une premiére série de cultures a été préparée dans des bouteilles de 250
mL en ajoutant 50 mL de milieu R2A liquide, 10 mL de milieu BH ainsi que 20 mL
d’huile de silicone contenant 60 mg/L de chryséne. Dans la deuxiéme série. 10 mL
d’extrait aqueux de sol ont été ajoutés a la place du milieu BH pour vérifier I'effet du sol
sur la vitesse de dégradation du chryséne dans un milieu plus riche. Des témoins
abiotiques composés de 50 mL de milieu R2A. 10 mL de milieu BH ainsi que 20 mL

d’huile de silicone ont aussi été prépareés.

7 Courbe de croissance

Pour effectuer la courbe de croissance de la souche ML1 en culture biphasique.
une culture activée en présence de sol a €té utilisée (voir section 6.3). Avant d’étre ajouté
aux milieux de cultures, le culot de la souche ML1 activée a été suspendu dans 6 mL de
tampon-phosphate salin (PBS) et dilué par un facteur de 10*. Puisque les cultures
biphasiques ont été effectuées en absence de sol ou d’extrait de sol, la seule source de
carbone présente dans les milieux était le chryséne. La courbe de croissance a été
effectuée en prélevant des échantillons de 0,1 mL de la phase aqueuse a intervalles
réguliers et en effectuant une série de dilutions dans des tubes coniques contenant 0.9 mL
de PBS. Les cultures ont été effectuées en triplicata de méme que chacun des
prélevements. Des étalements sur gélose R2A ont été effectués a partir des dilutions et,
aprés 5 jours d’incubation a température de la piéce, les comptes bactériens ont été
effectués. La densité de la population bactérienne a été obtenue en effectuant la moyenne
des 9 dénombrements (3 fioles avec 3 prélévements par fiole) pour chacun des intervalles

de temps.
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8 Identification des intermédiaires de dégradation du chryséne

8.1 Analyse de cultures monophasiques

Les premiers essais pour identifier les intermédiaires de dégradation ont été
effectués a ’aide de cultures monophasiques. Les cultures ont été préparées dans des
fioles de 500 mL contenant 3 g de sol. 70 mL de milieu BH et 11 mg de chryséne. Une
fois stérilisées, les cultures ont été inoculées avec 3 mL d’une culture en milieu R2A de
la souche ML1 et incubées sous agitation a 31°C pendant 20 jours. Des cultures
abiotiques non inoculées ont été préparées en paralléle dans les mémes conditions.

L’extraction des intermédiaires de dégradation a été effectuée en milieu acide,
dans des tubes de polypropyléne (Beckman, Mississauga, Ont). Les milieux ont été
acidifiés jusqu’a un pH inférieur & 3 avec I’ajout d’acide chlorhydrique. Les
intermédiaires ont été extraits deux fois avec 80 mL d’éther en mélangeant
vigoureusement le contenu des tubes sur un agitateur pendant 5 min Les tubes ont été
centrifugés a 10000 x g pendant 5 min a 4°C et |'éther récupéré. Les deux extraits a
I’éther ont été combinés et évaporés sur un évaporateur rotatif jusqu'a 1’obtention d un
volume final de 10 mL. Un volume de 50 pL d’éther a été prélevé et transféré dans une
fiole 8 GC contenant 100 pL. de BSTFA. La fiole a été scellée et incubée pendant 10
minutes a 70°C avant d’étre analysée par GC-MS.

8.2 Analyse de cultures biphasiques

Des essais pour identifier les intermédiaires de dégradation du chryséne ont aussi
été effectués en milieux de culture biphasiques sans sol (70 mL de milieu BH + 20 mL
d’huile). Une culture de la souche ML1 activée en présence de sol (voir section 6.3) a été
utilisée pour inoculer les milieux de cultures. Des témoins abiotiques ont été préparés de
la méme fagon et inoculés avec la souche ML1 avant d’étre stérilisés. Les cultures
biotiques et abiotiques ont été effectuées en quadruple. Aprés 10 jours d’incubation. la
concentration de chryséne dans chacune des cultures a été analysée au HPLC afin de
sassurer qu’il y a eu dégradation et les phases aqueuses respectives ont été récupérées
ensemble dans des ampoules a décantation.

Afin d’enlever toute trace d’huile de silicone résiduelle, quatre extractions ont été

effectuées en milieu basique avec un pH supérieur & 9; deux extractions avec 50 mL
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d’éther et deux autres avec 50 mL d’acétate d’éthyle. Pour chacune des extractions, les
ampoules ont été brassées vigoureusement pendant une minute, et les solvants ont été
jetés. Une fois I'huile enlevée, les phases aqueuses ont été acidifiées jusqu’a un pH
inférieur a4 3 en ajoutant de I’acide chlorhydrique. Ensuite, huit extractions ont été
effectuées, avec quatre solvants différents. Deux extractions ont été effectuées avec 50
mL d’éther, suivi de deux extractions avec 50 mL d’acétate d’éthyle, de deux autres avec
50 mL de dichlorométhane, et de deux extractions avec 50 mL de chloroforme. Tous les
extracts en milieu acide ont été récupérés ensemble et puis évaporés sur un évaporateur
rotatif. Une fois les solvants évaporés, I'extrait a été resolubilisé dans 2 mlL
d’acétonitrile. Un volume de 1 mL a été réservé pour une analyse par HPLC et par LC-
MS. L’acétonitrile restant a été évaporé et resolubilisé dans 1,75 mL d’acétonitrile et
0.25 mL de BSTFA. Un volume de 150 pL de cette suspension a ensuite été ajouté a une
fiole contenant 50 L de BSTFA. La fiole a été scellée. incubée & 70°C pendant 30 min

€t puis son contenu injecté au GC-MS

9 Analyses chimiques
9.1 HPLC

9.1.1 Analyse des HAP

Les HAP extraits des diverses cultures ont été analysés par HPLC. La colonne
utilisée était de type « phase inverse » Nova Pack C 18 (3.9 mm x 150 mm) (Waters
Corporation, Milford, MA). Le contrdleur (600 Controler), la pompe (600 Pump). le
détecteur (486 Tunable Absorbance Detector ). ainsi que 1'échantillonneur automatique
(717plus  automatic injector) sont de la compagnie Waters. Ces appareils étaient
controlés par un ordinateur régi par le logiciel Millénium (version 2,15). La phase
mobile était constituée d’eau et d’acétonitrile contenant 0,1 % (v/v) d’acide acétique.
Tous les HAP, a ’exception du coronéne ont été séparés par un gradient linéaire allant de
65 % d’acétonitrile et 35 % d’eau au départ et augmentant progressivement pendant 8
min & un débit de 2 mL/min jusqu’a 85 % d’acétonitrile et 15 % d’eau. Apres ce délai, la

concentration d’acétonitrile revenait rapidement 4 65 % et se maintenait a ce niveau
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pendant 2 minutes afin de rééquilibrer la colonne et de rétablir les conditions de départ
entre chaque injection. L’'absorbance était mesurée a la sortie de la colonne a une
longueur d’onde de 254 nm.

Le coronene a été séparé a 1’aide d’un gradient linéaire de 10 minutes allant de 75
% d’acétonitrile et 25 % d’eau au départ a 95 % d’acétonitrile et 5 % d’eau suivi d’un
plateau de 2 min Ensuite, la concentration d’acétonitrile et d’eau revenait rapidement a
75 et 25 % respectivement et se maintenait & ce niveau pendant 4 minutes afin de
rééquilibrer la colonne et de rétablir les conditions de départ entre chaque injection.
L’absorbance du coronéne était quant a elle mesurée a une longueur d’onde de 300 nm.

Afin de pouvoir quantifier les HAP, des courbes standards ont été effectuées pour
chacun des HAP utilisés. Ces standards ont été préparés en ajoutant des concentrations
précises de HAP (0, 5, 10, 25, 50, 100 ppm) dans de 1'acétonitrile et en l'injectant au
HPLC selon le programme d’analyse des HAP mentionné plus haut. Ces courbes ont
ensuite été utilisées par le logiciel Millénium pour déterminer la concentration des HAP

présents dans les divers échantillons prélevés.

9.1.2 Analyse des intermédiaires de dégradation et des éléments du sol favorables

la dégradation du chryséne

Ces analyses ont été effectuées avec un gradient linéaire allant de 10 %
d’acétonitrile et 90 % d’eau au départ et augmentant progressivement pendant 25 minutes
a un débit de 2 mL/min jusqu’a 100 % d’acétonitrile suivi d'un plateau de 3 minutes.
Aprés ce délai, la concentration d’acétonitrile revenait rapidement a 10 % et se maintenait
a ce niveau pendant 2 minutes afin de rééquilibrer la colonne et de rétablir les conditions

de départ entre chaque injection. La longueur d’onde utilisée pour détecter les composés

inconnus était de 254 nm.

9.2 GC-MS

Les analyses au GC-MS ont été effectuées avec un chromatographe en phase
gazeuse de modéle Varian 3500 couplé a un spectrométre de masse lon Trap 800

(Finnigan, USA). La colonne était de type HP-5 Trace Analysis (30 m x 0,25 mm x 0.25
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pm) (Hewlet-Packard, Arondale, PA) et le gaz porteur était I’'hélium. Le débit a la téte de
la colonne était de 2,4 mL/min et la pression de 24,7 PSI. Un échantillon de 1uL a été
injecté a 1’aide d’un injecteur automatique modéle Varian 8200cx. La température de
I’injecteur était de 250°C et la température de la ligne de transfert était de 270°C. Le four
a été programmé pour débuter avec une température initiale de 70°C pendant une minute
suivi de 4 augmentations par gradient d une durée totale de 22 minutes (5°C/min jusqu’a
115°C, 10°C/min jusqu’a 175°C, 20°C/min jusqu’a 300°C, et 30°C/min jusqu’'a 310°C)
et d’un plateau final de 4 minutes 4 310°C.

93 LC-MS

Des analyses par chromatographie liquide couplées 4 un spectre de masse ont été
effectuées avec un HPLC de modéle HP série 1100 (Hewlett Packard). La colonne
utilisée était de type « Hypersilods, 5 ym » (4.0 x 125 mm) (Hewlett Packard). Le
spectre de masse utilisé était de modele « Quatro II » (Micromass, Altrincham, UK). Un
volume de 100 uL de I'échantillon d’acétonitrile réservé pour 1’analyse par LC-MS
(section 8.2) a été injecté au HPLC avec un gradient linéaire allant de 10 % d’acétonitrile
et 90 % d’eau au départ et augmentant progressivement pendant 25 minutes a un débit de
2 mL/min jusqu’a 100 % d’acétonitrile suivi d’un plateau de 2 minutes. Aprés ce délai.
la concentration d’acétonitrile revenait rapidement 4 10 % et se maintenait & ce niveau
pendant 3 minutes afin de rééquilibrer la colonne et de rétablir les conditions de départ
entre chaque injection. La longueur d’onde utilisée pour détecter les composés inconnus
était de 254 nm. L’analyse par spectrométric de masse a été effectuée en mode
d’ionisation electrospray positif avec un balayage allant de 135 & 750 u.a. (unités
atomiques). Le cone était a 35 volts et Iextracteur a 7 volts avec une température 4 la

source de I’appareil de 120°C.
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1 Identification de la souche ML1

1.1 Caractéristiques biochimiques de 1a souche ML1

L"analyse du profil biochimique de la souche MLI, obtenu a 1’aide des tests
effectués sur galerie API 20 NE (tableau 3) a permis de 'identifier comme étant une
Sphingomonas paucimobilis avec 99.9% d’homologie. Les deux tests a 1'encontre de
cette identification étaient 1’assimilation du mannose (assimilation dans 75% des cas) et

I’assimilation de I’adipate (assimilation dans seulement 3% des cas).

Tableau 3 : Caractéristiques biochimiques de la souche ML1

Charactéristiques * Résultats ® | Charactéristiques * Résultats ®
NOj3 (réduction) - Mannose (ass) -
TRP (formation d'indole) - N-acétyl-gluc s 3
Glucose (fermentation) - Maltose (ass) o
ADH (arginine dihydrolase) - Gluconate (ass) )
URE (uréase) - Caprate (ss) -
Esculine (mydrolyse) + Adipate (ass) -
GEL (ydrolyse) - Malate (ass) *)
PNPG (8-galactosidase) i Citrate (ass) -
Glucose (ass) + Phényl-acétate (ass) -
Arabinose (ass) 3 Oxidase (cytochrome-oxidase) 2

* Tests biochimiques effectués sur galerie API 20NE
® . positif; -. négatif; (+), faiblement positif
(ass) = assimilation

1.2 Séquengage du géne de ’ARNT 16S

Le meilleur alignement de la séquence du gene de I’ARNr 168 a été obtenu avec
la souche Sphingomonas sp. DhA-95 avec 96% d’homologie. Des dix séquences ayant
données les meilleures alignements, neuf appartiennent a des souches du genre

Sphingomonas (tableau 4) dont six d’entre elles ont soit été isolées de sols contaminés
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aux hydrocarbures ou ont la capacité de dégrader les hydrocarbures aromatiques

polycycliques.
Tableau 4: Homologies avec le géne de I’ ARNF 16S de la souche ML1
Numéro Homologie
Espece d’accés avec la Origine
(GenBank) |souche ML1
Obtenu dans [’ Arctique
Sphi . DhA-95 AF177917 96%  |d’un sol contaminé aux
L o ¥ hydrocarbures, dégrade les
acides résiniques
Pseudomonas abikonensis AB021416 96%
IAM 12404T
Sphingomonas sp. K74 AJ009709 96% Dégrade le chlorophénol
Sphingomonas sp. MBIC3990 | AB025530 96% Dégrade les HAP
Sphingomonas sp. UN1F1 U37345 96% Dégrade les HAP
Isolé d'un sol dans
Sphingomonas sp. Ant17 AF184222 96% I'Antarctique. dégrade les
HAP
Sphingomonas sp. MBIC3992 | AB025572 95% Dégrade les HAP
Sphingomonas sp. IS5 AF157490 95%  |Dégrade le 2-
méthylphénanthréne
Sphingomonas sp. BRW?2 AF025350 95% Dégrade le dicamba
Sphingomonas sp. MBIC3020 | AB025279 95% Dégrade les HAP

2 Cultures biphasiques vs monophasiques

La comparaison des vitesses de dégradation du chryséne entre les milieux de
culture biphasiques et monophasiques a révélé que la souche ML1 pouvait dégrader le
chryseéne beaucoup plus rapidement en cultures biphasiques (figure 3). Les taux de
dégradation du chryséne étaient plus de trois fois plus rapides en cultures biphasiques
qu’en cultures monophasiques. De légeres baisses ont été obtenues dans les cultures
abiotiques mais celles-ci ont été jugées non significative a cause la faiblesse des

variations observées.
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Figure 3: Comparaison de la dégradation du chryséne par la souche ML1 en cultures
monophasiques et biphasiques



3 Spectre d’activité de la souche ML1

Des cultures biphasiques ont été préparées avec divers HAP allant de 3 4 6 cycles
afin de déterminer si la souche MLI. isolée par croissance sur le chryséne. pouvait
dégrader d’autres HAP.  Des cultures contenant du chryséne ainsi qu'un autre HAP ont
été préparées en paralléle afin d’étudier I'effet de la présence du chryséne sur leur

dégradation respective.

3.1 Cultures biphasiques avec HAP de 3 cycles

La souche ML1 n'a eu aucune difficulté a dégrader les deux HAP de 3 cycles
testés au cours de cette maitrise lorsque présents seuls en cultures biphasiques (tableau
5A). Des pourcentages de dégradation de 87 et 100 % respectivement ont été obtenus
pour I’anthracéne et le phénanthréne apres 6 jours. L ajout de chrvséne aux milieux de
cultures contenant de I’anthracéne a permis d’obtenir de meilleurs taux de dégradation de
ce dernier avec 100 % de dégradé apres 6 jours. Dans le cas du phénanthréne. aucune

augmentation significative du taux de dégradation a été observée en présence du

chryséne.

3.2 Cultures biphasiques avec HAP de 4 cycles

En plus de sa capacité a dégrader le chryséne (figure 4), la souche ML1 a aussi
dégradé d’autres HAP a 4 cycles dont le fluoranthéne et le benz[a]anthracéne lorsqu’ils
étaient seuls en cultures biphasiques (tableau 5B). Un maximum de 39.4 et 64.2 % du
benz[a]anthracéne et du fluoranthéne respectivement ont été dégradés apres 33 jours
contre 94,3 % pour le chryséne aprés 10 Jours. En présence de chrvséne. la souche ML1
est aussi parvenu a co-métaboliser 15,1 % du pyréne apres 33 jours.

Parmi ces HAP, les seuls a avoir eu un effet sur le taux de dégradation du
chryséne sont le fluoranthéne et le pyréne. Dans les cultures biphasiques contenant du
fluoranthéne et du chryséne, un ralentissement dans la vitesse de dégradation du chryséne
a ét¢ observé a partir de la quatriéme journée suivi d’un arrét complet apres 6 jours avec
68 % du chryséne dégradé (figure 5B). Cette inhibition de la dégradation du chryséne par
la souche ML1 est survenue aprés la dégradation compléte du fluoranthéne dans les

milieux de culture. La dégradation du pyréne a eu un effet de ralentissement sur la
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Tableau S: Spectre de dégradation des HAP de 3 et 4 cycles par la souche ML1
A) HAP de 3 cycles B) HAP de 4 cycles
A)
HAP dégradé (%)
HAP Seul Avec chrysene
3 jours 6 jours 3 jours 6 jours
Anthracéne
@@@ 66.5+4.8 87.2+4 914+ 2.1 100
Phénanthréne
©@© 100 100 96.6 + 3.1 100
B)
Seul Avec chryséne
HAP =i
10 jours 33 jours 10 jours 33 jours
Fl thé
R 5 92.4.+ 2.4 100
QO 48568 | 642%4.9
@.@ Inhibition de la dégradation
du chryséne
Benz[a]anthracéne
@@@@ 20105 | 39404 | N.D. N.D.
Chryséne
S £ 2
©©©© 94.3+2.3 100 N.D N.D.
Pyréne
23+1.8 151+1.2
QO 0 0
@@ Ralentissement de la vitesse
de dégradation du chryséne

N.D. = non déterminé
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Biodégradation du chryséne par la souche ML1
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dégradation du chryséne avec une dégradation du chryséne de 72.9 % aprés 10 jours en
présence de pyréne (Figure 6B) comparés aux 94,3 % du chryséne dégradés lorsque ce
dernier est seul. La souche ML1 a par la suite mis 23 jours pour arriver a dégrader 90 %
du chrysene présent. L'effet du chryséne sur les taux de dégradation du
benz[a]anthracéne et vice versa, n’a pu étre vérifié puisque ces deux HAP avaient des

temps d’élution identiques lors des analyses par HPLC.

3.3 Cultures biphasiques avec HAP de 5 cycles

Des cultures biphasiques avec le benzo[a]pyréne. le benzo[b]fluoranthéne. le
benzo[k]fluoranthéne, le dibenz[a,h)anthracéne. ainsi que le péryléne comme seule
source de carbone ont démontré que la souche ML1 était incapable de les dégrader
(tableau 6). Lorsque le chryséne est présent, aucune dégradation significative du
pérylene n’a été observée. Quant aux autres HAP, des faibles taux de dégradation variant
entre 11,5 et 19 % ont été obtenus pour le benzo[a]pyréne. le benzo[b]fluoranthéne. le
benzo[k]fluoranthéne et le dibenz[a, h)anthracéne aprés 33 Jours de culture (tableau 6).
Les taux de dégradation du chryséne sont demeurés inchangés en présence de chacun de
ces HAP.

3.4 Cultures biphasiques avec HAP de 6 cycles

Le coronéne est le seul HAP 4 6 cycles qui a été utilisé. Aucune dégradation du
coronene par la souche ML1 n’a été observée lorsque seul ou en présence de chryséne en
cultures biphasiques (tableau 6). Dans les cultures biotiques et abiotiques. la quantité de
coronéne mesurée est passée de 20 mg/L initialement a 6 mg/L apres 33 jours
d’incubation. Cette diminution correspond avec I’apparition d’un précipité blanc a ce
moment dans I’huile de silicone. La vitesse de dégradation du chryséne n'a pas été

affectée par la présence du coronéne en cultures biphasiques.
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Tableau 6: Spectre de dégradation des HAP de 5 et 6 cycles par la souche ML1

HAP

Seul

Avec chryséne

10 jours

33 jours

11 jours

33 jours

Benzo[a]pyréne

©©©©©

0

0

8.6+ 3.4

15.2 + 2.6

Benzo[b]fluoranthéne

©©©‘©

10.6 £ 0.9

11.5+ 0.7

Benzo[k]fluoranthéne

@@‘%

1251

19£2.7

Péryléne

Q
©©

Dibenz[a,hlanthracéne

179+ 4.3
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4 Minéralisation du chryséne

Afin de déterminer si la souche ML1 est capable de minéraliser le chryseéne. des
essais avec du chryséne marqué au "*C ont été effectués. Lors des essais. la souche ML
a transformé 38 % du [5. 6. 11, 12 - *C] chryséne en Hco, aprés 13 jours avec une trés
bonne corrélation entre le chryséne résiduel et le chryséne minéralisé (figure 7). Par
exemple, a partir du jour 4. un ralentissement a été observé a la fois dans la vitesse de
dégradation du chryséne et dans le taux de minéralisation. Au jour 10. il ¥ a un arrét
presque complet dans la dégradation du chryséne avec un résiduel de 6 % non dégradés

alors que la minéralisation est presque plafonnée.

5 Importance du sol pour la dégradation du chryséne

Dans cette section. différents tests ont été effectués afin de déterminer
I'importance du sol pour la dégradation du chryséne et pour préciser la nature des

¢léments du sol qui sont responsables de |’activation de la dégradation du chryséne.

5.1 Cultures avec différentes fractions du sol

Des cultures biphasiques contenant différentes fractions de sol ont été préparées et
comparées entre elles. Les taux de dégradation les plus élevés ont été obtenus en
présence de sol suivis de pres par les cultures contenant 1" extrait aqueux de sol (figure 8).
En présence des minéraux du sol (sol pyrolysé), une dégradation partielle a été observée
apres 30 jours de culture. La dégradation la plus faible a été observée dans les cultures

biphasiques sans sol.

5.2 Induction des voies de dégradation du chryséne

Les essais précédents ont établi que la souche ML1 présentait de meilleurs taux de
dégradation pour le chryséne en présence de sol. Des études ont donc été entreprises
pour déterminer si les composés du sol agissaient comme inducteur des voies de
dégradation du chrysene. Pour ce faire, des cultures biphasiques sans sol ont été
inoculées avec des cultures de la souche ML1 ayant été pré-incubées en présence d'un

extrait de sol, de chryséne ou de chryséne avec extrait de sol.
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Figure 7: Minéralisation et dégradation du chryséne par la souche ML |
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Concentration du chryséne dans I'hulle (mg/L)

Figure 8 :  Cultures biphasiques avec différentes fractions du sol
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Figure 9 :

Cultures biphasiques avec souche ML1 activée
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Ces tests ont révélé des vitesses de dégradation pratiquement identiques pour les
cultures pré-incubées en présence de I'extrait de sol ou de chryséne avec extrait de sol
(figure 9). Dans les cultures biphasiques inoculées avec la souche ML1 aprés pre-
incubation en présence de chryséne seulement, seul une trés légére dégradation du

chryséne a été observée au bout de 13 jours.

5.3 Cultures biphasiques avec extraits de sol

5.3.1 Extraction par solvants organiques

Des extractions avec divers solvants de la matiére organique contenue dans un
extrait aqueux de sol ont été effectuées et ont servi a remplacer le sol dans la préparation
de cultures biphasiques. Pour ces essais, aucune dégradation signiticative du chryséne
n'a été observée aprés 11 jours dans les cultures effectuées évec les ajouts d’extraits a
I’hexane et a 1’acétate d’éthvle (figure 10). De plus, aucune dégradation n'a été obtenue
avec l'extrait aqueux épuisé (extrait aqueux ayant subi les extractions avec solvants).
Seule les cultures biphasiques effectuées avec I’extrait aqueux de sol non-traité ont

permis d obtenir une dégradation du chryséne.

5.3.2 [Extraction sur phase solide

Dans le méme but que précédemment. une série de cultures biphasiques a été
préparée avec un extrait aqueux de sol filtré sur un charbon activé (fraction minérale).
Une autre série a été préparée a partir de la matiere organique adsorbée sur le charbon en
la désorbant a 1’aide de méthanol (fraction organique). Les cultures biphasiques
effectuées avec la fraction organique ont permis a la souche ML 1 de dégrader le chrysene
a une vitesse similaire a celle observée avec I’extrait aqueux de sol non traité (figure 11).

Une trés légere dégradation a été observée dans les cultures contenant la fraction

minérale.
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Figure 10 : Cultures biphasiques avec des extraits de sol réalisés avec différents

solvants organiques
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Figure 11: Cultures biphasiques avec des extraits réalisés sur charbon activé
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5.4 Cultures biphasiques en milieux plus riches

Des cultures biphasiques ont été effectuées en présence de milieu R2A liquide pour
vérifier ’effet d’une autre source de carbone facilement assimilable sur les taux de
dégradation du chryséne. Dans ces conditions. un faible taux de dégradation du chryséne
a été obtenus aprés 28 jours et ce malgré une trés forte croissance de la souche ML1
(figure 12). Dans les cultures biphasiques contenant du milieu R2A avec un extrait
aqueux de sol, aucune dégradation significative n'a été observée pendant les quatre
premiers jours aprés quoi la dégradation du chryséne a débuté pour atteindre un total de

45 mg/L enlevé apres 28 jours.

5.5 Cultures biphasiques avec différents ajouts

Plusieurs produits disponibles commercialement ont été ajoutés aux cultures
biphasiques a la place du sol afin de vérifier leurs effets sur la dégradation du chryséne.
Malgré le fait que la meilleure dégradation a été observée dans les cultures biphasiques
standards avec sol, des taux de dégradation intéressants ont quand méme été obtenus avec
les ajouts de vitamines et de minéraux suivi d une dégradation moyenne dans les cultures
contenant les acides humiques et d’une légere dégradation dans les cultures avec ajout
d’acides résiniques (figure 13A, B). En présence de lignines hydrolitiques. aucune

dégradation significative du chryséne n’a été observée aprés 29 jours.

6 Courbe de croissance

Cette expérience a permis de démontrer qu’il y avait une croissance de la souche ML1 en
présence de chryséne comme seule source de carbone (figure 14). Initialement. lorsque
la souche ML1 était présente en faible nombre. aucune dégradation significative du
chryséne n’a été observée. Cependant, & partir du moment ou la souche ML1 a atteint 10*
bact/mL, la dégradation du chryséne s’est accélérée et la croissance bactérienne a
augmenté de fagon exponentielle jusqu'a un maximum de 4,5 x 10® bact/mL. Le compte
bactérien s’est par la suite maintenu a ce niveau et un ralentissement de la vitesse de
dégradation du chryséne a été observé. Dans cette expérience faite en absence de sol, les

2/3 du chryséne présent ont été dégradés au bout de 26 jours.
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Figure 13 : Cultures biphasiques avec divers ajouts
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Figure 14 : Courbe de croissance de la souche ML1
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7 Présence des génes de dégradation des HAP

Deux séries de réaction d'amplification par PCR ont été effectuées en utilisant
différentes températures d'appariement des amorces. la premiére a 55°C avec I’ADN de
la souche ML1 et I'autre a 50°C avec I’ADN de la souche ML1 et celui de la souche
Sphingomonas sp. 19R (témoin positif). Avec une température d’appariement des
amorces de 55°C et les paires d’amorces DioG et DioD, FerG et FerD. ainsi que F erG et
Isp, aucune amplification de I'’ADN de la souche ML1 n’a été observée (figure 15). A
cette température d’appariement, I’amplification d’ADN a seulement été observée avec
les amorces universelles pA et pH. Il est 4 noter qu’une légére amplification d’ADN a
été observée avec les témoins négatifs (sans ADN) en utilisant les amorces universelles
pA et pH. Il s’agit d’un probléme récurent dans le laboratoire de biologie moléculaire du
a un probléme de contamination de certains réactifs

Avec I’ADN du témoin positif et une température d’appariement de 50°C. une
bande de 0,3 kb avec les amorces FerG et FerD, de 0,4 kb avec les amorces DioG et
DioD et de 2,3 kb avec les amorces FerG et Isp a été obtenue (figure 16). Aucune bande
de ces longueurs respectives n’a été observée avec I'’ADN de la souche ML1. Dua la
faible température d’appariement des amorces, de petites amplifications d"’ADN non
spécifiques ont été observées avec I’ADN du témoin positif et I’ADN de la souche ML1.
Une bande de 1.5 kb a été obtenue avec I’ADN des deux souches en utilisant les amorces

universelles pA et pH.
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Figure 15: Présence des génes de dégradation des HAP avec une température
d’hybridation des amorces de 55°C
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Figure 16 : Présence des génes dégradation des HAP avec une température
d’hybridation des amorces de 50°C
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8 Identification du composé du sol responsable de I’activation de la
voie de dégradation du chrysene

Divers extraits de sol ont été effectués afin d’identifier le composé responsable de
|’activation des voies de dégradation du chryséne. Seuls les essais effectués en adsorbant
la fraction organique du sol sur un charbon activé et en la désorbant a I’aide d'un lavage
au méthanol ont donné des résultats positifs pour la dégradation du chryséne (voir section
5.3.2). L’analyse par GC-MS de cet extrait au méthanol a permis d observer la présence
de nombreux pics sur le chromatogramme avec des temps de rétentions entre 10 et 20
minutes et un pic majeur avec un temps de rétention entre 21,5 et 22,5 minutes (figure
17B). Le spectre de masse de chacun de ces pics était absent du témoin (figure 17A).

La signature fait par spectrométrie de masse de ces différents pics minoritaires et
majoritaires observé sur le chromatogramme révéle la présence de fragments avec un
poids moléculaire de 204, 217, 271 et 361 u.a. (unités atomiques) selon des proportions
différentes dépendant du pic (figure 18A). Ces fragments de 204, 217, 271 et 361 ua.
ont été utilisés comme critéres de recherche dans les banques informatisées de spectres de
masse de produits. De cette recherche, les sucres en sont ressortis comme les composés
les plus probables. Le glucose étant une des hypothéses possible, il a été vérifié sur GC-
MS dans les mémes conditions que le composé inconnu mais sont temps de rétention
s’est avéré trop court par rapport au pic majeure observé sur le chromatogramme méme si
sa signature au spectre de masse est semblable (figure 18C). Par la suite, nous avons
analysé le cellobiose, un disaccharide, qui a donné un temps de rétention et une signature
de spectre de masse trés proche de celui du composé inconnu recherché (figure 18B). Il
reste qu’une analyse plus exhaustive de divers disaccharides devra étre effectué afin
d’obtenir 100% d’homologie et de cerner de fagon plus précise le composé inconnu.

Il est a noter que la présence de certains des pics mineurs observé dans les
chromatogrammes sont générés lors de la sililation de I’échantillon pour I’analyse au GC-
MS. Cette sililation d’'un méme composé initial donne par encombrement stérique
plusieurs produits de synthése. Ceci peut facilement étre visualisé a la figure 18C ou la
sililation d’un échantillon de glucose pure avec du BSTFA a généré 5 pics différents dont

les temps de rétentions sont situés entre 15 et 20 minutes sur le chromatogramme.
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Figure 17: Chromatogramme de I’extrait de sol obtenu 4 1" aide de charbon activé et de
méthanol. A) Extrait méthanolique du charbon activé seul  B) Extrait

meéthanolique du charbon activé ayant préalablement adsorbé la matiére
organique d’un extrait aqueux de sol
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Figure 18 : Comparaison des chromatogrammes et spectres de masse de divers composés.
A) Extrait au méthanol B) Cellobiose C) Glucose
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9 Identification des intermédiaires de dégradation du chryséne

Diverses extractions de cultures monophasiques et biphasiques ont été effectuées
avec des solvants organiques suivi d’analyses par HPLC, LC-MS et par GC-MS sans
aucun résultat positif (résultats non illustrés). Cependant, certains résultats ont été
obtenus en combinant plusieurs solvants dont [’éther, [’acétate d’éthyle. le
dichlorométhane et le chloroforme pour faire une extraction en milieu acide d’une culture
biphasique aprés dégradation partielle du chryséne. L’analyse par GC-MS des extraits
combinés a permis d’observer ’apparition de pics qui étaient absents des témoins
abiotiques (figure 19). Cing pics différents ont été observés sur le chromatogramme mais
une analyse de leur spectre de masse dans la banque informatique de 60000 produits n’a

pas permis d’identifier un composé ayant un spectre de masse homologue.

T —I— T T T —-r_'r-_l_l_r- Lg T
400 & % 1000 1200
£:41 10?81 13:21 14:41 20:01

Figure 19 : Chromatogramme et spectre de masse des intermédiaires de dégradation du
chryséne  A) Témoin abiotique B) Extrait de cultures biphasiques
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1 Souche dégradant le chryséne
1.1 Isolement

A notre connaissance, nous sommes les seuls & étre parvenus a isoler une souche
bactérienne pouvant dégrader le chryséne a partir de la microflore indigene d’un sol
contaminé en utilisant le chryséne comme principale source de carbone. La plupart des
autres souches reconnues pour leur capacité de dégrader le chrysene ont d’abord éte
isolées aprés croissance en présence d'un autre HAP a I’exception de la souche
Pseudomonas fluorescens qui a été sélectionnée par croissance sur gélose contenant du
chryséne avec des ajouts de peptone, d’extrait de levure et d’amidon (Caldini ¢t al..
1995). Parmi les autres, il y a la souche Pseudomonas saccharophila P13 qui a été isolée
par croissance sur du phénanthréne (Stringfellow et al., 1994). la souche Rhodococcus sp.
UW1 isolée par croissance sur du pyréne (Walter et al.. 1991) et la souche Sphingomonas
paucimobilis EPA 505 isolée par croissance sur du fluoranthene (Mueller et al., 1990).

La persistance des HAP de haut poids moléculaire dans I'environnement est due au
fait qu’ils sont difficilement accessibles aux micro-organismes compte tenu de leur treés
faible solubilité en milieux aqueux et de leur adsorption sur la matiére organique du sol
(Cemniglia er al., 1992). L’utilisation de cultures biphasiques a été une bonne stratégie
pour isoler une souche dégradant le chryséne puisqu'elle a contribué a augmenter
significativement la biodisponibilité du chryséne dans les milieux de culture. Autrement.
I'isolement d"une souche pure aurait été beaucoup plus difficile. Ceci a été confirmé lors
des expériences comparant la dégradation du chryséne en cultures biphasiques avec la
dégradation en cultures monophasiques dans lesquelles des taux de dégradation du
chryséne plus de trois fois supérieurs ont été obtenus avec les cultures biphasiques.
Aussi, il est a noter que nous sommes les seuls a avoir utilisé une telle stratégie pour
I’isolement d’une souche pure dégradant un HAP lourd méme si d’autres chercheurs
avant nous avaient réussi a montrer une meilleure dégradation des HAP en cultures

biphasiques (Marcoux et al., 2000; Vanneck et al., 1995; Villemur er al., 2000).

1.2 Identification
L’utilisation de tests biochimiques combinés au séquengage du géne codant pour

’ARNr 16S nous a permis d’identifier la souche ML1 comme appartenant au genre
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Sphingomonas. Ce genre bactérien est largement répandu dans le sol. 1'eau et les
sédiments, et les souches isolées de ces environnements ont un large spectre d activité. ce
qui leur confére un fort potentiel pour la biodégradation de polluants. Parmi les
contaminants dégradés par les diverses souches de Sphingomonas. on retrouve les
dioxines. le dibenzofurane, I|'hexachlorocyclohexane, les biphényles chlorés. le
pentachlorophénol, les éthers halogénés, les acides naphtalenesulfoniques. le toluéne, le
naphtaléne, le xyléne ainsi qu'une vaste gamme d‘hydrocarbures aromatiques
polycycliques incluant le chryséne (Balkwill e al.. 1997). A part nous. Mueller er al.
(1990) sont les seuls a avoir identifié un Sphingomonas pouvant dégrader le chryséne.
Les autres souches isolées pouvant dégrader le chryséne appartiennent au genre
Rhodococcus et Pseudomonas (Caldini et al, 1995; Chen et Aitken, 1999; Walter et a!..
1991).

1.3 Capacités de dégradation du chryséne

Des vitesses de dégradation moyennes et maximales de 1,4 et 3.3 mg'L par jour
respectivement ont été obtenues avec la souche Sphingomonas sp. ML1 en cultures
biphasiques. Pour pouvoir faire une comparaison adéquate avec les autres souches
dégradant le chrysene, il aurait fallu utiliser les vitesses de dégradation spécifiques du
chryseéne, c’est-a-dire la vitesse de dégradation par unité de biomasse. FEtant donné la
difficulté a suivre la croissance et a déterminer la biomasse totale en cultures biphasiques.
nous n’avons pas ce genre d’information. Méme si nous I’avions, étant donné qu’elle est
absente de la plupart des articles sur la dégradation du chryséne, il aurait été difficile de
dire laquelle des souches est la plus efficace par unité de biomasse. Malgré cela. une
comparaison de nos résultats avec ceux des autres chercheurs ayant isolé des souches qui
dégradent les HAP nous révéle que trés peu d’entre elles peuvent dégrader le chryséne et
que les vitesses de dégradation que nous avons observées sont parmi les plus élevées
(Kanaly, 2000). Il est & noter que contrairement a la souche Sphingomonas sp. MLI1. les
souches dégradant le chryséne étaient soit activées par croissance préalable sur un HAP
autre que le chryséne ou bien cultivées en présence d'un autre HAP ou d’une source de
carbone plus facilement assimilable. Parmi celles 13, les taux de dégradation les plus

€levés du chryséne ont été obtenus par Walter et al. (1991) avec la souche Rhodococcus
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UWI qui pouvait co-métaboliser jusqu’a 100 mg/L de chryséne en 2 semaines (7.1 mg/L-
j) en présence de pyrene. Ils ont aussi affirmé que la souche Rhodococcus UW1 pouvait
croitre et dégrader le chryséne lorsque présent comme seule source de carbone malgré le
fait qu’aucune valeur n'a été donnée. Il n’est pas indiqué non plus si la souche avait été
pré-incubée sur du pyréne avant les essais. Ye er al. (1996) ont aussi obtenu des taux de
dégradation élevés du chryséne soit de 3,15 mg/L de chryséne aprés 16 heures 4,73
mg/L-j) par la souche Sphingomonas paucimobilis EPA505 aprés préculture de cette
derniére sur du fluoranthéne. La souche EPAS505 était cependant incapable de dégrader
ou de croitre sur le chryséne lorsque présent comme seule source de carbone. 1l y a aussi
la souche Pseudomonas fluorescens avec laquelle des taux de dégradation beaucoup plus
faibles de 0,64 mg/L aprés 8 jours (0,08 mg/L-j) ont été obtenus en présence d autres
sources de carbone plus facilement assimilables (Caldini et al., 1995). Aucun essai n'a
cependant été effectué en absence des sources de carbone additionnelles pour voir s'il ¥
avait toujours dégradation.  Enfin, il y a la souche Pseudomonas saccharophila P15
avec laquelle une dégradation de 0,063 mg/L-j a été obtenue aprés pré-incubation en

présence de salicylate (Chen et Aitken, 1999)

2 Spectre de dégradation des HAP

Les essais effectués en remplacant le chryséne par d’autres HAP de 3 a 6 cycles
aromatiques ont montré que la souche ML1 pouvait facilement dégrader les HAP de 3
cycles comme |’anthracéne et le phénanthréne. Ceci n’est pas surprenant étant donné que
ces HAP sont reconnus pour étre plus‘facilement dégradables (Bouchez et al.. 1996b:
Cerniglia et al., 1992). Parmi les souches dégradant le chryséne, Mueller et al. (1990) de
méme que Walter ef al. (1991) ont démontré que la souche Pseudomonas paucimobilis
EPA505 et la souche Rhodococcus sp. UW1 respectivement pouvaient dégrader
I’anthracéne et le phénanthréne. Chen et Aitken (1999) ont aussi démontré que la souche
Pseudomonas saccharophila P15 pouvait dégrader le phénanthréne mais n’ont fait aucun
essai avec I’anthracéne. Aucune tentative n’a été effectuée par Caldini er al. (1995) pour

vérifier si la souche Pseudomonas fluorescens pouvait dégrader ces deux HAP.
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En plus du chryséne, la souche ML1 pouvait aussi dégrader d’autres HAP ayant 4
cycles aromatiques comme le fluoranthéne et le benz[a]anthracéne lorsque présents seuls
en culture biphasique ainsi que le pyréne lorsqu'en présence de chryséne. Quoique
plusieurs articles aient été publiés sur des souches pouvant dégrader le fluorantheéne

(Barkey et al., 1999; Kelley et Cerniglia, 1991; Mueller et al.. 1990; Weissenfels et al..

1990; Willumsen ef al, 1998), ceux portant sur des souches qui dégradent le B
benz{a]anthracéne lorsque présent comme seule source de carbone sont beaucoup plus
rares (Caldini ef al., 1995; Chen et Aitken, 1999; Juhasz ef al.. 1997b). Parmi les souches
dégradant le chryséne, Caldini et al. (1995) ont démontré que la souche Pseudomonas
fluorescens pouvait dégrader de faibles quantités de benz[a]anthracene en présence
d autres sources de carbone contrairement a la souche ML1 qui pouvait en dégrader des
quantités nettement supérieures lorsque présent seul. Chen et Aitken (1999) ont aussi
démontré que la souche Pseudomonas saccharophila P15 pouvait dégrader de faibles
quantités de fluoranthéne et de benz[a]anthracéne aprés préculture sur du salicylate. La
souche Sphingomonas paucimobilis EPA 505. comme la souche ML1, a été capable de
dégrader le fluoranthéne lorsque présent seul en culture (Mueller et al., 1990). La souche
EPAS5O05 a aussi été capable de dégrader des quantités significatives de benz[a]anthracéne
mais seulement apres préculture de la souche sur du fluoranthéne (Ye er al.. 1996).
Enfin, Walter et al. (1991) ont aussi affirmé que la souche Rhodococcus sp. UW1 pouvait
dégrader et croitre sur le fluoranthéne lorsque présent comme seule source de carbone
sans pour autant fournir de valeur spécifique. Ils ont aussi démontré que la souche
pouvait facilement le dégrader par co-métabolisme en présence de pyréne. Pour ce qui
est du benz[a]anthracéne, contrairement a la souche ML1, la souche Rhodococcus sp.
UW1 était incapable de le dégrader. Concernant le pyréne. bien que les quantités
dégradées par la souche ML1 soient significatives, aucune dégradation de ce dernier n’a
été observée en absence de chryséne. Il existe plusieurs exemples de souches dans la
littérature qui ont été isolées par croissance sur du pyréne et qui sont par conséquent
beaucoup plus efficaces dans la dégradation de ce composé que la souche ML1 (Kanaly.
2000). Entre autres, il y a les trois souches de Burkholderia cepacia isolées par Juhasz et
al. (1996) par croissance sur du pyréne qui pouvaient en dégrader d'importantes

concentrations lorsque présent comme seule source de carbone. Ces souches étaient
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cependant incapables de dégrader le chryséne. Parmi les souche dégradant le chryséne.
seul la souche Rhodococcus sp. UWI, isolée d’un sol contaminé aux hydrocarbures par
croissance sur du pyréne, a été capable de dégrader de fortes quantités de ce dernier
lorsque présent seul en culture (Walter et al., 1991). Comme la souche MLI1. la souche
Sphingomonas paucimobilis EPAS05 (Ye et al., 1996) nécessitait aussi la présence d un
autre HAP, dans ce cas ci du fluoranthéne, pour pouvoir dégrader le pyréne tandis que la
souche Pseudomonas saccharophila P15 (Chen et Aitken, 1999) avait besoin d’étre
induite en présence de salicylate pour qu’il y ait dégradation. '

Pour ce qui est des HAP de 5 a 6 cycles, la souche ML1 était incapable de les
dégrader lorsque seuls en culture biphasique mais elle pouvait co-métaboliser la plupart
des HAP de 5 cycles testés comme le benzo[a]pyréne. le benzo[b]fluoranthéne, le
benzo[k]fluoranthéne et le dibenz[a, h]anthracéne lorsque le chryséne était présent. Une
comparaison avec les autres souches dégradant le chryséne nous révéle que la souche
ML1 posséde un spectre de dégradation assez large pour les HAP de 5 cycles. Ye er al.
(1996), avec la souche Sphingomonas paucimobilis EPA 505. sont les seuls a avoir
rapporté des résultats de dégradation similaires a la souche ML1 pour le benzo[a]pyréne.
le benzo[b]fluoranthéne et le dibenz[a, h)anthracéne aprés préculture de leur souche sur
du fluoranthéne contrairement a la souche ML1 qui nécessitait la présence de chryséne.
Chen et Aitken (1999) ont quant a eux observé de faibles dégradations du benzo[a]pyréne
par la souche Pseudomonas saccharophila P15 en présence de phénanthréne mais n’ont
fait aucun essai en présence des autres HAP lourds. Pour ce qui est de Walter er al.
(1991) avec la souche Rhodococcus sp. UW1, ils ont effectué des essais de dégradation
en présence de benzo[alpyréne et de dibenz[a h]anthracéne mais aucune dégradation
significative n’a été observée méme en présence d'un autre HAP. Parmi les souches ne
pouvant dégrader le chryséne mais qui ont des spectres de dégradation des HAP lourds
assez larges, il y a les trois souches de Burkholderia cepacia. isolées par Juhasz et al.
(1996) d’un terrain contaminé aux HAP par croissance sur le pyréne. Contrairement a la
souche MLI1, elles pouvaient dégrader des quantités significatives de coronéne, un HAP
lourd avec 6 cycles aromatiques. Elles étaient aussi capables de dégrader le
dibenz[a, h)anthracéne et le benzo[a]pyréne mais seulement aprés croissance sur du

pyréne.



Lors des essais effectués avec les divers HAP, nous avons observé une plus
grande difficulté de la souche Sphingomonas sp. ML1 a dégrader les HAP lourds ayant
plus de 4 cycles aromatiques. Nous avons aussi noté une nette préférence de la souche
pour le chryséne par rapport aux autres HAP de 4 cycles et ce malgré le fait qu'il soit le
moins soluble de tous. Bien que la plus faible solubilité¢ d’'un HAP par rapport a un autre
(Cemniglia, 1993) ou bien la structure du HAP, c’est-a-dire, qu’il soit 4 angle. en amas ou
linéaire peut avoir une influence sur sa dégradation par rapport aux autres HAP ayant le
méme nombre de cycles (Ye et al., 1996), il semblerait dans notre cas, que le fait d’avoir
isolé la souche Sphingomonas sp. ML1 en utilisant le chryséne comme principale source
de carbone ait eu la plus grande influence sur ses capacités de dégradation des HAP et sa

préférence pour le chryséne.

3 Interactions

Plusieurs sortes d’interactions ont été observées dans les cultures qui contenaient
du chryséne et un autre HAP. Comme réactions positives, il y a eu un phénomeéne de
synergie avec ’accélération de la dégradation de I’anthracéne en présence de chryséne.
Ensuite, il y a le co-métabolisme de la plupart des HAP de 5 cycles utilisés sauf le
péryléne avec des dégradations allant de 11 & 19 % sans effet sur la dégradation du
chryséne. Des effets négatifs ont aussi été observés dans deux cas avec une inhibition de
la dégradation du chryséne. Le premier s'est produit dans les cultures contenant du
fluoranthéne et du chryséne ou la présence du chryséne a permis d’obtenir une meilleure
dégradation du fluoranthéne accompagnée d’une inhibition de la dégradation du chryséne
une fois le fluoranthéne complétement dégradé. Le second s’est produit en présence de
pyréne alors que son co-métabolisme partiel a eu un effet de ralentissement sur la
dégradation du chryséne. Dans ces deux cas, il est possible que les inhibitions aient été
causées par |’accumulation de métabolites toxiques ou par une inhibition compétitive lors
de la dégradation conjointe des HAP. Malgré le fait que ces genres d'interactions aient
déja été démontrées auparavant (Bouchez et al, 1996b). dans notre cas. les données
disponibles sont insuffisantes pour pouvoir confirmer le mécanisme précis des inhibitions

observées (réversibles ou irréversibles, compétitives ou non-compétitives). Des réactions
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neutres ont aussi été observées tels que la dégradation simultanée de deux substrats
comme dans les cultures contenant du phénantréne et du chrysene ou bien I"absence de
co-métabolisme du péryléne et du coronéne sans inhibition de la dégradation du
chryséne.

Parmi les autres chercheurs ayant isolé des souches dégradant le chryséne, Chen
et Aitken (1999), Walter ef al. (1991) et Ye er al. (1996) ont aussi démontré plusieurs cas
de co-métabolisme de HAP en présence d'un autre HAP plus facilement assimilable.
Entre autres, Ye et al. (1996), avec la souche Sphingomonas paucimobilis EPA505. ont
étudié l'effet que la présence du fluoranthéne, du benz[alanthracéne. du
benzo[b]fluoranthéne, du chryséne et du dibenz[a h]anthracéne pouvait avoir sur la
dégradation du benzo[a]pyréne. Parmi les HAP essayés, seul le benzo[b]fluoranthéne a
eu un effet sur la dégradation du benzo[a]pyréne avec une réduction de 30% de sa
dégradation. Malgré le fait que ces genres d’interactions aient été rapportés a plusieurs
reprises auparavant avec d’autres souches ne pouvant dégrader le chryséne (Grifoll ef al..
1995; Tiehm et Fritzsche, 1995; Weissenfels et al.. 1991), elles ont été étudiées pour la
premiére fois de fagon systématique par Bouchez et al. (1995) lors de la dégradation de
couples de HAP chez un ensemble de souches. Ils ont ainsi caractérisé huit types de
situations différentes. Parmi celles que nous avons observées avec la souche ML1.ily a
le co-métabolisme avec ou sans inhibition de la dégradation du HAP substrat. le co-
métabolisme avec stimulation de la dégradation. 1'absence de co-métabolisme sans
inhibitions et la dégradation simultanée des deux substrats. Nous n'avons par contre pas
observé de cas d’absence de co-métabolisme avec inhibition ou bien d’antagonisme entre
les deux substrats. Contrairement a nous, ils ont aussi observé, de fagon générale, que les

interactions négatives tels que I’inhibition ou 1’antagonisme étaient plus fréquentes que

les interactions positives.

4 Voie métabolique de la souche ML1
4.1 Minéralisation du chryséne
Les essais de minéralisation effectués avec la souche ML1 ont démontré qu’elle

Pouvait minéraliser le chryséne lorsque ce HAP était le seul présent dans la culture. Le
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1400, libéré aprés 15 jours de culture représentait 38 % de la dose initiale de chryséne
marqué présent. Ce résultat est un peu plus du double de la valeur obtenue par Chen et
Aitken (1999) avec la souche Pseudomonas saccharophila P15 lorsque le chryséne était
la seule source de carbone mais il est semblable aux résultats qu'ils ont obtenus aprés
induction de leur souche par croissance préalable sur du phénanthréne ou du salicylate.
Ye et al. (1996) ont aussi démontré la capacité de la souche Sphingomonas paucimobilis
a minéraliser jusqu’a 42 % du chryséne présent par co-métabolisme lorsqu’en présence
de fluoranthéne. Aucune tentative de minéralisation n’a été effectuée avec les autres

souches dégradant le chryséne (Caldini et al., 1995; Mueller et al., 1990).

4.2 Cinétique de dégradation

Les essais effectués pour déterminer la cinétique de dégradation de la souche ML1
ont confirmé qu’il y avait croissance de cette derniére sur le chryséne. La courbe de
croissance nous révele que la souche ML1 est en phase de croissance exponentielle
pendant les 7 premiers jours suivie d'un plafonnement et maintien du compte bactérien
par la suite. 1l est intéressant de noter que le plafonnement dans la courbe de croissance
est survenu avant |’arrét dans la dégradation du chryséne et que par la suite au moins 33%
du chryséne présent a été dégradé sans qu'il y ait augmentation de la population
bactérienne. Sachant que la souche ML1 est capable de minéraliser le chrysene et qu’il
ne semble pas y avoir d’accumulation détectable d intermédiaires de dégradation dans les
cultures (voir section 5.3) le chryséne doit forcément avoir été assimilé pour la croissance
des cellules. Une explication probable est que le plafonnement observé soit da a
I'utilisation de cultures biphasiques et & la prise des échantillons & partir de la phase
liquide plutt qu’a un arrét de croissance de la souche ML1. Dans les cultures
biphasiques, la majeure partie du chryséne se trouve dissout dans la phase hydrophobe et
le brassage de ce dernier crée une suspension de petites gouttelettes d’huile dans la phase
aqueuse. Cette suspension a pour effet d’augmenter la surface de contact disponible pour
les micro-organismes présents dans la phase aqueuse et du méme coup permettre une
meilleure dégradation du chryséne. Il est donc possible qu’une bonne partie de la
Croissance bactérienne se produise & I'interface entre les gouttelettes d’huile en

suspension et la phase aqueuse. Ainsi, la prise d’un échantillon de la phase aqueuse,
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méme aprés brassage vigoureux du milieu de culture, aurait pour effet de sous-estimer le
nombre réel de micro-organismes présents.

L’autre aspect a discuter est le ralentissement et I"arrét de la dégradation du
chryséne avec un résiduel de 33% et ce malgré la présence de la souche ML1 en grand
nombre. Bien que de légers résiduels de chryséne aient déja été observés dans les
cultures biphasiques standards (avec sol ou extrait aqueux de sol). ils n"ont jamais été
aussi élevés. Ceci pourrait s’expliquer par le fait que ces essais ont été effectués dans des
milieux de culture biphasiques sans sol et inoculés avec une culture activée et fortement
diluée de la souche ML1. Larrét dans la dégradation du chryséne observé serait
probablement le résultat d’une perte d’activation de la souche ML1 (voir section 6 sur

|’activation de la voie catabolique du chryséne).

4.3 Intermédiaires de dégradation

Plusieurs tentatives d’identification des intermédiaires de dégradation du chrysene
ont été effectuées au courant de cette maitrise en variant les conditions de culture. les
méthodes d’extraction et les méthodes d’analyse. Malgré le fait que des intermédiaires
de dégradation ont été détectés en faible quantité, ils n’ont pu étre identifiés. Une revue
des écrits scientifiques a révélé qu’aucun mécanisme précis de dégradation bactérienne
du chryséne n’a encore été proposé a ce jour par les chercheurs ayant isolé des souches
dégradant le chryséne (Caldini ef al., 1995; Chen et Aitken, 1999; Walter er al.. 1991: Ye
et al., 1996). Le chryséne étant un HAP lourd trés peu soluble. I'étape limitante de sa
dégradation par les micro-organismes est probablement |'attaque initiale par les
oxygénases. Une fois le HAP hydroxylé, il est fort probable que la plus grande solubilité
de I’intermédiaire le rende plus facilement assimilable par les micro-organismes. La tres
faible concentration de ces intermédiaires serait donc le résultat de leur consommation
rapide par les micro-organismes. Ceci pourrait expliquer en partie les difficultés que

nous avons rencontrées dans la mise en évidence des intermédiaires de dégradation.

4.4 Génes cataboliques

Il est connu que certaines étapes enzymatiques impliquées dans la décomposition

du phénanthréne jusqu’au salicylate ressemblent & ceux de la voie catabolique supérieure
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du naphtaléne et que des enzymes communes sont impliquées (Iwabuchi et Harayama.
1997). En effet, jusqu'a 90% d’homologie a été démontrée chez différentes souches entre
la séquence des genes codant pour certaines des enzymes utilisées pour la dégradation du
phénanthréne et du naphtaléne. Nous avons donc tenté de détecter chez la souche ML1 la
présence de génes associés a la dégradation des HAP en utilisant des amorces spécifiques
codant pour les génes de la voie catabolique supérieure du naphtaléne chez la souche
Pseudomonas putida G7 (Dagher er al.. 1997) et présents chez d’autres souches
dégradant les HAP.

Dans notre cas, aucune des amorces utilisées n’a permis d’obtenir de signal lors
des essais d’amplification par PCR ou I"’ADN génomique extrait de la souche ML1 était
utilisé. Malgré le fait que de faibles amplifications aient été observees a 50°C, nous
assumons qu’elles sont non-spécifiques puisqu’elles ne correspondent pas aux poids
moléculaires attendus. Puisque nous savons que la souche ML1 dégrade les HAP et
qu’une amplification a été obtenue avec I'’ADN génomique de la souche témoin
(Sphingomonas sp. 19R), quelques hypothéses peuvent €tre avancées pour expliquer
I’absence d’amplification de I’ADN chez la souche ML1. La premiére est que la souche
ML1 utilise la méme voie catabolique pour la dégradation du naphtaléne jusqu au
salicylate présente chez la souche Pseudomonas putida G7 mais que la régulation et les
enzymes impliquées sont différentes. La spécificité des amorces utilisées serait alors
trop étroite pour permettre I’amplification des génes nécessaires a la dégradation du
chryseéne chez la souche ML1. Cette derniére hypothése a déja été utilisée pour expliquer
une absence d’hybridation chez la souche Comamonas testosteroni avec une amorce
spécifique codant pour 1’opéron nah de la voie catabolique supérieure du naphtaléne
(Goyal et Zystral, 1996). Méme si la souche pouvait dégrader le naphtaléne. I’anthracéne
et le phénanthréne et que la voie catabolique était similaire a celle des Pseudomonas. il v
avait peu d’homologie entre les génes impliqués et aucune hybridation de 1’amorce n’a
été observée. L’autre hypothése est que la souche MLI utilise une voie catabolique
différente pour la dégradation des HAP que celles rapportées dans les écrits scientifiques
et par conséquent aucune amplification ne peut étre observée avec les amorces utilisés
puisque les génes pour lesquels ils codent sont différents. Etant donné que nous sommes

les seuls a avoir isolé une souche pouvant dégrader des quantités significatives de
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chryséne lorsque présent comme seule source de carbone et qu'aucune tentative pour
identifier les génes impliqués dans la dégradation du chryséne n'a été effectuée par les
autres chercheurs ayant isolé des souches, nous ne pouvons comparer nos résultats et
tenter d’arriver 4 une réponse plus claire. Des travaux additionnels seront donc
nécessaires dans le but de déterminer si la souche ML1 a un agencement différent des
génes de dégradation par rapport aux Pseudomonas ou si elle utilise une voie catabolique

différente de celles rapportées dans la littérature.

5 Activation de la voie catabolique du chryséne

Les essais préliminaires effectués lors de la mise au point des cultures biphasiques
avaient établi que la vitesse de dégradation du chryséne était plus rapide lorsque de
petites quantités de sol non contaminé étaient ajoutées aux milieux de culture. Pour cette
raison, I’'isolement de la souche ML1 ainsi que I'identification de son spectre d'activité
ont été effectués dans des cultures biphasiques contenant une petite quantité de sol ainsi
que le ou les HAP appropriés comme source principale de carbone. Une fois la souche
ML1 isolée, des essais ont été effectués pour préciser le role du sol et la nature des
composés responsables de I'effet positif. Pour ce faire, différentes cultures ont été
préparées avec une variété d’ajouts minéraux ou organiques ainsi que divers extraits de
sol. Ces essais ont confirmé que la dégradation du chryséne était plus rapide en présence
de sol ou d’un extrait aqueux de sol et que c’est la fraction organique du sol qui en était
responsable. Dans les cultures effectuées en absence de sol ou d’un extrait de sol. peu ou
pas de dégradation du chryséne a été observée a I’exception des cultures contenant des
ajouts de vitamines et de minéraux en trace. De plus. une pré-incubation de 4 heures de
la souche Sphingomonas sp. ML1 en présence d’un extrait aqueux de sol a été suffisante
pour qu’il y ait dégradation du chryséne dans les cultures biphasiques sans sol. La
premicre hypothése pour expliquer ces résultats est que le chryséne n’induit pas la
synthése des enzymes nécessaires a sa dégradation. Ce serait plutdt un autre composé
organique présent dans le sol non contaminé qui serait responsable de I'activation des
genes codant pour ces enzymes. La seconde hypothése est que le chryséne peut induire la
synthése des enzymes nécessaires a sa dégradation mais que la présence d’un co-facteur

est nécessaire pour permettre sa dégradation par la souche ML1. Cette derniére
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hypothése pourrait expliquer pourquoi de légéres dégradations du chryséne dépassant
rarement les 30 % ont été observées lors de certains tests avec des cultures biphasiques
sans sol puisque les enzymes nécessaires a la dégradation du chryseéne étaient induites
mais 1’absence du co-facteur a empéché sa dégradation compléte. La dégradation du
chryséne qui a été obtenue dans les cultures biphasiques sans sol contenant des ajouts de
min€raux en trace et de vitamines tend aussi & pointer dans ce méme sens. D’autres
études devront cependant étre effectuées afin de pouvoir déterminer de fagon plus précise
laquelle de ces hypothéses est exacte.

Dans les écrits scientifiques. la nécessité d utiliser un HAP plus facilement
assimilable ou une autre source de carbone pour induire la synthése des enzymes
nécessaires a la dégradation de certains HAP lourds a déja été rapportée a maintes
reprises (Bouchez er al., 1995: Juhasz er al.. 1997b: Kanaly. 2000). Par contre. a notre
connaissance. il s’agit d'une premiére pour ce qui est de la nécessité d'ajouter une

fraction de sol non-contaminé pour obtenir une activation de la dégradation d'un HAP.

6 Composé responsable de ’activation de la dégradation du chryséne

L’adsorption de la fraction organique d'un sol non-contaminé sur du charbon
activé, suivi d’un lavage avec du méthanol a permis d’isoler les composés responsables
de I’activation de la dégradation du chryséne. L’efficacité de la fraction organique a été
vérifiée en I’ajoutant a des cultures biphasiques sans sol et elle s est avérée comparable
aux résultats de dégradation obtenus avec 1" extrait aqueux de sol. Une analyse par GC-
MS a révélé une forte homologie des composés inconnus aux sucres et plus
particuliérement aux disaccharide. Cependant, la comparaison de la signature du spectre
de masse du composé majeure avec celles contenues dans une banque de données
informatiques de 60000 produits n’a pas permis d’obtenir une homologie de 100% et
donc I’identité exacte du disaccharide reste & confirmer.

Une hypothése est que le disaccharide isolé du sol proviendrait de la dégradation
des hémicelluloses qui sont des polysaccharides que ’on retrouve naturellement dans

environnement et qui sont produits par les végétaux lors de la formation de leurs
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membranes cellulaires. Les hémicelluloses, la cellulose et la lignine, communément
appelés lignocelluloses, sont étroitement liées entre elles pour former le bois (Chahal.
1994). La lignine est le composé aromatique le plus abondant dans la nature et est
dégradée a I’aide d’une combinaison d’enzymes produites par les champignons et les
bactéries (Massai ef al., 1999). Les champignons sont responsables de |"attaque initiale
avec la sécrétion de peroxydases et de laccases, alors que les bactéries sont responsables
de la dégradation et minéralisation des fragments de lignines restants (Massai ef al..
1999). Il apparait donc possible que les mécanismes enzymatiques utilisés par la souche
ML1 pour dégrader les HAP puissent avoir évolué d'une capacité & dégrader les
composés aromatiques de la lignine présents dans les cellules végétales. Puisque les
hémicelluloses sont étroitement liées a la lignine, il est envisageable que la présence de
sous-produits de dégradation tel que des disaccharides puissent servir d’inducteur ou de
co-facteur pour I’activation des enzymes nécessaires a la dégradation de la lignine et du
méme coup, permettre la dégradation des HAP chez la souche ML1. D’autres études

devront bien siir étre effectuées pour confirmer cette hypothése.
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CONCLUSION

Les divers essais effectués au cours de ce travail de recherche ont permis de
démontrer 'efficacité du systéme biphasique comme outil pour isoler et éudier des
micro-organismes dégradant les HAP lourds. A I'aide de cultures biphasiques. nous
sommes les premiers a étre parvenus a isoler une souche bactérienne. Sphingomonas sp.
ML1, d’un sol contaminé aux hydrocarbures. par croissance sur du chryséne comme
source principale de carbone. Plusieurs séries de cultures biphasiques effectuées avec la
souche ML1 ont démontré qu’en plus du chryséne. la souche pouvait facilement dégrader
les HAP ayant de 3 a 4 cycles aromatiques et co-métaboliser plusieurs autres HAP ayant
5 cycles aromatiques en présence de chryséne. La comparaison du taux de dégradation
du chryséne ainsi que du spectre de dégradation des autres HAP par la souche ML1 avec
ceux cités dans les €crits scientifiques. nous révéle que la souche ML1 se trouve parmi les
plus efficaces pour la dégradation du chryséne et qu'elle posséde un spectre de
dégradation assez large. Un autre aspect intéressant observé au cours des travaux de
maitrise est I’importance d’ajouter une fraction de sol non-contaminé pour activer la voie
de dégradation du chryséne chez la souche ML1. Divers essais effectués pour tenter
d’isoler le composé responsable de cette activation ont confirmé qu’il sagissait d'un
compos¢ organique du sol. Des analyses au GC-MS de la fraction organique ont permis
d’identifier le composé majeur comme étant un disaccharide.

Comme recherche future, d"autres études devront étre effectuées afin d’identifier
de fagon plus précise le disaccharide en question et vérifier si ce dernier est capable
d’activer les voies de dégradation du chryséne. L'identification d'un tel composé.
capable d’activer les voies de dégradation des HAP. serait d"un intérét significatif pour
I'amélioration des traitements de bioremédiation des sols. De plus. puisque tous les
essais de dégradation des HAP ont été effectués en présence de sol. il serait intéressant de
vérifier si le sol est nécessaire pour activer la dégradation des HAP ayant moins de 4
cycles aromatiques comme c’est le cas pour le chryséne. Enfin, devant notre insuccés 4
identifier des intermédiaires de dégradation du chryséne ainsi que les génes responsables

et avec I"absence de telles informations dans les écrits scientifiques, des recherches plus



poussées dans le but de les identifier devraient étre effectuées afin de pouvoir approfondir

les connaissances déja existantes sur les mécanismes de biodégradation des HAP lourds

par les bactéries.
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