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RESUME

Plus de 2 millions de sites potentiellement pollués existent a travers I'Europe dont 100 000 nécessitant
une remédiation. La technique de bioaugmentation est une voie possible de dépollution de ces
matrices contaminées soit directement soit en fin de traitement.

L'objectif de cette étude bibliographique est d’examiner les « potentialités » réelles des techniques de
biotraitement impliquant I'apport de flores exogénes (naturelles, composées de souches caractérisées
et/ou génétiquement modifiées) dans des matrices contaminées telles que les déchets (solides et
liquides), sols et sédiments. L'étude inclut un examen critique des conditions d'utilisation et des
risques potentiels pour la santé humaine par contamination par ces matrices, d’autres compartiments
de I'écosysteme (atmosphére, nappes phréatiques, cours d'eau) et des étres vivants sauvages et
domestiques.

La premiére étape décrit la situation réglementaire concernant I'apport de micro-organismes (soit
allochtones soit génétiquement modifiés) dans le traitement des matrices polluées au niveau national
et international.

Une analyse bibliographique des stratégies développées par les micro-organismes pour dégrader les
polluants est ensuite proposée pour les deux principaux types de composés rencontrés dans les
matrices contaminées (organiques et métalliques). Les exemples d’applications in situ et ex situ issus
de la littérature sont également précisés.

Une évaluation critique des consortiums commercialisés est développée dans une troisieme partie
afin d’aboutir a un avis d’experts sur I'efficacité de tels kits.

Enfin, I'application du génie génétique a la recherche de souches modifiées ayant des capacités de
dégradation intéressantes in situ et le point sur les techniques moléculaires utilisées sont présentés.

MOTS CLES

Bioaugmentation, biotraitement, flores exogénes, génie génétique, bioremédiation, consortiums
microbiens, kits commerciaux

SUMMARY

More than 2 millions of potentially contaminated sites exist across Europe whose 100 000 requiring
remediation. The technique of bioaugmentation is a possible remediation of these contaminated
matrices either directly or at the end of treatment.

The objective of this literature study is to examine the real “ potentialities ” of bioremediation
techniques involving the addition of exogenous flora (natural, composed by characterized strains and /
or genetically modified) in matrices such as contaminated wastes (solid and liquid), soils and
sediments. The study includes a review of the conditions of use and potential risks to human health
through contamination by these matrices, other compartments of the ecosystem (air, groundwater,
rivers) and wild and domestic animals.

The first step describes the regulatory situation on the use of microorganisms (either allochtonous or
genetically modified) in treating polluted matrices nationally and internationally.

A literature review of the strategies developed by microorganisms to degrade pollutants is then
proposed for the two main types of molecules encountered in contaminated matrices (organic and
metal). Examples of applications in situ and ex situ from the literature are also specified.

A critical assessment of the consortia market is developed in a third party in order to reach an expert
opinion on the effectiveness of such kits.

Finally, the application of genetic engineering in the search for modified strains with capacities of
degradation in situ and interesting point on molecular techniques used are presented.

KEY WORDS

Bioaugmentation, biotreatment, exogenous flora, genetic engineering, bioremediation, microbial
consortia, commercial kits
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Ce rapport présente le bilan des travaux effectués dans le cadre de la convention de recherche n°07-
0417/1A établie entre I'Association RECORD, IPL santé, environnement durables Est et INSAVALOR
SA, notifiée le 14 novembre 2007 et, ayant pour objet la réalisation d'un état de l'art sur les
potentialités des techniques de bioaugmentation dans le traitement des déchets, sédiments et sols
pollués.

Le traitement biologique des matrices contaminées repose sur la dégradation des molécules
polluantes par des bactéries ou des champignons. De nombreux micro-organismes ont été de ce fait
isolés et/ou génétiguement modifiés en laboratoire afin d'accroitre leurs capacités de dégradation.

Plus de 2 millions de sites potentiellement pollués existent a travers I'Europe dont 100 000 nécessitant
une remédiation (données Agence Européenne Environnementale). La majorité des polluants
identifiés sur ces sites sont des hydrocarbures et des métaux lourds. Actuellement, les techniques de
traitement des sols pollués sont classées en quatre grandes catégories :

- les procédés physico-chimiques,

- les procédés thermiques,

- les procédés biologiques (ou bioremédiation),
- le confinement.

Les techniques de traitement se distinguent également par leur mise en ceuvre : techniques ex situ
(hors site) ou techniques in situ (sur site). La bioremédiation est aujourd’hui reconnue comme une
action complémentaire des voies chimiques et physiques pour la dégradation ultime des polluants
dans I'environnement. Il existe deux principales approches dans la biorestauration : la biostimulation
et la bioaugmentation qui inclut I'ingénierie génétique des micro-organismes.

La plus étudiée des approches est la biostimulation qui permet d’augmenter la biodégradation en
stimulant I'activité de populations microbiennes indigénes par apport de nutriments et par ajustement
des conditions de milieu (potentiel d'oxydoréduction, humidité...). Le principal avantage vient de ce
gue la biorestauration est réalisée par des micro-organismes indigenes, qui sont déja présents et bien
répartis spatialement dans la subsurface et qui sont donc bien adaptés a ce milieu. Son principal
inconvénient vient de ce que l'ajout d'additifs est tributaire de la géologie locale du milieu en
subsurface.

La bioaugmentation consiste en I'inoculation de micro-organismes spécifiques (soit directement soit
aprés traitement physique ou chimique). Cette technique offre plusieurs avantages comme par
exemple l'assainissement des contaminants in situ réalisé avec un minimum d'impact sur
I'écosystéme en surface, un minimum de production de déchets aprés traitement, et un co(t moindre
par rapport a d'autres options ex situ telles que le pompage et le traitement primaire. Néanmoins, des
limites existent comme celles liées a certaines conditions géochimiques qui peuvent étre inhibitrices
de la biodégradation, ou la présence de certains co-contaminants qui peuvent empécher 'action des
micro-organismes.

Le recours aux techniques de modification du code génétique des micro-organismes reste encore tres
controversé. Ces techniques sont basées sur des modifications génétiques dans une tentative
d’'insérer de nouvelles fonctions métaboliques pour dégrader les contaminants présents dans
I'environnement. Des expérimentations sont actuellement en cours dans de nombreux laboratoires
afin d'isoler les souches qui pourraient étre utilisées in situ.

Dans le cas de la bioaugmentation, les risques environnementaux et humains restent encore
méconnus (et peu documentés) et méritent donc une attention particuliére.

Les objectifs spécifiques de I'étude sont donc :

o de réaliser une recherche aussi exhaustive que possible des informations disponibles
concernant les consortiums microbiens exogéenes existants (molécules ciblées par ces micro-
organismes — nature et concentration, type de pollution, typologie, voies métaboliques,
obtention des organismes, associations possibles avec d'autres techniques ou traitements,
mode d’introduction et composition des flores exogénes) et sur les limites d'utilisation
particulierement pour les risques sanitaires possibles dans le cadre d'une dissémination ;
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o0 de comparer les méthodes d’'obtention et d'application des souches exogénes (naturelles ou
génétiguement modifiées) et de les hiérarchiser en fonction de leurs efficacités et limites
(transfert laboratoire - terrain) ;

0 de réaliser a partir des données obtenues une synthése des connaissances permettant de
statuer quant aux potentialités et a la réelle efficacité d'utilisation des consortiums exogénes et
de leurs associations (possible ou nécessaire) avec d’autres traitements de bioremédiation ;

o détudier les possibilités de traitements en amont de I'application au terrain ;

0 de traiter du devenir des micro-organismes introduits dans I'environnement et de répertorier
les moyens de confinement et de destruction des micro-organismes afin de prévenir leur
dispersion dans le milieux ;

o0 d'aboutir & un examen critique de I'existant (au moyen de retours d’expérience et d’analyses
des kits commerciaux disponibles).
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2/ Contexte réglementaire sur I'apport de micro-org  anismes dans le
traitement des matrices polluées
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2.1/ Définitions

Est Organisme Génétiquement Modifie (OGM), au sens réglementaire, tout organisme obtenu par des
technigues de recombinaison de I'acide nucléique impliquant la formation de nouvelles combinaisons
de matériel génétique, par des techniques impliquant l'incorporation directe dans un organisme de
matériaux héréditaires préparés a l'extérieur de l'organisme et enfin par des techniques de fusion
cellulaire ou d'hybridation (article L. 531-1 du code de I'environnement).

La définition de I'OGM mentionnée par la loi 92-654 du 13 juillet 1992 sera précisée par un décret 93-
744 du 27 mars 1993 arrétant la liste des techniques mises en oeuvre pour son obtention,
conformément a la liste figurant dans la directive 98/81/CE (annexe | partie A) et dans la directive
2001/18/CE (annexe | A, premiére partie).

Il est a souligner que l'exclusion des étres humains de la définition, telle que prévue par la directive
2001/18/CE (article 2 point 2) n'exige pas, dans notre ordre juridique national, de disposition expresse.
En effet, le principe selon lequel la personne est sujet de droit s'oppose a toute possibilité de la
considérer comme un organisme génétiguement modifié.

La définition au sens scientifique du terme OGM répond au méme descriptif.

2.2/ Apport de micro-organismes génétiquement modif ies

2.2.1/ AU NIVEAU NATIONAL

En France, I'utilisation en milieu confiné (laboratoire, serre, bio-industrie) des OGM ne peut se faire
sans l'autorisation de la Commission du génie Génétique (CGG). La CGG est une commission
consultative sous tutelle du Ministére de la Recherche, qui examine les dossiers déposés par les
laboratoires et les industriels, propose les conditions d’expérimentations sur les OGM en milieu
confiné aprés une évaluation de la classe de risque et du niveau de confinement souhaitable (étude
des techniques, procédés, organismes, sécurité). Le Ministére de la Recherche prend la décision
finale et doit ensuite mettre a la disposition des autres membres de I'Union européenne les dossiers
constitués.

La directive fondatrice européenne 90/219/CEE transposée en droit francais par la Loi n°92-654 du
13 juillet 1992) établit des mesures communes pour l'utilisation confinée des micro-organismes
génétiguement modifiés (MGM) en vue de la protection de la santé humaine et de I'environnement.
Elle concerne les plantes et leurs cellules a deux titres : d'une part, car elles peuvent étre hotes ou
cibles des micro-organismes, et, d’autre part, car leur transformation peut nécessiter le recours a des
micro-organismes génétiquement modifiés.

La Commission du Génie Biomoléculaire (CGB) examine, au cas par cas, les demandes de
dissémination volontaire d’'OGM dans I'environnement a des fins de recherche et de développement
(dites partie B) ou de mise sur le marché (dites partie C) pour en évaluer les risques pour la santé
publique et pour I'environnement. La CGB est une commission consultative sous tutelle du Ministere
de I'Agriculture et de I'Environnement. Les demandes d’autorisation de dissémination a des fins de
recherche et de développement sont traitées au niveau national. Il incombe toutefois a I'Etat de tenir
informés les autres Etats membres et la Commission des activités de recherche conduites sur le
territoire national.

2.2.2/ AU NIVEAU INTERNATIONAL

- L’'exemple européen

Une réglementation est indispensable pour garantir la sécurité de I'utilisation, dans I'environnement,
d'organismes nouveaux ou modifiés, et — objectif qui n'est pas des moindres — pour maintenir la
confiance du public. L'Union européenne a émis deux directives concernant l'usage de micro-
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organismes génétiguement modifiés en milieu confiné et la dissémination délibérée de micro-
organismes génétiguement modifiés dans I'environnement :

- Council Directive on the Contained Use of Genetically Modified Micro-organisms. 1990,
90/219/EEC

Les Etats membres ont été obligés de réglementer Iutilisation confinée de micro-organismes
génétiquement modifiés, afin de limiter au maximum les effets négatifs qu'ils peuvent avoir sur la
santé humaine et I'environnement, car les micro-organismes libérés dans I'environnement d'un Etat
membre, au cours de leur utilisation confinée, peuvent se répandre dans d'autres Etats membres. La
directive classe les micro-organismes génétiquement modifiés en deux catégories d'aprés le risque
gu'ils représentent :

0 groupe |: micro-organismes répondant aux criteres de l'annexe ll;
0 groupe ll: micro-organismes autres que ceux du groupe |.

Afin de limiter au maximum les risques pour la santé humaine ou I'environnement, I'utilisateur doit
suivre certains principes de sécurité et d'hygiéne. De plus, lors de la premiére utilisation de micro-
organismes génétiquement modifiés dans une installation particuliere, |'utilisateur doit présenter aux

autorités une notification leur permettant de s'assurer que l'installation proposée se préte a cette
activité sans danger.

- Council Directive on the Deliberate Release into the Environment of Genetically Modified
Organisms. 1990, 90/220/EEC (abrogée)

Cette directive a principalement pour but de rendre la procédure d'autorisation de dissémination
volontaire et de mise sur le marché des organismes génétiquement modifiés (OGM) plus efficace et
plus transparente, de limiter cette autorisation a une durée de 10 ans renouvelables et d'introduire un
contrdle obligatoire aprés la mise sur le marché des OGM. Elle prévoit également une méthode
commune d'évaluation des risques associés a la dissémination des OGM (les principes applicables a
I'évaluation des risques pour l'environnement se trouvent a l'annexe |l de la directive) et un
mécanisme permettant la modification, la suspension ou la cessation de la dissémination des OGM

lorsque I'on dispose de nouvelles informations sur les risques associés a cette dissémination.

NB : Toutes les procédures d'autorisation de dissémination d’'OGM dans I'environnement sont
strictement réglementées par la directive européenne 2001/18/CEE. Cette directive remplace, depuis
2001, la 90/220/CEE (transposée en droit francais par la loi n°92-654 du 13 juillet 1992), directive
générale fixant des lignes générales d'évaluation applicables a tous les types d'OGM (plantes,
animaux, micro-organismes) et a toutes les utilisations, qu'elles soient médicales, industrielles ou
alimentaires.

La majorité des pays membres de I'UE ont introduit ces deux directives dans leur législation. Ces
directives exigent qu'un projet détaillé de I'expérience, qui doit contenir I'évaluation des risques
potentiels, recoive I'approbation des autorités compétentes, avant la dissémination de tout organisme
génétiguement modifié dans I'environnement.

Dans certains pays, la nature, et parfois méme le site de dissémination, doivent étre publiés dans la
presse locale. Aprés plusieurs années d'expérience dans ['utilisation de cette réglementation, les
procédures concernées sont actuellement en train d'étre révisées. Des amendements destinés a
clarifier et a réviser la Directive 90/220/EEC ont été publiés en décembre 1998.

- L'exemple américain

Le décret de Contréle des Substances Toxiques (TSCA) oblige 'EPA a réglementer certains micro-
organismes. En vertu de la politique antérieure, l'industrie est tenue de déposer auprés de I'EPA un
avis de pré-manufacture (PMN) dans le cadre de tout « nouveau » micro-organisme avant qu'il ne soit
fabriqué, importé ou transformé et destiné a un usage commercial, ou un « nouveau » micro-
organisme est défini comme tout micro-organisme inter générique non répertorié dans I'lnventaire des
Substances Chimiques du TSCA. Plus précisément, en vertu de cette Iégislation, de nouveaux micro-
organismes sont définis comme des micro-organismes créés par la combinaison délibérée de matériel

génétique provenant d'organismes de différents genres. » (p. I-3).
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Concernant les applications de la bioaugmentation, aux Etats Unis, seules 11 demandes
d’'applications environnementales microbiennes ont été déposées auprés de 'EPA de 1998 a 2004,
avec pour la plupart recours a la souche Bradyrhizobium japonicum. En fait, seule une réelle libération
d’'OGM pour la biorestauration de sites pollués a été réalisée aux Etats Unis. La principale
préoccupation des autorités compétentes concerne le potentiel des OGM a persisté sur un site, aprés
biorestauration et/ou par transfert des modifications géniques des OGM aux populations autochtones
résultant en d'imprévisibles conséquences pour la santé des populations avoisinantes et pour
I'environnement.

- Une démarche a I'échelle mondiale : le protocole de Cartagena

Le 29 janvier 2000, a Montréal (Canada), plus de 130 pays ont adopté le protocole de Cartagena sur
la prévention des risques biotechnologiques relatif a la Convention sur la diversité biologique. Ce
premier protocole a pour objet de contribuer a assurer un degré adéquat de protection pour le
transfert, la manipulation et Il'utilisation sans danger des organismes vivants modifiés (végétaux,
animaux et micro-organismes génétiquement modifiés, par exemple) dans le cadre des mouvements
trans-frontiéres.

En outre, ce protocole vise a éviter les effets défavorables sur la conservation et I'utilisation durable de
la biodiversité biologique sans perturber inutilement le commerce mondial des produits alimentaires.
Ce protocole est entré en vigueur le 11 septembre 2003.

Il crée une procédure d'accord préalable en connaissance de cause qui a pour effet d'obliger les
exportateurs a obtenir le consentement d'un pays importateur avant le premier mouvement trans-
frontiere d'organismes vivants modifiés destinés a étre introduits intentionnellement dans
I'environnement, qu'il s'agisse par exemple de semences, de poissons destinés a étre lachés ou de
micro-organismes libérés dans le cadre d'actions de biorestauration

2.3/ Apport de micro-organismes allochtones

2.3.1/ AU NIVEAU NATIONAL

L'intérét du recours a des traitements biologiques réside essentiellement dans le fait qu'elles ne
nécessitent ni excavation (pour certaines), ni transport, ce qui rend leur mise en ceuvre moins
colteuse.

Les techniques qui impliquent I'injection des micro-organismes dans les sols, in situ, nécessitent de
contrdler de nombreux parameétres et de prendre d'importantes précautions pour éviter la diffusion des
micro-organismes dans I'environnement proche. Ces techniques sont généralement moins bien
acceptées du fait des risques de transfert des bactéries et des pollutions dans les sols environnants et
les nappes phréatiques.

Le point sur l'aspect réglementaire pour l'utilisation des micro-organismes allochtones dans le
traitement des matrices contaminées n'est pas clairement stipulée dans la Iégislation frangaise. En
effet, la consultation du site de Légifrance (www.legifrance.gouv.fr) au moyen de divers mots clés tels
que « bioaugmentation », « bioremédiation », « biotraitement », ne permet pas de sélectionner des
textes réglementaires sur cette thématique.

Un article seul a été tiré du code de la Santé Publique (article L5139-1 ) sur le Régime juridique des
micro-organismes pouvant présenter un risque pour la santé publique. Relévent du présent chapitre
les micro-organismes et les toxines  dont I'emploi serait de nature a présenter un risque pou rla
santé publique ainsi que les produits qui en contiennent. Cependant, aucun texte ou décret ne
stipule vraiment quelles sont les espéeces autorisées et leurs usages.

2.3.2/ AU NIVEAU INTERNATIONAL

Etude RECORD n°07-0417/1A 11



La recherche de textes réglementaires au niveau du site de I'Union européenne (http://eur-
lex.europa.eu/fr/index.htm) a abouti a des résultats concernant les organismes génétiquement
modifiés (développés ci-apres).

Par contre, aucun document ne stipule clairement les précautions a prendre dans le cas de
I'introduction de micro-organismes pour le traitement des matrices contaminées.

- L’'exemple canadien

Dans le but d’améliorer et de protéger la santé et la sécurité des populations ainsi que
I'environnement, Santé Canada, en collaboration avec Environnement Canada, dans le cadre de la
Loi canadienne sur la protection de I'environnement, de 1999 (LCPE de 1999) régit les produits
nouveaux issus de la biotechnologie et s’occupe de la gestion des substances susceptibles d’affecter
la santé humaine ou l'environnement: a titre de substances nouvelles, sont compris les micro-
organismes, les autres organismes vivants, les produits biochimiques et les biopolyméres. Ces
substances biotechnologiques peuvent faire I'objet d’évaluations des risques et de contrdles dans le
cadre du nouveau Réglement sur les renseignements concernant les substances nouvelles, de la
LCPE de 1999.

Evaluation du risque (rdle de Santé Canada) :

Selon LCPE 1999, autant les organismes d'origine naturelle que les o rganismes génétiguement
modifiés doivent étre évalués . Les évaluateurs de la Section de biotechnologie du Bureau de
I'évaluation et du contréle des substances nouvelles évaluent les renseignements fournis par les
déclarants, conformément aux Réglements sur les renseignements concernant les substances
nouvelles et les Directives pour la déclaration et les essais de substances nouvelles s'appliquant aux
micro-organismes et décident si une substance est « toxique » ou non selon LCPE 1999.

Si les compagnies comptent fabriquer ou importer de nouveaux produits biotechnologiques, elles
doivent aviser le gouvernement et présenter des renseignements scientifiques détaillés au sujet des
substances contenues dans le produit. Les scientifigues de Santé Canada ont examiné ces
renseignements et procédé a des enquétes supplémentaires afin de savoir si un produit pose un
risque pour la santé humaine. Pour évaluer les risques, les scientifiques évaluent le danger que
représente un produit et I'exposition potentielle des Canadiens a ce produit.

Suivent les renseignements nécessaires a I'évaluation des dangers potentiels :

o lidentité du ou des micro-organismes ou organismes, y compris toute manipulation génétique;

0 la propension d'un micro-organisme ou d'un organisme a causer des maladies ou d'autres
effets sur la santé des gens et I'existence d'un lien avec les autres micro-organismes connus
pour étre a l'origine de problémes de santé; et

0 la possibilité de contréler le micro-organisme ou l'organisme (par exemple, au moyen des
antibiotiques) ou sa « résistance » aux efforts pour contréler son mode de multiplication et de
propagation.

Pour évaluer le potentiel d'exposition des humains, les scientifiques de Santé Canada tiennent compte
de nombreux facteurs, dont :

0 la quantité de personnes susceptibles de se servir du produit ou d'y étre exposées;

0 la quantité de micro-organismes ou d'organismes dans le produit; et

o la rapidité de multiplication des micro-organismes et des organismes ainsi que la durée de
leur présence dans I'environnement une fois qu'ils sont libérés.

Les scientifiques de Santé Canada essaient aussi de savoir si certaines utilisations d'un produit
pourraient conduire a des voies ou a des niveaux d'exposition inhabituels, comme l'inhalation de
grandes quantités de micro-organismes.

Le paragraphe 106(3) de la LCPE 1999 interdit l'utilisation, la fabrication ou limportation d'un
organisme vivant en vue d'une nouvelle activité (NA), lorsque l'organisme figure sur la LIS (cf annexe),
avec une indication a I'effet que les dispositions de la NA s'appliquent.
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Parallelement, le paragraphe 106(4) de la LCPE 1999 interdit 'utilisation, la fabrication ou I'importation
en vue d'une nouvelle activité d'un organisme vivant qui ne figure pas sur la LIS, mais pour lequel un
avis a été publié dans la Gazette du Canada, indiquant que les dispositions de la NA s'appliquent.
Une nouvelle activité est définie a l'article 104 de la LCPE 1999 comme étant toute activité qui donne
ou peut donner lieu :

0 soit a la pénétration ou au rejet d'un organisme vivant dans I'environnement en une quantité
ou concentration qui, de l'avis des ministres, est sensiblement plus grande qu'antérieurement;

0 soit a la pénétration ou au rejet d'un organisme vivant dans I'environnement ou a l'exposition
réelle ou potentielle de celui-ci a un tel organisme, dans des circonstances et d'une maniére
qui, de l'avis des ministres, sont sensiblement différentes.

D’'autres textes régissent I'entrée sur le territoire canadien de substances nouvelles : les reglements
de notification des Nouvelles Substances du décret sur la Protection de I'Environnement Canadien
(1999)l régulent les nouvelles substances telles que les substances chimiques, polymeéres et produits
biotechnologiques s'ils sont fabriqués ou importés au Canada. Les micro-organismes utilisés dans les
activités suivantes sont soumis a ces textes :

- Bioremédiation par bioaugmentation (application de micro-organismes; soient des
souches pures, des mélanges définis et des consortiums naturels)

- Des études de terrain expérimentales, applications spécifiques sur site et les
applications/opérations entierement commercialisées

- L’inoculation microbienne d’effluents industriels.

! D'autres informations sont disponibles & I'adressigante www.ec.gc.ca/substances
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3/ Etat de l'art sur les techniques de bioaugmentat
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3.1/ Notions de bioremédiation

De maniere générale, les biotechnologies classiques mettant en ceuvre des micro-organismes sont
applicables pour le traitement des déchets organiques dits « biodégradables ». De nouvelles
biotechnologies peuvent s’appliquer au traitement de certaines pollutions minérales (biolixiviation ou
bio-immobilisation des métaux,...), bien que des études complémentaires restent encore nécessaires
pour en démontrer la faisabilité industrielle.

Dans le cas des sites et sols pollués, les biotechnologies peuvent apporter des solutions intéressantes
mais souvent en association avec d’autres techniques. Méme si les traitements biologiques ne
permettent pas d’éliminer complétement la charge polluante, ils permettent de réduire les impacts
environnementaux souvent de maniére efficiente, avec des moyens relativement réduits. Dans
'ensemble des cas, le facteur temps est primordial. Il est & mettre en balance notamment avec les
colts des traitements, généralement moins élevés pour les biotechnologies que pour les techniques
thermiques ou physico-chimiques.

Deux groupes de polluants sont communément rencontrés dans les matrices contaminées :
- les molécules organiques avec par exemple :

les biopolyméres et autres produits naturels ;

les hydrocarbures aliphatiques ;

les hydrocarbures aromatiques ;

les organo-halogénés ;

les organométalliques ;

autres : Pesticides, composés organiques oxygénés (solvants polaires).

O O0OO0OO0OO0OOo

- les molécules inorganiques avec par exemple :

0 les métaux lourds ;
0 autres : Cyanures, nitrates, métalloides (As), ...

La bioremédiation est une technique de dépollution attractive. L'utilisation d'organismes vivants
permet de dégrader ou de transformer une grande variété de polluants grace principalement a des
enzymes de métabolisation. Mais cette approche a des limites. La remédiation par voie biologique est
parfois impossible, incompléte, et nécessite souvent des délais importants de maniere parfois
difficilement prévisible. Si un polluant n'est pas dégradé par une microflore, il peut y avoir deux causes
majeures :

1. soit le polluant n'est pas disponible pour les organismes,
2. soitil n'est pas dégradable par les organismes présents.

Plusieurs facteurs conditionnent la disponibilité d'une ou plusieurs molécules pour les organismes
vivants. Il faut que la microflore soit en contact de la pollution. La probabilité de contact polluant-
organisme est réduite si les concentrations en micro-organismes et/ou substrats sont faibles. En effet,
si le polluant n'est pas en concentration suffisante, les organismes et leurs enzymes ne pourront pas
étre en contact avec la molécule d'intérét qui par conséquent ne pourra pas étre transformée. La
nature chimique du polluant est déterminante. Elle conditionne le partage de la molécule avec les
différentes phases du systéeme : une molécule pourra étre trés volatile (et donc préférentiellement en
phase gazeuse), plus soluble dans des solvants organiques que dans une phase agueuse ou encore
fortement adsorbée sur une matrice solide. La nature et la structure de la matrice (microporosité, ...)
peut encore accentuer les phénomenes d'adsorption. Les conditions physico-chimiques telles que la
température et le pH vont également modifier la disponibilité d'une molécule.

D'autres facteurs vont influencer la dégradation des polluants par les micro-organismes. Les
conditions environnementales doivent étre optimales pour obtenir une croissance et une activité
microbienne garantissant I'efficacité du procédé de bioremédiation. Les nutriments doivent étre
présents en quantité suffisante : les valeurs optimales du rapport C :N:P doivent étre égales a
100 :5 :1 et la présence d'oligo-éléments est requise pour assurer leur croissance.
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Les conditions optimales de dégradation dans les sols sont rapportées dans le tableau 1 (d'aprés
Vidali, 2001). L'efficacité du traitement par bioremédiation peut étre ainsi limitée par la perméabilité
des sols, la teneur en silt et argile ne devant pas dépasser un certain seuil. Les sols a traiter ne

peuvent contenir de substances toxiques susceptibles d’empécher le développement bactérien.

Parameétres Conditions nécessaires pour I'activité Valeur optimale de dégradation
microbienne d’hydrocarbures
Humidité 25-28 % de la capacité de rétention en 30 — 90%
eau de la matrice
pH 55-8,8 6,5-8
Contenu en oxygéne Aérobie, espace pore minimum de 10% 10 — 40%

Contenu en nutriments
Oligo-éléments
Température (C)
Contaminants organiques
Métaux lourds

Type de sol

C, N et P pour la croissance microbienne
Fonction de I'espéce
15-45
pas trop toxique
Contenu total 2000 ppm (quantité
maximum tolérable)
Contenu en argile faible

C:N:P=100:5:1
Fonction de I'espéce
20-30
Hydrocarbures 5 — 10% PS de sol

700 ppm

Tableau 1. Conditions environnementales affectant la biodégradation (adapté de Vidali, 2001)

Outre les facteurs environnementaux, plusieurs facteurs de nature physiologique peuvent influencer la
dégradation microbienne des polluants. Au cours de la chaine de réactions, la présence d'accepteur
final d’électrons va influencer la biodégradation :

. Lorsque l'accepteur final d’électrons est I'oxygéne moléculaire, il est nécessaire d'utiliser le
terme respiration aérobie et les micro-organismes de ce type sont aérobies. Lorsque I'accepteur est
une substance inorganique, un sulfate ou un carbonate et en absence d’oxygéne, le terme de
respiration anaérobie est utilisé, les organismes de ce type sont alors définis comme anaérobies.

. Lorsque l'accepteur final d’électrons est une molécule organique, le terme fermentation est
employé et les bactéries sont dites anaérobies ou aéro-anaérobies.

Il est possible de diviser les micro-organismes en plusieurs groupes distincts :

0 Les aérobies : plusieurs bactéries aérobies sont connues pour leur capacité de dégradation
de pesticides et hydrocarbures, des alcanes aux composés poly-aromatiques telles que les genres
Pseudomonas, Alcaligenes, Sphingomonas, Rhodococcus et Mycobacterium.

o} Les anaérobies : moins étudiés que les précédents, concernent la bioremédiation des
Polychlorobiphényles dans les sédiments contaminés, la déchloruration du trichloréthyléne, et du
chloroforme.

0 Les méthylotrophes : actifs contre une liste importante de composés, incluant les composés
aliphatiques chlorés comme le trichloréthyléne et le 1,2-dichloroéthane.

Plusieurs limites influencent la réussite de la bio ingénierie pour le traitement des matrices
contaminées :

e Les plasmides sont instables ou les génes ne sont pas exprimés dans le nouvel
environnement.

e Les souches inoculées n'ont pas survécu, ou, si elles ont survécu, l'activité métabolique a été
trop faible pour une compétition réussie avec les souches autochtones.

« Les souches inoculées, agissant comme donneuses de genes, ont survécu, mais d'autres
souches ne sont pas compétentes pour recevoir ces genes.
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3.2/ Origine des micro-organismes impliqués dans le s procédés de
bioaugmentation

L'addition d'un inoculum supplémentaire consistant en des microorganismes indigénes ou non doit
stimuler la diversité de la population indigéne mais aussi la concentration en microorganismes actifs
(densité cellulaire) afin d’augmenter le niveau de dégradation des composés cibles. L'application de la
bioaugmentation est essentielle dans le cas ou aucun micro-organisme capable de dégrader les
composés cibles n'est présent dans la communauté naturelle ou si l'activité de la communauté
naturelle est inhibée. La sélection de souche est fondée sur le principe que certains micro-organismes
sont mieux adaptés a certaines activités (cataboliques) et certains environnements que d’autres.

D'autre part, dans les milieux pollués comme dans les environnements naturels, les micro-organismes
vivent en consortiums. Il s'agit d'une forme de pluricellularité « opportuniste », c'est-a-dire qu'elle
génére une infinité de plans possibles en fonction des paramétres du milieu, de leurs fluctuations ainsi
que des potentialités et des facultés d'adaptation des espéces qui le peuplent. La dégradation des
polluants est souvent une entreprise collective menée par des individus appartenant a différentes
especes et ou chacun dispose d'enzymes capables de dégrader seulement un certain nombre de
molécules d'une famille donnée (PCB, PAH, ...), la capacité a dégrader tous les types de molécules,
lorsqu’elle existe, étant une propriété de Il'ensemble du consortium. Cette dimension de
« consortiomisation » pourrait aussi étre exploitée en bioaugmentation et les souches nécessaires
pourraient étre construites par génie génétique in vivo. Mais il s'agit la d'un objectif a long terme : il
implique une compréhension préalable des mécanismes a l'oeuvre lors de la mise en place et du
fonctionnement de ces associations de cellules.

La bioaugmentation traditionnelle ayant donné les résultats les plus probants est celle basée sur
I'application répétée de bactéries dégradantes trés compétentes (van Veen et al., 1997). La fréquence
élevée des événements pour ce procédé est nécessaire en raison de la faible survie et de I'activité de
l'inoculum. Par ailleurs, ce mode d'application favorise la sélection de la (des) souche(s) les plus
adaptées. Lors de la conception d'un procédé de bioaugmentation, la sélection est limitée aux
especes qui ne sont pas des agents pathogénes pour 'homme, mais il est fréquent de rencontrer des
microorganismes résistants et étroitement liés a une pathogénicité humaine, excluant leur application
sur le terrain. Ceci est illustré avec Pseudomonas aeruginosa, une bactérie Gram négative
polyvalente qui se développe dans le sol, les marais cotiers et les habitats marins et a été utilisée
comme rhizobactérie promotrice de la croissance végétale. Toutefois, une gamme de différentes
souches de P. aeruginosa est également connue pour générer des infections pulmonaires avec
inflammation et s’accompagnant de problemes respiratoires qui peuvent étre potentiellement mortels.
Par conséquent, la sélection de la souche ne doit pas étre fondée sur ses performances seulement.

L'origine des micro-organismes entrant dans le procédé de bioremédiation peut donc étre triple :

L’ UTILISATION DE MICRO-ORGANISMES ISOLES ET/OU CULTIVES

Traditionnellement, les études portant sur la biodégradation ont été initiées par la sélection de un ou
plusieurs micro-organismes capable de dégrader des polluants cibles. Cependant, les méthodes
conventionnelles ont permises I'isolement que d’'une fraction limitée des micro-organismes dégradeurs
présents dans I'environnement. De plus, beaucoup d’organismes isolés ont montré des cinétiques de
dégradation qui different de celles observées dans leurs habitats naturels (Watanabe, 2001). Par
exemple, les méthanotrophes cultivées en laboratoire montrent des constantes de saturation pour
I'oxydation du méthane qui sont de 1 a 3 fois plus élevées que celles observées dans les sols.

L'introduction de microorganismes isolés et/ou cultivés en laboratoire dans un écosystéme pollué est
utilisée dans un premier lieu pour accélérer la consommation du ou des polluants présents par la
microflore. Par exemple, une consommation rapide de 2,4,6-trichlorophénol (2,4,6-TCP) a été
observée dans des sols contaminés et inoculés avec Alcaligenes eutrophus TCP (Andreoni et al.,
1998). En effet, les auteurs ont montré une métabolisation du polluant 48 h aprées l'incubation. Le sol
utilisé a été traité durant 20 ans avec des pesticides et il contenait 1-9.10" UFC/g sol sec ayant servi
pour la préparation des isolats. La souche A. eutrophus TCP a été isolée en présence de 200 mg/l de
2,4,6-TCP.
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Il est également important de souligner la capacité d’adaptation des micro-organismes en fonction des
conditions externes pouvant influencer la biodégradation. Meyer et al. (2004) ont montré que des
isolats, prélevés dans une communauté de sol alpin et constitués en grande majorité par le genre
Pseudomonas, formaient un embranchement unique adapté a des conditions extrémes, représentatif
de ceux rencontrés dans la toundra suédoise et I'antarctique.

Il faut également préciser que l'efficacité de dégradation sera fonction de I'espéce présente. Topp et
al. (2000a, 2000b) ont montré des différences d’efficacité entre les bactéries dégradant I'atrazine dans
la bioremédiation de sols contaminés. Bien que les 3 genres, Pseudaminobacter, Norcardioides et
Pseudomonas soient capables de minéraliser I'atrazine, seules Pseudaminobacter et Norcardioides,
avec une densité dans linoculum de 10° cellules/g sol, accélerent significativement la disparition de
I'atrazine. Les auteurs suggerent que la capacité a utiliser I'atrazine comme source de carbone est
importante pour mettre en place « une amélioration de la dégradation » écologiquement significative
dans la densité des inoculums présents.

L'une des difficultés apparente lors de l'introduction d’organismes exogenes réside dans la présence
au sein de l'environnement naturel de nombreux organismes non caractérisés et entrant en
compétition avec les populations introduites. Ainsi, de nombreux micro-organismes isolés et
caractérisés en laboratoire ne sont pas encore valides in situ. L'autre difficulté réside dans le fait que
deux scénarios environnementaux ne vont pas pas se produire dans des conditions complétement
identiques ; les variations rencontrées résident au niveau des types et quantités de polluants présents,
des conditions climatiques et hydrogéodynamiques.

L ‘ENRICHISSEMENT DIRECT PAR DES MICRO-ORGANISMES

L’enrichissement direct des matrices solides polluées peut étre établi par stimulation des micro-
organismes indigénes dégradeurs d’'un composé spécifique. L'activation du sol est un exemple
d’enrichissement direct pour lequel un consortium acclimaté est produit et peut dégrader un composé
spécifique : Otte et al. (1994) ont testé ce concept en bioréacteurs pendant 35 jours pour la
biodégradation du pentachlorophénol (PCP) et d’'HAP dans des sols contaminés. En effet, la
biodégradation aérobie et anaérobie des HAP et PCP a été démontrée a partir de cultures pures en
laboratoire ou in situ (Topp et Hanson, 1990 ; Kanaly et Harayama, 2000).

Néanmoins, I'activité des cultures pures est souvent restreinte & un nombre limité de contaminants et
est moins applicable a une mixture de polluants. Le concept d’activation du sol est basé sur la culture
d'une biomasse a partir d’'une fraction de sol contaminé et permet un usage ultérieur de cet isolat
comme un inoculum pour la bioaugmentation de ce méme sol.

Les particules du sol agissent comme des micro-niches pour les micro-organismes les protégeant
contre les prédateurs (Kim, 2003). Le sol peut ainsi fournir des nutriments aussi bien qu’'un support
physique pour la croissance microbienne. Durant I'enrichissement direct, beaucoup d’espéces, qui ne
sont pas cultivables mais peuvent avoir un rbéle prépondérant dans la dégradation des composés
chimiques présents dans le milieu naturel, peuvent étre enrichies.

Bien que I'utilisation de cultures pures de souches isolées puisse étre associée a I'accumulation de
produits de dégradation qui seraient plus toxiques que les produits parents, les mélanges de
consortiums sont plus susceptibles de dégrader totalement les composés cibles. Ces mélanges de
micro-organismes sont également connus pour avoir 'avantage d’étre plus résistants aux conditions
environnementales naturelles et a la prédation en comparaison avec les cultures pures qui souvent ne
parviennent pas a générer les activités désirées quand elles sont libérées dans I'environnement (Kim,
2003).

L’ UTILISATION DE MICRO-ORGANISMES GENETIQUEMENT MODIFIES

Cette partie sera développée de maniére plus explicite dans le chapitre 5. Néanmoins, il est important
de préciser qu’un certain nombre de travaux présentent le recours a des organismes génétiquement
modifiés pour augmenter la biodégradation et leur application en bioremédiation. Quelques exemples
peuvent ainsi étre cités. Shao et al. (1995) ont rapporté que la souche recombinée Rhodococcus TE1,
portant le géne encodant la s-triazine hydrolase issu de la souche Rhodococcus corallinus, était
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capable de dégrader I'atrazine en acide cyanurique. Le trichloréthyléne pourrait étre dégradé par une
souche recombinante de Pseudomonas fluorescens avec le géne issu de Burkholderia PR1 encodant
la toluéne o-monooxygénase (Yee et al., 1998).

Cependant, il y a deux limites majeures a lutilisation d’organismes génétiguement modifiés en
remédiation :

- La premiéere est écologique. Une souche développée en laboratoire doit étre congue pour
s'intégrer a la communauté naturelle existante. La capacité des OGM a survivre dans
I'environnement est tres controversée avec certaines études qui rapportent que la survie des
OGM est de nature imprévisible (Giddings, 1998).

- La seconde limite provient des contrbles réglementaires. Le relargage d’organismes
génétiguement modifiés est soumis a une réglementation stricte (cf. chapitre 2). Obtenir une
approbation réglementaire est souvent difficile et long, c’est pourquoi certains chercheurs se
sont concentrés sur l'optimisation et le développement commercial de micro-organismes
naturels.

3.3/ Facteurs affectant I'efficacite de la bioaugme  ntation

Bien que plusieurs exemples de relargage de micro-organismes dans le sol soient disponibles dans la
bibliographie, beaucoup d'échecs ou d'incohérences dans leur réalisation ont été relevés (van Veen et
al., 1997 ; Tappeser et al.,, 1998). Les facteurs qui déterminent l'efficacité et le colt de la
bioaugmentation incluent :

la nature des micro-organismes,

- la nature du (des) xénobiotique(s),
les conditions physico-chimiques
- etla matrice a dépolluer.

Un facteur clé impliqué dans le manque d'efficacité de la bioaugmentation est le déclin rapide de la
densité de prolifération des inoculums (Ramos-Gonzales et al., 1991 ; Thiem et al., 1994).

L’introduction de souche(s) dans le milieu naturel doit pouvoir faire face a une compétition intense
inter-especes et a la prédation ou le parasitisme. Les souches de laboratoire, spécialement les micro-
organismes génétiquement modifiés, sont difficilement compétitives par rapport aux communautés
microbiennes établies. En effet, d'aprés Kim (2003), 'accumulation d’intermédiaires toxiques ou de
produits finaux, a partir des polluants présents dégradés par les bactéries indigénes, peut avoir des
effets négatifs sur la survie des micro-organismes introduits.

La compétition peut étre controlée par ajout de nutriments spécifiques que l'inoculum va utiliser
(biostimulation) ou en modifiant les parameétres de fonctionnement. De plus, il a été rapporté que la
survie des bactéries ajoutées a un sol contaminé est dépendante de la pré-adaptation des souches a
un milieu minimal contenant un extrait du sol a traiter (Maraha, 2007). Cependant, la survie et la
capacité a croitre des souches incorporées n’assurent pas toujours la dégradation du xénobiotique.

Le contact direct ou indirect entre les micro-organismes et les contaminants est un pré-requis
nécessaire pour la biodégradation. Cependant, 'une des limites est l'incapacité des micro-organismes
a se déplacer dans le milieu contaminé. Ainsi, plusieurs auteurs ont considéré cette option et,
plusieurs techniques ont été étudiées pour améliorer le transport et la distribution. De telles
techniques incluent I'application de surfactants, la réduction de la taille des cellules par privation de
nutriments et, le développement de souches avec une modification de I'adhésion des cellules (Kim,
2003).

Gannon et al. (1991) ont démontré que les propriétés de surface cellulaire et le transport des
bactéries via le sol sont liés. La rétention des 19 souches testées dans du terreau type Kendaia était
statistiquement liée a la taille des cellules, alors que le transport ou la rétention de ces souches n’était
pas corrélé avec I'hydrophobicité, les charges de surface des cellules, ou la présence de capsule. La
présence de flagelles n’était pas liée avec le transport des organismes.

3.4/ Bioremédiation des matrices liquides
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3.4.1/ PRINCIPE

Les technologies de traitements dans le domaine des eaux usées (station d'épuration) au cours des
deux derniéres décennies ont contribué a la préservation de I'environnement. Le traitement
biologique, la filtration et la désinfection des effluents sont quelques-uns des exemples qui ont réduit
les impacts de la pollution chimique et ont protégé les écosystémes aquatiques.

Les traitements biologiques des eaux usées ont été longuement pratiqués en utilisant des populations
complexes de micro-organismes dans l'environnement aquatique pour métaboliser la matiére
organique carbonée. En effet, les micro-organismes consomment les composés organiques et les
convertissent en dioxyde de carbone, eau et énergie pour produire de nouvelles cellules.

En fin de processus, les polluants solubles sont convertis en biomasse insoluble, qui peut étre retirée
mécaniquement du flux de déchets et envoyée a disposition. Divers paramétres vont influencer la
dégradation : parmi eux, les niveaux d'oxygéne dissous, pH et d'éléments nutritifs (phosphore et
ammoniac) sont les plus critiques.

Plusieurs polluants peuvent étre présents dans un effluent liquide industriel comme par exemple :

- Matieres flottantes (graisses, hydrocarbures aliphatiques, goudrons, huiles organiques,
résines,...) ;

- Matiéres en suspension (sables, oxydes, hydroxydes, pigments, soufre colloidal, latex, fibres,
adjuvants de filtration,...) ;

- Colorants, détergents, composés macromoléculaires divers, composés phénolés, dérivés
nitrés, dérivés chlorés ;

- Métaux lourds, Fe, Cu, Zn, Ni, Al, Hg, Pb, Cr, Cd, Ti ;

- PO, NH,, SO,, phénols, hydrocarbures Iégers ou aromatiques, dérivés chlorés ;

- CN, Cr”, Cly NOy;

- Acides minéraux et bases: acide chlorhydrique, nitrique, sulfurique et fluorhydrique, bases
diverses;

- Radionucléides tels que I*, Mo*, Cs*;

- Sels d'acides et de bases fortes, composés organiques ionisés (échange d'ions) ou non
(osmose inverse) ;

- Eléments biodégradables tels que sucres, protéines, phénols.

Ces polluants sont, pour la plupart, caractéristiques et donc représentatifs d’'une activité industrielle
particuliere. Les effluents, contenant certains de ces polluants en grande quantité, pourraient étre
difficilement traités par voie biologique. C’est principalement le cas des industries des métaux, de
traitement de surface et des activités de chimie minérale. Pour la majorité des autres industries, la
voie biologique, aprés une préparation adaptée, se préte tout a fait au besoin d’épurer I'effluent liquide
provenant de leur activité.

La mise en ceuvre des cultures bactériennes peut revétir de tres nombreuses formes. Il est classique
de distinguer les procédés dits a culture libres et les procédés dits a cultures fixées.

Dans les procédés a cultures libres , utilisés uniquement en traitement des effluents liquides, est
favorisé le développement d’'une culture bactérienne dispersée au sein du liquide a traiter. Un bassin
brassé est utilisé pour conserver en suspension la culture, et dans lequel est maintenu :

- soit, une certaine concentration en oxygéne : ce sont les procédés aérobies tels que les
boues activées, le lagunage aéré ou naturel ;

- soit, au contraire, I'absence d'oxygéne: ce sont les procédés anaérobies tels que les
procédés a lit de boue ou le lagunage anaérobie.

Les cultures libres ont comme avantage essentiel une relative simplicité de mise en ceuvre. Elles sont
limitées cependant par les concentrations en micro-organismes accessibles et conduisent ainsi a des
volumes d’ouvrages importants.

Dans les techniques a cultures fixées , la capacité qu’ont la plupart des micro-organismes a produire
des exo-polymeéres est utilisée pour former un biofilm. Ces cultures permettent d'obtenir dans les
réacteurs des concentrations en biomasse plus importantes, ce qui permet de réduire leur taille.
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Les cultures fixées comme celles libres peuvent s'utiliser en traitements aérobie et anaérobie.

3.4.2/ EXEMPLES DE BIOAUGMENTATION APPLIQUES A DES MATRICES
LIQUIDES

CAS DES COMPOSES CHLORES

Certains composés aliphatiques chlorés de part leur utilisation importante comme solvants,
dégraissants, désinfectants se retrouvent dans plusieurs compartiments de I'écosysteme dont les
réserves en eau potable. Un traitement communément employé pour épurer les eaux souterraines
contaminées consiste en [l'utilisation d'une série de puits pour pomper les eaux souterraines
contaminées vers la surface. Outre, I'élimination du contaminant, ces systemes de traitements
hydrauliques sont également nécessaires pour la maitrise des panaches de contaminants, c'est-a-dire
pour empécher l'expansion de la zone contaminée vers d'autres compartiments. Cependant, ces
systéemes sont col(teux et nécessitent la mise en place de systémes complexes sur site. C'est
pourquoi le recours a la technique de bioaugmentation est une alternative intéressante.

Le traitement des solvants chlorés par ajout de micro-organismes a été étudié dans de nombreux
travaux en laboratoire et dans des expérimentations sur pilote dans des aquiféres contaminés (Lorah
et al., 2007 ; Tani et al., 2002 ; Hage, 2004). L'intérét de la bioaugmentation dans la remédiation
anaérobie a été initié par I'identification de bactéries capables de croitre par la réduction d'éthenes
chlorés comme le tétrachloroethylene (PCE), le trichloroéthyléne (TCE) et le 1,2-dichloroéthylene (1,2-
DCE) (Maymo-Gatell et al., 1995).

Plus récemment, des especes tirant leur énergie a partir de la réduction du 1,2-DCE et du chlorure de
vinyle en éthéne ont été identifiées, incluant les souches Dehalococcoides VS (Miller et al., 2004) et
BAV1 (Lu et al., 2006). Des consortiums microbiens ont été utilisés dans des applications concernant
les composés organiques volatils pour atteindre une déchloruration compléte en éthéne, éthane et
autres composés non chlorés.

Une culture mixte contenant Dehalococcoides ethenogenes a été isolée a partir d’'un site contaminé
au TCE en Ontario (Canada) et désigné KB-1. Ce consortium microbien anaérobie KB-1 a été breveté
par la société SIREM, Guelph (Canada). Cet enrichissement contient des bactéries qui peuvent
utiliser le chlorure de vinyle comme accepteur d'électrons. Ce consortium a été utilisé avec succes
dans de nombreuses études de bioaugmentation sur le terrain (Duhamel et al., 2004 ; Voci et al.,
2004 ; Grostern et Edwards, 2006).

Un autre essai de bioaugmentation sur pilote pour la remédiation in situ du tétrachlorure de carbone
dans des eaux souterraines en conditions dénitrifiantes a été réalisée en utilisant Pseudomonas
stutzeri KC a partir d’'une culture aérobie isolée sur site (Dybas et al., 1995). Les concentrations en CT
(mesure du 14C) diminuent de 65% dans les eaux souterraines en fin de traitement.

Avec une meilleure compréhension de la microbiologie de la biodégradation des solvants chlorés et
I'achevement de plusieurs grands programmes de suivi sur le terrain, plusieurs inoculums microbiens
ont été isolés et commercialisés pour traiter les composés chlorés (cf. chapitre suivant). Plusieurs
facteurs vont influencer l'efficacité des souches introduites dans les eaux souterraines pour la
bioaugmentation. Il s'agit notamment de : I'exposition a lI'oxygéne, la compétition pour les donneurs
d’électrons, le type et la concentration du donneur d'électrons utilisé, la température et le pH, la
concentration en solvants chlorés, et la présence d'autres solvants chlorés (ESTCP, 2005).

CAS D’'UN PESTICIDE : L'ATRAZINE

Les matiéres organiques comme les pesticides peuvent étre éliminés par voie biologique : ils sont
utilisés comme source d’azote ou de carbone selon le pesticide et les micro-organismes.
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De nombreux micro-organismes (bactéries et moisissures), utilisés en cultures pures ou en
consortium, ont été isolés a partir de milieux pollués, et testés pour leur capacité a métaboliser
I'atrazine. Pour certains d’entre eux, I'atrazine est métabolisée en tant que seule source de carbone
(Yanze-Kontchou et Gschwind, 1994) ; pour d'autres, I'atrazine est une source d'azote (Mandelbaum
et al., 1995).

Plusieurs études ont été conduites dans le but de comprendre le mécanisme de dégradation de
I'atrazine, d'isoler des souches bactériennes ayant un potentiel de dégradation/minéralisation de
I'atrazine et de trouver les conditions optimales de dégradation de ce pesticide (tableau 2). Peu
d’études, par contre, se sont intéressées a l'effet de ce produit dans les systemes existants de bio-
traitement des effluents.

L'exemple de la dégradation de I'atrazine montre que les mécanismes de dégradation par les micro-
organismes peuvent étre variés (Hartmann, 2004). La dégradation peut étre réalisée par voie
oxydative ou par hydrolyse, par des bactéries ou des champignons. Les métabolites finaux peuvent
étre trés différents. Dans I'environnement, il est probable que seuls des consortiums microbiens soient
capables de réaliser la dégradation compléte de la molécule. Parmi les bactéries dégradant I'atrazine,
une diversité taxonomique importante existe. Les génes de dégradation par hydrolyse (atz ABCDEF)
sont cependant trés conservés en terme de séquence nucléotidique.

Tableau 2. Travaux portant sur la biodégradation de I'atrazine
Conditions opératoires/ Résultats Remarques Références
micro-organisme [atrazin€linitiale | [atrazin€lfinaie Temps
ou %
dégradation
Culture mixte/anaérobie |1 mg/l 40% 5 jours Mode séquentiel des |Ghosh P.K,, etal., 2001
1 mg/l 61,8% 34 jours opérations/ dextrose
1 mgll 42% 150 jours comme source de C
externe
Aérobie/culture Large + de 99,9% 3 semaines Combinaison variée de | Yanze-Kontchou C. et
pure/Pseudomonas gamme la conc initiale d’atrazine | Gschwind N., 1994
dans plusieurs milieux
de culture et divers
modes opératoires
Bactéries anaérobies 75 mgl/l 40 mg/l 1 semaine Expérimentation en tube | Jessee J.A., et al., 1983
Aérobie/culture 30 mg/l 60% 6 jours - Giardina M.C. et al,
pure/Nocardia 1982
Aérobie/souche 6 mg/kg sol | Elimination 1 jour 0,3 g poids sec|WenkM.etal, 1998
Pseudomonas sp. complete biomasse inoculante/kg
Yaya6 sol _
6 mg/kg sol | Elimination 5 jours 0,003 g poids sec
compléte bi(?masse inoculante/kg
SO
Aérobie/agrobacterium | 50 mg/I 94% 72 heures Struthers J.K. et al,
radiobactor J14a 1998

Les concentrations en atrazine utilisées dans la plupart des cas cités dans le tableau 2 sont beaucoup
plus importantes que celles actuelles observées dans les eaux de surface et de sub-surface (0,1 a 50
pg/l) a proximité de sites de manipulation de pesticides et de sites de distribution (Ghosh et Philip,
2006).

Certaines de ces études ont été réalisées dans des réacteurs en batch en condition aérobie
(Mandelbaum et al., 1993 ; Yanze-Kontchou et Gschwind, 1994 ; Behki et al., 1993 ; Struthers et al.,
1998).

Toutefois, pour dégrader l'atrazine présente dans I'eau potable par process aérobie, Feakin et al.
(1995) ont utilisé un réacteur hybride avec des cultures pures bactériennes (Rhodococcus
rhodochrous SL1 et Acinetobacter junii WT1) et du charbon actif granulaire sur lit fixe. Yenze-
Kontchou et Gschwind (1994) ont utilisé un autre type de réacteur (batch séquentiel) pour traiter une
eau polluée par de l'atrazine, en utilisant la bactérie Pseudomonas YAYAG, isolée a partir d'une
communauté microbienne.
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L’inoculation de micro-organismes (ou bioaugmentation) pour dégrader l'atrazine dans les eaux est
intéressante mais peu utilisée. L'utilisation d’enzymes produites a partir de souches recombinantes a
également été testée pour décontaminer dans des expérimentations ex situ. L'utilisation d’'éléments
cataboliques mobiles pour réaliser une bioaugmentation est une idée intéressante. Le principe est de
disséminer les genes cataboliques dans les populations microbiennes indigénes a partir d’'une souche
donneuse introduite dans le sol (Top et al.,, 2003). Mais des études plus approfondies sont
nécessaires pour déterminer I'efficacité et I'innocuité pour I'environnement de ces techniques.
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CAS DES HYDROCARBURES

Les Hydrocarbures Aromatiques Polycycliques (HAP) sont des composés dont les plus lourds restent
relativement réfractaires a la dégradation biologique. Au cours des trente derniéres années, les
recherches sur la dégradation des HAP ont permis l'isolement de nombreuses especes de bactéries,
de champignons et d’algues capables de dégrader les HAP de petit poids moléculaire (2 a 3 cycles
benzéniques). Les HAP les plus lourds sont généralement récalcitrants a I'attaque microbienne,
quelques champignons et algues sont capables de les transformer. A I'heure actuelle, quelques
bactéries ont été isolées ayant la capacité a dégrader les HAP de 4 cycles comme unique source de
carbone et d’énergie.

Les dégradeurs d’hydrocarbures représentent environ 1% de la population microbienne totale dans
I'environnement mais, les influx d’hydrocarbures provoquent une croissance de cette catégorie
d’environ 10% (Ranjan Basu, 2005). Fritsche et Hofrichter (2000) ont listé les bactéries prédominantes
appartenant a un large spectre de genres et d’espéces (tableau 3).

Bactéries gram © Bactéries gram [
Pseudomonas sp. Nocardia sp.
Acinetobacter sp. Mycobacterium sp.
Alcaligenes sp. Corynebacterium sp.
Flavobacterium / groupe Cytophage Arthrobacter sp.
Xanthomonas sp. Bacillus sp.

Tableau 3. Principales genres bactériens aérobies participant a la dégradation des HAP

Des bactéries indigénes utilisant les hydrocarbures ont été testées avec succes dans la
bioremédiation des rivages en Alaska aprés la contamination pétroliere lors de l'accident de I'Exxon
Valdez en 1989 avec ajout au préalable d'azote et de phosphore. L'introduction de nutriments et
d'oxygéne dans les aquiféeres de surface contaminés est une procédure fréquente dans les
traitements de bioremédiation in situ (Okoh et Trejo-Hernandez, 2006). En effet, les trois facteurs
requis pour l'activité optimale des micro-organismes sont I'azote, le phosphore et I'oxygéne, qui
peuvent limiter les activités de la microflore indigéne.

La bioaugmentation est dépendante de la complexité de structure des hydrocarbures et de la capacité
(e.g. activité enzymatique extracellulaire) des micro-organismes a les dégrader. Beaucoup de
souches de dégradeurs d’hydrocarbures sont disponibles notamment celles appartenant aux genres
Pseudomonas, Acinetobacter, Bacillus, Flavobactéries (llori et al., 2006). Ces souches peuvent
s’adapter a des environnements naturels et artificiels a condition qu'il y ait une concentration adéquate
en substrat, nutriments et oxygene pour leur métabolisme. Cependant, il a été montré que les
souches seules sont souvent insuffisantes pour dégrader certains polluants ; la catabolisme complet
nécessite un consortium composé d’au moins 2 taxons (Hubert et al., 1999 ; Zhuang et al., 2003).

Compte tenu des informations citées précédemment, I'addition de bactéries capables de recycler les
polymeéres organiques par production d’enzymes extracellulaires est possible. Vasileva-Tonkova et
Galabova (2003) ont proposé une approche alternative de biotraitement d’effluents issus d’une
centrale électrique par bioaugmentation des eaux usées contaminées par des hydrocarbures et des
polymeres organiques conducteurs en utilisant une culture mixte de bactéries indigénes combinant
des producteurs de glycolipides et des enzymes hydrolytiques.

L'industrie pétroliere utilise des bactéries pour pallier le probleme de la pollution créée par les
déversements et les fuites souterraines et pour traiter les déchets occasionnés par la production
pétroliere. Les eaux usées renfermant des hydrocarbures dissous constituent la majeure partie des
déchets rejetés par l'industrie pétroliere et gaziére. Le traitement de ces eaux usées peut étre réalisé
dans des lagunes de biorestauration (des bassins fermés renfermant des bactéries de décomposition
de produits pétroliers) avant rejet dans I'environnement. Cependant, ce processus est tres lent.
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Pour restaurer les eaux usées plus rapidement et efficacement, des chercheurs de l'université de
Saskatchewan ont inventé un réacteur qui fonctionne a I'aide de bactéries biodégradant les produits
pétroliers. Ce réacteur, qui utilise des bactéries de I'espece Pseudomonas putida, consiste en une
structure tubulaire renfermant un film bactérien qui filtre les eaux usées (Riess, 2006).

Les champignons filamenteux sont également connus pour leur capacité a dégrader les
hydrocarbures. Dos santos et al. (2008) ont évalué les taux de croissance de diverses espéces en
utilisant divers dérivés pétroliers comme seule source de carbone, dans le but de sélectionner les
souches adaptées a une utilisation future dans des procédés de bioaugmentation. Quatre souches ont
été isolées de sites contaminés au Brésil et appartenant toutes au genre Aspergillus (nommés
Aspergillus sp. LEBM1, LEBM2, LEBM3 et LEBM4). Déja, en 2004, Chaillan et al. avaient montré que
les genres Aspergillus et Penicillium étaient les plus fréquents sur des sites tropicaux contaminés par
des hydrocarbures.
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CAS DES METAUX LOURDS

Bien que les micro-organismes ne puissent dégrader les métaux, ils vont en modifier les propriétés
chimiques via divers mécanismes d'interactions (figure 1) tels que la biosorption, la biolixiviation, les
systemes enzymatiques microbiens et la biominéralisation. Dans de nombreux cas, ces procédés
impliquent des voies biochimiques spécifiques qui peuvent évoluer pour protéger la cellule
microbienne des métaux toxiques. Ainsi, les micro-organismes vont affecter la réactivité et la mobilité
des métaux : ces micro-organismes peuvent étre utilisés dans le traitement de dépollution de certains
métaux et empécher la propagation de certaines contaminations.

Biosorption
Mz*
ML "' Metal-microbe
M- f interactions

Bioleaching
eq. Heterotrophic leaching Microbial
Insolukle Organic CE‘"
metal acid

Soluble meL'aI chelate
HPOF+ MP —= MHPO,

MO
Metal
{oxidized scluble)

J Biomineralization

MO,
Metal
{reduced inscluble) HaS + M*— M5

Enzyme-catalysed transformations
eq. Bioreduction

Figure 1. Mécanismes des interactions micro-organis me-métal pouvant étre utilisés dans les
applications de bioremédiation (adapté de Lloyd, 20  02)

Les objectifs des stratégies de bioremédiation des composés métalliques sont basés sur I'utilisation
de bactéries pour en modifier les propriétés physiques et chimiques (WS Atkins, 2002).

1. Transformation du métal en une forme non toxique (en réduisant la solubilité du polluant par
biotransformation, sa biodisponibilité est réduite de méme que le niveau d’exposition a ce
composeé)

0 soit par voie enzymatique. L'un des exemples les plus connus est la réduction du
mercure par la mercure réductase.

0 soit par I'action d'un produit du métabolisme énergétique de la cellule (la réduction du
sélénium par les produits soufrés tel que le thiosulfate ou les sulfites);

Les stratégies de biotransformation incluent par exemple I'utilisation de bactéries sulfato-
réductrices pour précipiter les espéces métalliques solubles de la solution. Dans ce processus
respiratoire anaérobie, le sulfate est utilisé comme accepteur terminal d'électrons lors de
'oxydation de I'hydrogéne ou de composés organiques réduits tels que l'acétate et le
propionate pour aboutir a la précipitation d'ions métalliques en sulfures métalliques, afin de
dépolluer des effluents tels que des effluents miniers ou des eaux usées. Des bactéries
autotrophes telles que les genres Thiobacillus sont capables de générer des quantités
significatives d'acide sulfurique lixiviant le métal a partir de I'oxydation de I'élément soufre.
Bang et al. (2000) ont utilisé ce procédé en modifiant génétiquement E. coli DH5a afin
d’exprimer le géne encodant I'enzyme thiosulfate réductase pour produire de I'acide sulfurique
a partir de thiosulfate.
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2. Précipitation des ions métalliques a la surface de la cellule (bioprécipitation) et séquestration
des ions métalliques et/ou la bioaccumulation du métal a l'intérieur du micro-organisme
(biosorption). La stratégie utilisée dépend des caractéristiques du polluant et du niveau et lieu
de contamination du site cible.

Quand les métaux sont en solution, la voie la plus simple pour les éliminer est la biosorption,
qui peut étre définie comme I'association des métaux sous forme soluble a la surface de la
bactérie (par interaction avec des molécules sécrétées par le micro-organisme). La surface
cellulaire est chargée négativement a pH neutre du fait de la présence de groupements
carboxyle, amine, hydroxyle, phosphate, et sulfhydrique, et peuvent adsorber des quantités
appréciables de métaux cationiques chargés positivement. Les avantages de ce type
d’interaction micro-organisme-métal incluent de faibles colts et des cinétiques tres rapides
couplées avec des capacités hautes d’adsorption.

Les stratégies basées sur la biosorption et la bioprécipitation sont les plus susceptibles d'étre
appliqguées dans les procédés ex situ. Bien que les micro-organismes capables d'accumuler ou
précipiter les composés métalliques puissent étre ajouter au site contaminé pour localiser le polluant
in situ, le polluant restera sur le site, et des mesures seront encore nécessaires pour supprimer le
complexe polluant/micro-organisme (WS Atkins, 2002).

En plus de la réduction hautement spécifique (= voie de détoxication du métal), certaines bactéries
sont capables d'utiliser les métaux a valence importante comme accepteurs d’électrons pour la
croissance anaérobie (Lowe et al., 2003 ; Francis et Dodge, 1988). Les métaux pouvant étre réduit de
cette maniere incluent Fe(lll), Mn(1V), U(VI), Cr(VI), Se(VI), Hg(ll) et 'As(V) (Silver et Phung, 2005 ;
Robinson et Tuovinen, 1984 ; Suzuki et al., 1992)

* BIOSORPTION

Divers travaux précisent que la biosorption semble étre adaptée au traitement des métaux lourds
présents dans les eaux contaminées. En effet, c’est une méthode biologique pouvant servir
d’alternative aux procédés conventionnels de traitement des eaux polluées. Les étapes les plus
importantes dans ce procédé sont le choix de la biomasse pour la biosorption du métal et celle de la
matrice d'immobilisation. La biomasse peut provenir (Vieira et Volesky, 2000) :

() de déchets industriels (e.g. industrie agro-alimentaire)

(b) d’organismes facilement disponibles dans I'environnement en quantité importante

(c) d'organismes a croissance rapide, cultivés spécialement ou propagés a des fins de
biosorption.

Alluri et al. (2007) ont listé des exemples de métaux adsorbés par les micro-organismes ainsi que les
matrices servant a immobiliser la biomasse avant application (tableau 4).

Matrice d'immobilisation de la|Types de biomasse Métal adsorbé
biomasse
Alginate de calcium Chryseomonas luteola Cu, Ni
Bacillus cereus Pb
Polyuréthane Pseudomonas aeruginosa Ur
Aspergillus niger Cu
Phanerochaete chrysosporium Pb, Cu, Cd
Aspergillus terreus Fe, Cr, Ni
Silice Aspergillus niger Cr, Cu, Zn, Cd
Polyacrylamide Citrobacter Ur, Cd, Pb
Pseudomonas maltophilia Au
Tableau 4. Diverses matrices d'immobilisation utili sées dans I'adsorption des métaux par les

micro-organismes

L'absorption de métaux lourds par la biomasse appropriée peut, dans certains cas, atteindre jusqu'a
50% de la biomasse en masse seche (Vieira et Volesky, 2000).
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La biosorption du plomb par Pseudomonas aeruginosa PU21 a été investiguée par Chang et al.
(1997). Les résultats montrent qu’a pH 5,5 les cellules sont capables d’adsorber le plomb (110 mg/g
poids sec) avec des concentrations initiales en plomb comprises entre 1 a 2 g Pb/l. L’adsorption est
optimale au début de la phase stationnaire. En ajustant le pH a 2,0, la biomasse microbienne
supprime 98% du plomb présent. De méme, Niu et al. (1993) ont étudié I'élimination du plomb dans
une solution aqueuse (5 a 1000 mg/l) par adsorption de Penicillium chrysogenum et ont montré que la
biosorption était affectée par le pH. Dans des pH oscillant entre 4 et 5, la saturation de la sorption
atteint 116 mg/g de biomasse seche. Cette souche a été appliquée pour le traitement d’eaux usées
industrielles dans lesquelles la concentration en plomb a été réduite a des concentrations inférieures a
1 mg/L, apres traitement.

De méme, Merroun et al. (1998) ont estimé la biosorption du plomb par Myxococcus xanthus qui peut
accumuler plus de 1,28 mmol de Pb / g en poids sec. La gamme de concentration testée est comprise
entre 0,05 et 2 mM, a pH 5.5. En utilisant, le citrate de sodium comme agent désorbant, 92,17 % du
plomb biosorbé qui peut étre récupéré.

Mihova et Godjevargova (2001) ont étudié la sorption des ions Cu®* par 4 souches microbiennes :
Aspergillus niger, Phanerochaete chrysosporium, Saccharomycopsis lypolytica, Saccharomyces
cerevisae. Les capacités d'adsorption les plus importantes ont été observées pour la levure S.
lypolytica (3,5 mg/g) et le champignon P. chrysosporium (2,5 mg/g). L'effet du type de métal sur le
procédé de sorption a également été étudié et l'ordre suivant de sorption a été observé pour les deux
types de cellules : Pb*" > Cu®* > Ni**.

Des études ont été réalisées en réacteurs incluant l'utilisation de fibres creuses en microfiltration et
utilisant Pseudomonas aeruginosa pour la biosorption du Pb, Cu, et Cd en systéme unique ou
ternaire. Les résultats montrent que les rendements d’élimination sont plus importants pour le Pb et
plus faible pour le Cd avec une concentration de métaux influents de 200 uM et un débit de 350 ml /
h (Chang et Chen, 1999).

D’un point de vue pratique, le développement commercial de la biosorption semble avoir largement
ralenti ces derniéres années et il n'y a pas d’adoption de cette technique en tant que traitement viable
a ce jour au niveau industriel. Le manque de spécificité et la faible robustesse des systemes basés
sur la biomasse sont les limites de cette technique par rapport a d’autres procédés physico-chimiques
comme les résines échangeuses d'ions. Le constat, a I'heure actuelle, tend a montrer que les
faiblesses méthodologiques de ce bioprocédé ainsi que la réticence des industriels a adopter et a
développer cette technologie est un frein a la poursuite des activités de recherche dans ce domaine.
Ceci contraste peut-étre avec une perspective biogéochimique ou la sorption des métaux par les
micro-organismes contribue a une compréhension du cycle des métaux dans I'environnement.

* BIOPRECIPITATION REDUCTRICE

Environ 45% des sites contaminés sont traités pour des problémes de pollutions métalliques (Diels et
al., 2005). La réduction du métal a un état redox plus bas peut influencer sa mobilité et sa toxicité, ce
qui permet des applications potentielles en bioremédiation. De tels process peuvent accompagner
d’autres mécanismes indirects de précipitation réductrice, par exemple, les systemes bactériens
sulfato-réducteurs ou la réduction du Cr(VI) peut étre un résultat de la réduction indirecte par le Fe®* et
par la production de sulfure. La réduction aérobie ou anaérobie du Cr(VI) en Cr(lll) est connue chez
les micro-organismes et a été largement documentée pour les systémes ex situ en réacteurs et dans
les approches in situ.

En conditions aérobies, I'enzyme ChrR (codée par le géne chrR) de Pseudomonas putida MK1
catalyse la combinaison du transfert de un ou deux électrons vers Cr® avec la formation d'un
intermédiaire Cr(V). L'opéron YieF de E. coli qui posséde une forte homologie avec I'enzyme ChrR
médiate le transfert de 4 électrons pour la réduction directe du Cr®* en Cr*".

En conditions anaérobies, les enzymes impliquées dans la réduction du Cr®* sont présentées dans la

figure 2, SR et MR indiquent les réductases solubles et associées a la membrane cellulaire,
respectivement.
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Figure 2. Mécanismes de réduction enzymatique du Cr  °* en conditions aérobie et anaérobie

(d’aprés Cheung et Gu, 2006)

Le programme européen “Metalbioréduction” (http://metalbioreduction.brgm.fr/) a montré que la
souche Desulfomicrobium norvegicum est particulierement efficace pour réduire le Cr(VI). La
réduction directe de métaux et métalloides a été testée a partir de bio-réacteurs pour des eaux
souterraines. Les expérimentations ont portées sur le Cr(VI) et 'U(VI). La réduction enzymatique a
été observée en évaluant I'élimination du SO,* et H,S dans le milieu. En absence de SO,%, les
bactéries sont inhibées et le procédé de réduction décline. Les expériences ont été réalisées dans des
réacteurs de 2 litres pour des effluents contenant plus de 100 mg/L Cr(VI) en apportant 250 mg/l SO,°.
Le géne encodant le cytochrome ¢7 de Desulfuromonas acetooxidans a été cloné et exprimé chez
Desulfovibrio desulfuricans, I'organisme recombinant montre l'induction de I'expression des activités
métal réductase. Une telle surproduction de cytochrome c¢7 actif pourrait étre importante dans des
réacteurs enzymatique fixes ou dans la production d'organismes avec des activités réductases
induites dans le cadre de bioremédiation (Aubert et al., 1998).

L'immobilisation des micro-organismes dans les systémes de traitement peut augmenter la biomasse
et, par conséquent, le taux de transformation des métaux. Par exemple, 'immobilisation de cellules
dans un film en agarose—alginate renforce la réduction du cr® par Ps. aeruginosa A2Chr (Ganguli et
Tripathi, 2002).

Des problémes peuvent subvenir avec la toxicité du Cr(VI) ainsi que la maintenance des systémes
anaérobies pour les réducteurs anaérobies de Cr(VI). Cependant, plusieurs réducteurs de Cr(VI)
aérobies et anaérobies sont connus pour pouvoir utiliser des contaminants organiques comme
donneurs d’électrons, soulignant le potentiel de traitement in situ des mélanges de déchets (Gadd,
2000).

* BIOPRECIPITATION INDIRECTE

Un autre mode de précipitation inclut comme ligant le phosphate inorganique généré par les micro-
organismes présents. Le métal est alors précipité en phosphate de métal hautement insoluble
(Seetharam et al., 2005).

Les polyphosphates dans les vacuoles de levure, de champignons et d'algues, et dans les granules
de bactéries sont souvent associés avec des composés a charge positive, de faible poids moléculaire
(acides aminés et cations divalents). Les cations les plus souvent associés sont ca”, K, Mgz+...
Toutefois, les métaux lourds peuvent également se retrouver dans les granules de certaines bactéries
(Keasling et al., 1999), ou dans les vacuoles de Saccharomyces cerevisiae contenant les
polyphosphates.

Citrobacter sp. a été utilisé dans le traitement de déchets industriels chargés en métaux (Jeong et al.,
1997) : l'absorption du métal est médiatée via une phosphatase cellulaire qui libére du phosphate
inorganique se liant aux métaux et aboutissant a une précipitation. Une autre étude a permis d'isoler
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une souche d’Acinetobacter (A. johnsonii M45) a partir d’'une station d’épuration d’eaux usées utilisant
un process biologique de suppression du phosphate. Les polyphosphates sont dégradés en
conditions anaérobies en présence de cadmium ou UO,**, en produisant des ions phosphate libres.
Le cadmium pénétre la bactérie et va alors s'associer avec les granules intracellulaires contenant les
phosphates (Boswell et al., 1999).

Une autre voie est mise en avant dans les travaux tirés de la littérature :
3. La mobilisation du metal par lixiviation

Le lessivage des minerais par les bactéries sulfato-oxydantes acidophiles est un procédé créé par la
bioindustrie et découlant d'une perspective hydrométallurgique.

En fait, le biolessivage utilisant I'élément soufre comme substrat peut étre plus performant que le
traitement a I'acide sulfurique pour la solubilisation des métaux issus de sédiments aquatiques pollués
(Bijmans, 2008). Par exemple, les bactéries sulfato et ferro oxydantes, Thiobacillus thiooxidans et
ferrooxidans, respectivement, sont capables de lessiver plus de 50% des métaux comme As, Cd, Co,
Cu, Ni, V, Zn, B et Be (Gadd, 2000) a des concentrations allant du mg au g / kg sol.

Les micro-organismes jouent un rdle important dans le traitement des métaux et métalloides en
effectuant des transformations entre les phases solubles et insolubles. Bien que le potentiel
biotechnologique de la plupart des process microbiens n'a été étudié qu’en conditions controlées de
laboratoire, certains mécanismes notamment la biolixiviation, la biosorption et précipitation, ont été
utilisés in situ et ex situ et, ont été commercialisés dans le cadre de procédure de réhabilitation et de
biotraitement. La technique de biosorption, notamment dans le cadre du traitement des eaux
contaminées, a donné lieu a plusieurs tentatives de commercialisation mais son succés a été limité
principalement par la concurrence avec les procédés d'échange ionique (adsorbant par affinité les
divers métaux présents) utilisés pour le traitement de I'eau. La précipitation des métaux via la
formation de sulfures par les bactéries sulfato-réductrices (Jang et al., 2008 ; Geets et al., 2005) reste
la technique biologique la plus appliquée a grande échelle pour le traitement des matrices liquides
contaminées (par bioréacteurs, barrieres réactives, zones humides construites) et, offre plusieurs
perspectives de développement commercial.
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3.5/ Bioaugmentation et traitement des matrices liq  uides : points a retenir

Dans le domaine des biotechnologies et de la pharmacologie, les bactéries ou champignons
génétiguement modifiés ou non sont largement utilisés dans la production d'acide citrique, d'acide
gluconique, d'ascorbate, et des produits pharmaceutiques tels que la pénicilline, l'insuline, et les
facteurs de coagulation du sang. Les bactéries et les champignons ont également été adaptés ou
génétiguement transformées pour l'assainissement des sols (que nous traiterons dans le chapitre
suivant).

Les micro-organismes peuvent également étre utilisés par les industries de ressources naturelles
telles que l'industrie forestiére, les mines et I'énergie. L'industrie pétroliere utilise des bactéries pour
traiter la pollution créée par les déversements et les fuites souterraines et pour nettoyer les déchets
occasionnés par la production pétroliere. Les eaux usées renfermant des hydrocarbures dissous
constituent la majeure partie des déchets rejetés par lindustrie pétroliere et gaziere. Certains
composants des hydrocarbures sont trés toxiques et ne se dégradent pas naturellement. Parfois ces
eaux usées sont traitées dans des lagunes de biorestauration avant rejet dans I'environnement.
Cependant, ce processus est trés lent. Pour restaurer les eaux usées plus rapidement et
efficacement, des réacteurs fonctionnant a I"aide de bactéries de décomposition de produits pétroliers
peuvent étre utilisés. Par exemple les bactéries du genre Pseudomonas, sont utilisées dans des
bioréacteurs consistant en une structure tubulaire renfermant un film bactérien qui filtre les eaux
usées (cf. paragraphe sur les hydrocarbures).

Pour les eaux usées, toutefois, la bioaugmentation réussie a partir de micro-organismes
génétiquement modifiés ou de bactéries qui peuvent servir de donneurs de plasmides codant pour les
enzymes de dégradation a été peu étudiée (van Limbergen et al., 1998). Habituellement, la sélection
naturelle des micro-organismes les plus appropriés a partir d'une microflore complexe est utilisée,
simplement par adaptation des paramétres du procédé.

Les eaux usées contiennent normalement un éventail complexe de sources de carbone plus
facilement assimilables que les xénobiotiques conduisant ainsi @ une non expression des génes de
dégradation des xénobiotiques.

Pour augmenter le potentiel de survie des bactéries inoculées dans les eaux usées, une flore
sélectionnée doit avoir la capacité de dégradation souhaitée, une certaine tolérance vis a vis des co-
contaminants, et une abondance spatiale et temporelle naturelle (van der Gast et al., 2003).

Une autre possibilité serait d'ajouter des organismes contenant des plasmides provenant d'une large
gamme d'hotes, permettant la conjugaison et I'échange d'ADN avec les différentes espéces ou les
genres de bactéries présentes dans la matrice a traiter.

Pour renforcer la dégradation des composés organiques et inorganiques, les bactéries spécialisées
sélectionnées, les bactéries génétiguement modifiées, ou les bactéries utilisées comme donneurs de
plasmide pour les voies de dégradation peuvent étre ajoutées. Les échanges de plasmides des
cellules donneuses vers les cellules receveuses permettraient a la bactérie receveuse, d’exprimer des
génes impliqués dans les voies de dégradation des xénobiotiques, élargissant ainsi la gamme de
substrats des bénéficiaires.

La dégradation de nombreux xénobiotiques en condition aérobie ou anaérobie par des cultures pures
ou dans des écosystémes complexes a été démontrée. Pour « l'assainissement intrinseque » des sols
pollués, le facteur temps n’est pas limitant, tant que les polluants restent adsorbés a la matrice sol. En
revanche, la dégradation des xénobiotiques dans les eaux usées doit étre achevée durant le temps de
résidence dans le systéeme de traitement. Ainsi, le simple fait de la présence d'une dégradation
potentielle au sein d'un systéeme d'eaux usées n'est pas suffisante. L'ajout de micro-organismes
comme un outil potentiel pour augmenter la vitesse de dégradation ou accroitre le potentiel de
dégradation dans les eaux usées ne peut étre encore considéré comme une procédure agréée.

Diverses remarques relatives a I'utilisation de la bioaugmentation dans le traitement des matrices
liquides peuvent étre formulées : Elle est généralement utilisée avec succes sur des polluants retirés
de leur site dorigine, comme par exemple dans des installations municipales de traitement des eaux
usées. Malgré ces succes, l'inoculation et la propagation de micro-organismes introduits dans les
eaux souterraines ou de surface contaminées, est mal percu. Jusqu'a présent, cette méthode a été
freinée, en raison de la difficulté de contrbler les conditions pour optimiser la croissance des micro-
organismes introduits.
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Ainsi, comme tous les mécanismes de la biorestauration ne peuvent étre maitrisés, les organismes
introduits dans un environnement étranger ont parfois de la difficulté a persister en raison des

multiples conditions externes qui vont influencer leur survie.

Les micro-organismes peuvent dégrader de nombreux p olluants en raison de la diversité de
leur métabolisme et de leur capacité a s'adapter a des environnements inhospitaliers. De ce

fait, ce sont des acteurs importants dans l'assaini ssement des écosystéemes. Toutefois, leur

efficacité dépend de nombreux facteurs, dont la nat ure chimique et la concentration des
polluants, leur disponibilité pour les micro-organi smes, et les caractéristiques physico-

chimiques dans l'environnement. La capacité d'une p opulation microbienne a dégrader les
polluants environnementaux dans le cadre d'une matr ice (par exemple, les sols, les sédiments,
boues ou les eaux usées) peut étre renforcée soit p  ar la stimulation des micro-organismes

autochtones par l'ajout de nutriments ou d'accepteu rs d'électrons (biostimulation) ou par

l'introduction de certains micro-organismes a la po pulation autochtone (bioaugmentation).

Bien qu’elle ait été utilisée dans I'agriculture et dans le traitement des eaux usées depuis des

années, la bioaugmentation reste encore en phase ex périmentale. En effet, de nombreux
facteurs (par exemple, la prédation, la concurrence ou la sorption) peuvent jouer en sa
défaveur. Toutefois, plusieurs stratégies sont actu ellement explorées pour favoriser la
bioaugmentation dans des sites ou les populations d € micro-organismes participant a la
biodégradation sont absentes. Malheureusement, la p lupart des cas réussis de
bioaugmentation se produisent dans des systémes con trolés dont les conditions peuvent étre

suivies et modifiées pour favoriser la survie et pr olonger l'activité de la population
microbienne exogene.
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3.6/ Bioremédiation des matrices solides

REMEDIATION DES DECHETS CONTENANT DES HYDROCARBURES

L'un des probléemes majeurs face aux raffineries pétrolieres est I'élimination slre des boues
pétrolieres générées durant le traitement du pétrole brut. Des dispositions non préventives des boues
souillées ont amené une pollution des sols et des eaux souterraines apres percolation. Selon Mishra
et al. (2001), les propriétés chimiques et physiques d'un sol sont significativement améliorées par
addition d'un inoculum qui stimule in situ la bioremédiation des sols contaminés par les boues
pétroliéres.

Beaucoup de souches microbiennes, dont celles capables de dégrader un composé spécifique sont
disponibles commercialement pour la bioremédiation (cf. chapitre suivant). Cependant, les boues
pétrolieres sont un mélange complexe d’alcanes, d’aromatiques, composés contenant de 'azote, du
souffre et de l'oxygéne (NSO), et des fractions d'asphalténes, c’est pourquoi une seule espéce
bactérienne aura des capacités limitées a dégrader toutes les fractions des hydrocarbures présents
(Mishra et al., 2001).

Les bactéries indigenes du sol peuvent dégrader une partie des constituants des boues pétrolieres
mais, ces populations et leur efficacité sont affectées lorsqu’un polluant toxique est présent a de fortes
concentrations. Comme cité dans le paragraphe 3.2.1, la réintroduction aprés enrichissement de
micro-organismes indigénes isolés a partir de sites contaminés aide a surmonter ce probléme, comme
les micro-organismes peuvent dégrader les constituants et avoir une bonne tolérance a la toxicité de
ces composés (MacNaughton et al., 1999). Les bactéries indigénes sélectionnées sont choisies afin
d’'aider la bioremédiation et ont 'avantage d’étre résistantes aux variations du milieu naturel.

La comparaison de performance de la technique de bioaugmentation avec d’autres techniques plus
conventionnelles comme le compostage a été réalisée par Ouyang et al. (2005) sur des boues
contaminées (concentration en hydrocarbures totaux = 327,7-371,2 g/kg ms). Les auteurs ont montré
une meilleure dégradation des polluants organiques totaux par bioaugmentation aprés 56 jours
(diminution de 46-53%) en comparaison du compostage (diminution de 31%).

D’autres auteurs (Ayotamuno et al., 2007) ont comparé le traitement de boues contaminées (69,37
mg/kg hydrocarbures totaux) par bioaugmentation a partir de deux souches bactériennes, Bacillus sp.
et Pseudomonas, & des taux de 1,2-3.10" UFC/g boues. La différence de performance montre que la
bioaugmentation améliore significativement la réduction d’hydrocarbures dans les boues traitées par
rapport au témain.

REMEDIATION DES SOLS CONTAMINES PAR DES COMPOSES CHL ORES

- Cas du Trichloréthylene (TCE)

Les éthanes et éthénes chlorés sont communément utilisés comme des solvants de nettoyage et dans
les opérations de nettoyage a sec. Parmi les agents chimiques appartenant a ces catégories, le
trichloréthyléne (TCE) a recu le plus d’'attention a cause de sa toxicité et de sa fréquence d’occurrence
élevée. Les méthodes habituelles de remédiation du TCE sont :

- lair stripping ;

- l'adsorption-désorption sur charbon actif ;

- les systéemes de grilles d’aération du sol (soil venting) ;
- les bioréacteurs de surface et ;

- la bioremédiation in situ.

L’air stripping, I'adsorption sur charbon actif et les bioréacteurs de surface sont utilisés spécifiquement
pour les eaux contaminées. Les systemes d’'aération du sol sont utilisés pour la contamination dans
des zones vadose (la zone non saturée dans un sol ou les processus chimiques sont les plus actifs),
alors que la bioremédiation in situ peut étre utilisée pour les zones vadose et dans la nappe
phréatique.
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L'une des techniques de remédiation in situ pour dégrader le TCE consiste a augmenter les
populations méthanotrophiques indigénes du sol (biostimulation). En effet, certains micro-organismes
peuvent dégrader le TCE par cométabolisme. Dans ce cas, la métabolisation se fait au moyen
d’enzymes synthétisées pour dégrader la substance primaire (Hyman et al., 1995). Parmi ces micro-
organismes capables de cométaboliser le TCE se trouvent les méthanotrophes, groupe de bactéries
capables d'utiliser le méthane comme source de carbone et d’énergie.

Les méthanotrophes ne sont pas les seules bactéries a dégrader le TCE, les bactéries oxydant le
toluéne et celles oxydant le phénol peuvent également dégrader le TCE. Ces bactéries nécessitent la
présence de substrats organiques tels que le toluéne, le phénol et le méthane pour induire les
activités de dégradation. Le méthane est moins toxique pour la santé humaine que les autres
composés aromatiques. C’est pourquoi, les méthanotrophes ont recu autant d'attention pour leur
application possible dans la bioaugmentation des sols pollués et des eaux souterraines. Iwasaki et al.
(2002) ont isolé une bactérie méthanotrophe Methylocystis sp. M dont l'efficacité a été testée avec
succes au cours de diverses expérimentations en laboratoire et sur le terrain (Kikuchi et al., 2001 ;
Little et al., 1988).

Les méthanotrophes sont importantes dans la bioremédiation du TCE et les techniques de traitement
emploient souvent des injections de méthane pour stimuler [l'activité de dégradation des
méthanotrophes indigénes (Tlusty, 1999).

- Cas des Polychlorobiphényles (PCB)

L’incinération et la mise en décharge sont les deux méthodes traditionnelles pour la remédiation des
sols et des sédiments contaminés par les PCB. L'incinération par haute température (1200<C) est trés
couramment usitée pour la destruction compléete des PCB (Mikszewski, 2004). La séquestration des
liquides et sols contaminés dans une décharge pour les déchets dangereux est une voie possible (US
EPA, 1997). Le principal danger associé est lié a la volatilisation des PCB et la contamination par voie
aérienne.

La réduction des PCB se produit par cométabolisme et est issue de la déhalorespiration ou voie
anaérobie (Mikszewski, 2004). L'identification d’organismes utilisant les PCB comme accepteur
terminal d’électron serait précieuse pour les avancées de la bioremédiation de ces composés. Un tel
organisme pourrait utiliser les PCB pour sa croissance, ce qui serait intéressant dans le cas par
exemple de sédiments contaminés. Kim et Rhee (1997) ont démontré que de tels organismes
existaient dans les sédiments et indépendamment des sulfato-réducteurs et des méthanogenes.
L’étude montre que les composants du consortium anaérobie qui nécessitaient la présence d’'Arochlor
1248 pour croitre, disparaissaient en dessous d'un seuil de concentration (< 3 molécules Cl / bi
phényle) alors que les populations de sulfato-réducteurs et de méthanogénes se maintenaient en
I'absence d’Arochlor.

Durant ces derniéres années, deux souches ont été identifiées qui catalysent la déchloration
réductrice des PCB. La premiére est une bactérie similaire a 'espéce Dehalococcoides ethanogenes
nommeée 0-17 (Watts et al., 2005), dépendant de la présence de 2,3,5,6-tetrachlorobiphényl pour
croitre. La seconde bactérie DF-1 est similaire a 0-17 (89% séquences DNAr similaires) et a été isolée
a partir d’'une culture contenant principalement des sulfato-réducteurs (Mikszewski, 2004).

Bien que les PCB soient relativement résistants a la biodégradation aérobie, certains micro-
organismes sont capables d'utiliser les PCB les moins chlorés comme source de carbone. Ainsi,
Acinetobacter sp. P6, Achromobacter sp. B 218, Bacillus brevis et 257 B peuvent croitre sur 4-
biphényles chlorés comme seule source de carbone (Fiedler, 1997). En général, la formation d'acides
benzoique chlorés est la principale voie de dégradation des PCB. D'autres micro-organismes
capables de la biodégradation des PCB appartiennent au genres Acetobacter, Alcaligenes, et
Pseudomonas.

Les études in situ notamment issu du laboratoire d’'Oak Ridge (USA) ont montré qu’une combinaison
associant une biodégradation anaérobie suivie par une biodégradation aérobie étaient efficaces afin
de maximiser la consommation de ces composés récalcitrants (Klasson et al., 1994). Parce que les
bactéries aérobies sont seulement capables de dégrader les PCB les moins chlorés (1-4 chlore par
biphényle), il est important que les micro-organismes anaérobies présentent un taux de croissance
élevé, en transformant les PCB les plus chlorés en produits avec des radicaux chlore moindre.
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Les auteurs ont ainsi montré une disparition de 70% des PCB présents (40 ppm PCB sur sol sec en
début d’étude, rassemblant les deux Arochlor 1248 et 1254).

Plusieurs facteurs vont cependant influencer la croissance de ces bactéries comme la structure
chimique et la composition des déchets contenant des PCB, la concentration initiale, la solubilité des
PCB dans les matrices, et les conditions environnementales (température, pH, salinité, potentiel
d'oxydoréduction, la disponibilité du carbone, la présence de co-contaminants).
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3.7/ Bioaugmentation et matrices solides : points a retenir

Le débat sur l'efficacité de la techniqgue de bioaugmentation reste d'actualité : le succes de cette
technique pour la remédiation des sols reste difficile a prédire. La diversité des micro-organismes
utilisés, I'hétérogénéité de I'environnement et les variations du milieu vont influencer les parametres
critiques comme I'humidité, la prédation microbienne et la biodisponibilité. Il est cependant important
de souligner la capacité d’adaptation des micro-organismes en fonction des conditions externes et qui
vont influencer la biodégradation.

Le type de sol a traiter est a considérer lorsqu'il s'agit de déterminer I'approche la plus adaptée a une
situation particuliére. La texture du sol, qui détermine la perméabilité a l'air et l'eau, affecte
directement la capacité a dégrader des micro-organismes. Des textures fines comme les sols argileux
ont une faible perméabilité, ce qui empéche 'oxygene et les nutriments de se disperser a travers le
sol. Les sols a texture fine sont lents a drainer, ce qui empéche l'oxygéne d'atteindre les micro-
organismes du sol dans I'ensemble de la zone contaminée.

La flore naturelle des sols n'a pas forcément la capacité métabolique a dégrader les composés ou
certaines classes de composés ou a émulsionner les composés insolubles dans I'eau. D'autre part,
les micro-organismes présents peuvent avoir la capacité mais pas la densité nécessaire pour
dégrader les composés assez rapidement pour répondre aux criteres de traitement. Quand un site
contaminé nécessite un traitement immédiat ou quand les bactéries indigénes sur le site sont
insuffisantes en nombre ou que leur capacité a dégrader les polluants concernés est inexistante, il
peut étre nécessaire d'ajouter des micro-organismes de maniéere a pallier a ces problémes.

Beaucoup de progres ont eu lieu au cours des derniéres années se traduisant par I'amélioration de
l'assainissement des polluants présents dans des sites contaminés. La bioaugmentation reste une
technique de plus en plus utilisée, mais d'autres méthodes comme le recours a des micro-organismes
immobilisés ou I'enrichissement direct pourraient augmenter le taux de succes de cette approche. En
outre, plusieurs autres approches de bioaugmentation, y compris la bioaugmentation par transfert de
géne (plasmide), la bioaugmentation rhizosphérique, et la phytoaugmentation, sont actuellement au
stade de développement, et pourraient élargir considérablement I'éventail d'applications de cette
technique.

Pour qu’un inoculum ou toute autre forme impliquée dans la technique de bioaugmentation soient
efficaces les organismes, qu'ils soient génétiquement modifiés ou non, doivent parvenir au
contaminant. Cet objectif peut étre atteint lors de travaux d'excavation et de mélange avec l'inoculum,
mais aussi par la propagation par exemple lors de la colonisation racinaire des plantes présentes sur
le site.

La biodégradation des polluants dans la rhizosphére, zone de sol influencée par la présence des
racines, serait liée a une augmentation du nombre des microorganismes et de leur activité, stimulée
par les exsudats racinaires, qui favorise la dégradation directe des polluants organiques comme les
HAPs ou indirecte par co-métabolisme. La rhizosphéere favoriserait aussi la biodégradation en
sélectionnant des communautés spécifiques impliquées dans la biodégradation, en libérant des
exsudats pouvant favoriser le co-métabolisme (dégradation d'un polluant qui n'est pas utilisé comme
source de carbone), en adsorbant des polluants sur les racines augmentant ainsi leur biodisponibilité.
Pour d'autres polluants organiques, une éventuelle absorption par les racines et translocation peut se
produire, toutefois ce n'est pas le cas des HAP. La modification de la structure physique et chimique
du sol dans la rhizosphére pourrait aussi modifier la disponibilité des polluants présents.

Les microorganismes de la rhizosphére impliqués dans la biodégradation peuvent étre des bactéries,
des champignons libres, mais aussi des microorganismes associés en symbiose étroite avec les
racines, qui stimulent la croissance des plantes en améliorant leur nutrition minérale (mycorhizes).
Ainsi, I'association des racines des plantes avec des champignons mycorhiziens conduit & augmenter

la biodégradation des polluants dans la rhizosphére, ce qui serait lié¢ a une modification des
communautés microbiennes en présence de mycorhizes.

Les micro-organismes qui ont été génétiquement modifiées pour stimuler leur potentiel de remédiation

peuvent également étre applicables en bioaugmentation. Globalement, ces nouvelles approches
semblent avoir un grand potentiel, mais la continuité des travaux de recherche est nécessaire, en
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particulier a I'échelle du terrain, afin de tester et d'affiner le développement de technologies avant une
application généralisée sur une base commerciale.

En outre, certains auteurs comme Gentry et al. (2004) restent réticents au recours aux OGM compte
tenu des risques encore inconnus résultant de l'inévitable transfert de génes des micro-organismes
génétiguement modifiés vers les organismes de I'environnement. Ainsi, ils préconisent d'utiliser une
méthode approuvée de bioaugmentation sans souche génétiquement maodifiée, a condition gu'elle soit
adaptée a I'objectif spécifique du site.

L'avantage des techniques biologiques de traitement dont la bioaugmentation reste le maintien des
propriétés physicochimiques, voire biologiques des sols. Ces techniques se sont largement
développées ces derniéres années, car elles sont efficaces, peu colteuses, et s'adressent a un grand
nombre de polluants organiques ou non, méme si le traitement est souvent plus long que par les
techniques conventionnelles, et ne peut s'appliquer qu'a des concentrations modérées en polluants.
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4/ Les consortiums commercialisés
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4.1/ Généralités

Depuis les années 1980, I'acceptation croissante de la bioremédiation pour traiter les hydrocarbures
pétroliers et les déchets industriels a conduit a une augmentation des inoculums microbiens
commercialisés pour la bioremédiation des eaux souterraines et des sols contaminés. Bien que
certains soient brevetés et d'autres non caractérisés, la grande majorité de ces consortiums sont
composés de micro-organismes communs des sols (par exemple plusieurs genres comme
Pseudomonas, Bacillus, Mycobacterium, Micrococcus, Phanaerochaetes, Alcaligenes, Nocardia,
Thiobacillus, Arthrobacter et Flavobacterium) s’étant développés en conditions aérobies.

La recherche de documentation a permis d’identifier deux publications pertinentes listant des sociétés
commercialisant des produits de bioaugmentation :

- Du fait de la mise en ceuvre plus fréquentes des techniques ayant recours aux micro-
organismes pour traiter les polluants présents, TESTCP (Environmental Security Technology
Certification Program) s’est intéressé et a listé une partie des inoculums commercialisés dans
la technique de bioaugmentation, les sociétés étant implantées surtout aux Etats Unis (cf.
tableau 5).

- Le recours a des agents de bioremédiation commercialisés pour le traitement des
écosystemes estuariens contaminés par des dérivés pétroliers a été documenté par 'US EPA
dans un rapport de juillet 2004 (cf. tableau 6).

4 .2/ Le traitement des solvants chlorés

Grace a une meilleure compréhension de la biodégradation des solvants chlorés et I'aboutissement de
plusieurs grands travaux in situ de l'applicabilité de la bioaugmentation, plusieurs sociétés de
biotraitement ont vu le jour pour soutenir la pratique croissante de la bioaugmentation dans le
traitement des éthénes chlorés.

A ce jour, les projets & I'échelle du terrain sur la remédiation des solvants chlorés par bioaugmentation
ont nécessité I'emploi de cultures définies capables de déchloration aérobie par cométabolisme du
TCE et d'autres COV chlorés. Parmi ceux-ci, l'utilisation de cultures anaérobies déhalorespirantes est
I'application la plus rapide et a le plus grand potentiel sur des sites appartenant au Département de la
Défense US.

Pour obtenir des données sur ces cultures de bioaugmentation, 'TESTCP a envoyé un questionnaire
aux fournisseurs commerciaux et a établi un suivi avec des contacts directs. Le questionnaire a
sollicité des informations relatives a plusieurs domaines clés, y compris la culture d'origine, la
production de la culture et le rapport assurance qualité (QA)/ contrdle qualité (QC) ; et I'application de
la culture sur le terrain (tableau 5).

« KB-10O est une culture enrichie développée par le Dr. Elizabeth Edwards de I'Université de
Toronto. Elle est actuellement commercialisée par SIREM Laboratories (www.siremlab.com).
Selon SIREM, KB-10 a été injectée en subsurface dans plus de 23 sites dans 12 états des
EU (et un site au Danemark). Duhamel et al., 2002, 2004 ont démontré I'efficacité d’utilisation
de KB-10.

* La culture anaérobie nommée Pinellas est issue de travaux émanant du Département de
'Energie a Pinellas (Floride). Elle a été développée par le Dr Mark Harkness (Compagnie
Générale Electrique — Centre de Développement et Recherche) et a été utilisée dans des
études de bioaugmentation in situ a la base d’Air Force a Dover dans le Delaware (Ellis et al.,
2000). Terra Systems (www.terrasystems.net) a obtenu une licence pour la culture de
Pinellas et I'a développé pour des applications commerciales.

e L'inoculum Bio-Dechlorl (BDI) est un consortium de détoxication des éthénes chlorés qui
inclut de multiples souches Dehalococcoides, dont la souche BAV1, développé par le Dr
Franck Loffler et commercialisé par la société Regenesis (www.regenesis.com). Regenesis a
rapporté que cette culture a été utilisée dans 27 sites de 14 états.
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» SDC-9 est une culture contenant Dehalococcoides sp. issue des travaux du laboratoire du
Groupe d’Application Technologique appartenant a la société Shaw Environmental Inc.
(www.shawgrp.com). Une autre culture, ENV-TCA20, a été isolée pour sa capacité a
dégrader les éthanes chlorés. Cette culture apparait comme contenant une souche
Dehalobacter similaire a la souche TCAL basée sur I'analyse des ARN 16s, mais il n'y a pas
encore eu d'application dans le domaine (communication avec R. Steffan, Shaw).

+ BC2, est un consortium commercialisé par BioAug LLC (www.bioaug.com). Des essais
indépendants sur l'inoculum ont déterminé qu'il contient de fortes densités (1010 cellules/L) de
Dehalococcoides. BioAug est sous contrat pour effectuer des démonstrations sur le terrain de
bioaugmentation et a mis en place des cultures enrichies spécifiques a chaque traitement in
situ des sites contenant des mélanges de COVchlorés en plus des éthénes chlorés.

 BCI (www.bcilabs.com) commercialise des consortiums (dont la souche Dehalococcoides
ethenogenes) de bioaugmentation acclimatés dans des conditions spécifiques qui ne sont
pas décrites dans la littérature. La culture a été testée par un laboratoire indépendant, et les
résultats ont montré de fortes densités de Dehalococcoides et la présence de chlorure de
vinyle réductase.

Il y a une connaissance limitée de la diversité des micro-organismes dans chacune de ces cultures.
Par exemple, les études de composition de la communauté de KB-1™ indiquent que deux souches de
Dehalococcoides, en plus d'Acetobacteria, Sulfurospirillum, Hippea, et une bactérie d'un sol non
cultivé PBS-111-32a sont les principales espéces microbiennes (Duhamel et al., 2002), bien que des
espéeces méthanogénes soient également présentes mais non indiquées (communication personnelle
d’ESCTP avec E. Edwards, Université de Toronto). De méme, BCI et Regenesis rapportent que leurs
cultures sont des cultures mixtes, contenant des réducteurs de sulfate et des méthanogénes ainsi que
Dehalococcoides.

Malgré l'existence d'un certain nombre d’essais probants et d’applications a des fins commerciales, le
domaine nécessite la vigilance au-dela de la simple assurance de l'efficacité du procédé. La culture a
grande échelle doit :

- maintenir une densité microbienne, des performances et une composition compatibles entre
elles ;

- garantir 'absence de pathogénes ou micro-organismes opportunistes ;

- utiliser des modes de livraison et des protocoles susceptibles d'empécher I'exposition a
l'oxygene ;

- et, de fournir une certaine compréhension des performances du consortium dans le cadre de
I'existence d‘un large éventail de conditions in situ.

4.3/ Le traitement des dérivés pétroliers

Pour mieux comprendre la portée et le potentiel d'utilisation des produits de bioremédiation
commercialisés pour le traitement des dérivés pétroliers, des informations ont été recueillies par 'US-
EPA auprés de fournisseurs. Un résumé des résultats de cette collecte d'informations avec le nom du
fournisseur, du produit et des cibles est proposé dans le tableau 6.

En février 2002, 70 fournisseurs d'agents de biotraitement ont été contactés par e-mails ou courriers
pour participer a I'étude de cas organisé par I'US EPA. Un total de huit vendeurs de produits de
bioremédiation (bioaugmentation et biostimulation) ont finalement participé a cette enquéte dont :

- Société ENVIRO-Zyme : BR (anciennement ENVIRO-Zyme BR) est le principal produit de
biotraitement ciblant les dérivés pétroliers fabriqué par Enviro-Zyme, Inc. Selon la compagnie,
"BR" contient suffisamment d’espéces de micro-organismes dégradant l'huile, les dérivés
aliphatiques, aromatiques et chimiques dans les sols et les milieux aqueux. BR contient
également des éléments nutritifs et additifs, et un surfactant. Il est livré sous forme solide avec
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une durée de péremption de 1 an. BR doit étre mélangé avec de I'eau avant son application in
situ. La visite du site n’a pas permis d'avoir des informations sur les consortiums utilisés.

- Société Garner Environmental Services, Inc. : Petro-Clean, selon le catalogue, contient des
surfactants, des éléments nutritifs, et des bactéries dégradant les hydrocarbures. Les
principales espéces microbiennes sont des spores de Bacillus. Petro-Clean est normalement
appliqué en solution diluée. La visite du site ne permet pas de préciser les concentrations en
micro-organismes et la présence d'autres especes impliquées dans la biodégradation des
composés organiques.

- Industrial Wastewater Solutions Corp. (ISW) est une entreprise internationale a I'origine d'un
produit microbien, appelé 10S-500 (brevet US # 5.531.898, Wickham, 1995). Selon les
documents fournis par ISW, 10S-500 est un mélange d'espéces bactériennes qui utilisent les
composés organiques comme une source de carbone et est efficace dans les milieux aérobie
et anaérobie. Sur la base de la description du brevet, I0S-500 contient également un mélange
d'enzymes et une source de nutriments organiques. Ce produit a été utilisé pour le traitement
de sols contaminés, la réhabilitation de masses d'eau, et dans les exploitations agricoles,
industrielles, les eaux usées domestiques et leurs systémes de traitement. Le produit est
normalement mélangé avec de l'eau puis laissé environ 6 a 48 heures a température
ambiante pour produire un mélange acclimaté, qui est ensuite appliqué a I'environnement
contaminé.

- Les produits de bioremédiation Medina comprennent I'Activateur microbien Medina (Medina
Microbial Activator) ou I'Activateur pour sol, ce sont plusieurs formulations d’éléments nutritifs
et de mélanges microbiens. Medina Microbial Activator est un liquide de formulation dérivée
d'un processus de fermentation contrélée et contenant des composés pour stimuler les
activités microbiennes. Les produits incluent NP-1000 et plus-MS100-NP pour le biotraitement
des phases aqueuses et Bio-D pour l'assainissement des sols. Bio-D est un produit liquide
contenant des substances humiques organiques, ainsi que de l'azote inorganique, du
phosphore et du potassium. Les produits microbiens comprennent une formulation granulaire
(hydrocarbures D-Grader) et une formulation liquide (HCD). Les descriptifs restent sommaire
sur le site et aucune indication n’est ajoutée sur le type de micro-organismes utilisés (figure
3).

&] Terming ® Internet

Figure 3. Exemple de descriptif de consortiums comm ercialisés trouvé sur le site
http://www.medinaag.com

- Verde Environmental, Inc, est le fabricant de Micro-Blaze[d, un produit de remédiation des
dérivés pétroliers. Micro-Blaze est une formulation liquide de plusieurs souches microbiennes
(spores de Bacillus), d’'agents de surface et d’éléments nutritifs visant a métaboliser les
matiéres organiques et les hydrocarbures dans le sol et I'eau (http://www.epa.qgov/oilspill).
Avant utilisation, Micro-Blaze doit étre dilué avec de l'eau a un certain pourcentage déterminé
par le type de contamination et appliqué par pulvérisation.
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- WMI International commercialise le WMI-2000. Ce produit est affiché comme un additif
microbien. WMI-2000 est une poudre seéche contenant des cultures microbiennes
sélectionnées spécifiqguement pour l'‘assainissement des produits pétroliers et d'autres
contaminants organiques. Le produit peut étre appliqué sous forme de poudre séche ou activé
dans l'eau pendant 2 heures et appliqué a la surface de déversements d'hydrocarbures dans
l'eau, des puits ou des étangs. Il est également recommandé par le fabricant d'appliquer des
éléments nutritifs avec WMI-2000 et de maintenir des concentrations d'azote et de phosphore
dans l'eau traitée de I'ordre de 5-20 mg /L et 1-5 mg / L, respectivement.

La limite principale des études basées sur les « fournisseurs » provient de la confusion des différents
effets. Il est en effet impossible de déterminer si le « prétendu » renforcement de la biodégradation du
pétrole (ou tout autre produit pétrolier) résulte principalement de I'addition de cultures microbiennes,
d’éléments nutritifs, d'enzymes, d’'oxygene ou toute combinaison des éléments précédents. Parmi les
huit produits de biorestauration décrits dans le rapport de I'US-EPA, six sont des agents de
bioaugmentation qui contiennent des dégradeurs d’hydrocarbures (c'est-a-dire, BR, Petro-Clean, 10S-
500, Medina hydrocarbures D-Grader, Micro-Blaze, et WMI-2000) et quatre des agents de
biostimulation contenant soit des enzymes soit des éléments nutritifs, mais pas de micro-organisme
(pour, BioCATalyst, Medina Microbial Activator, Bio-D éléments nutritifs et PRP). Tous ces produits
contiennent des éléments nutritifs, des agents de surface ou nécessitent une application avec apport
d’éléments nutritifs. Par conséquent, aucune conclusion ne peut étre avancée en se basant sur ces
réponses concernant la détermination de facteurs limitant (micro-organismes, substances nutritives ou
enzymes) pour la biodégradation des produits pétroliers, ou le choix d’'une méthode de traitement par
rapport a I'autre (bioaugmentation ou biostimulation).

4.4/ Le point sur les fournisseurs de consortiums a u niveau francais et
européen

La plupart des travaux publiés, dont font partie les deux articles cités précédemment, mentionnent des
sociétés internationales a lorigine de produits pour la bioremédiation de sols ou d'effluents
contaminés. Il est cependant nécessaire de préciser que des sociétés nationales et européennes
existent et commercialisent des consortiums microbiens. La recherche de ces sociétés peut étre
effectuée soit directement par le biais d’'une recherche sur Internet (www.google.fr) au moyen de mots
clé génériques soit en passant par des sites spécialisés comme l'interrogation de bases de brevets
qui rend compte de I'innovation dans un domaine particulier.

4.4.1/ INTERROGATION AU MOYEN DE MOTS CLE SUR INTERNET

Plusieurs syntagmes peuvent étre utilisés pour définir les sociétés a l'origine de prestations en
bioremédiation de maniere a différencier les consortiums

pouvant étre utilisé sur des matrices solides telles que des sites contaminés et des matrices liquides
comme des effluents industriels ou domestiques. Différentes interrogations ont été réalisées a partir
de la liste de mots clé suivantes (liste utilisée dans son intégralité ou pas) : produits, bioremédiation,
dérivés pétroliers, bioaugmentation :

- Lasociété BioRem, est une compagnie belge spécialisée dans le traitement in situ des sols et
des couches aquiféres souillées par diverses gammes d'hydrocarbures. Sur le site de la
société n'apparait pas clairement le terme bioaugmentation mais dans le cadre de I'explication
des méthodes mises en oeuvre par la société est écrit « Injection de micro-organismes
spécifiques, nutriments ou co-substrats » pour la bioremédiation des hydrocarbures. Par
contre aucune explication sur le consortium défini n’est donnée.

- La société Biobasic Environnement , compagnie située a Clermont Ferrand, propose une
approche dans le domaine de la dépollution et de la réhabilitation de sites contaminés. La
société effectue une « sélection de souches bactériennes a haut pouvoir épurateur, culture et
acclimatation de micro-organismes, déterminations des cinétiques de dégradation et de
croissance des micro-organismes, suivi et contrdle des conditions physico-chimiques liées a
la biodégradation, étude métabolique des bioconversions et biodégradations, conception de
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procédés spécifiques de bioremédiation exploités in situ ou ex situ ». Aucune donnée sur les
souches exploitées ou sur les types de contaminants ciblés n’est indiquée.

- La société Aquaprox , située a Levallois Perret (www.aquaprox.com), développe depuis
plusieurs mois une gamme de produits d'origine biologique,qui permettent de diminuer le
volume des boues de stations d'épurations industrielles ( - 30% en moyenne), de diminuer la
DCO finale, et de limiter les mauvaises odeurs. Dans la fiche technique disponible, il est
guestion de bioaugmentation mais aucun détail technique n’est indiqué sur le site sur les
consortiums utilisés.

- Une annexe publiée par le Ministere de I'Ecologie et du Développement durables
(www.ecologie.gouv.fr/IMG/doc/Avis_Traiteffluentsphyto_ann2 0808 ann2.doc) a permis
d’identifier d’autres entreprises traitant par bioaugmentation les effluents et/ou les sols
pollués :

0 ADERBIO DEVELOPPEMENT (localisée a Toussieu, www.aderbio.com) est
spécialiste en traitement des eaux usées et des effluents par procédé de bio-
augmentation. Plusieurs consortiums sont présentés comme disponibles pour le
traitement biologique :

Souches bactéries
O BIOBACT 50 FS Traitement Biologique des fosses sepliques
O BIOBACT 250 Traitement Biologique des graisses Restauration/Collectivités

[j BIOBACT 500 Traitement Biologique de graisses
Industrie Agro Alimentaire - Station d'épuration

O BIDBACT 600 Traitement Biologique des lisiers
O BIOBACT 500 HC  Traitement Biologique des hydrocarbures
O BIOBACT 500 VINI Traitement Biologique des effluents vinicoles

O BIOBACT 500 VITI Traitement Biologique des efffuents viticoles

La recherche réalisée par cette méthodologie n'a permis d'identifier qu’'un nombre limité d’entreprises
spécialisées dans le traitement par bioaugmentation. Deux remarques peuvent étre avanceées : soit le
nombre d’entreprises est effectivement restreint soit le terme « bioaugmentation » n’est pas mis en
avant par la société dans son descriptif technique. Il est important de préciser alors que le lien entre
I'outil Internet et les sociétés francaises ou européennes proposant des services de biotraitement est
difficile contrairement aux entreprises internationales (US et Canada) ou [l'utilisation de mots clé
spécifiques comme le terme bioaugmentation permet un accés direct. D’autre part, 'ensemble des
sites officiels des entreprises identifiées ne fournit aucune donnée sur les consortiums utilisés, il est
indispensable de passer par une demande écrite ou par téléphone.

4.4.2/ LA BASE DE DONNEES DE BREVETS NATIONAUX DE L'INPI

L'interrogation de la base de brevets de I'INPlI (FR Esp@cenet) a produit diverses réponses
concernant le biotraitement de matrices contaminés par exemple :

e La société Rhéne Poulenc Chimie ( avant son rachat) avait déposé 5 brevets pour divers
micro-organismes impliqués dans la biodégradation de composés organiques :

0 3 brevets concernant les souches de champignons telluriques Cladosporium
sphaerospermum 1-2255, Fusarium oxysporum [-2256 et Fusarium solani 1-2257, ou
de l'un de leurs dérivés, capables de dégrader les hydrocarbures aromatiques
polycycliques (HAP) comprenant au moins cing cycles, ainsi que leurs utilisations
pour le traitement des matériels contaminés par des composés polluants récalcitrants.
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o 1 brevet concernant une souche de champignon Coriolus versicolor déposée a la
CNCM sous la référence 1-1657, ou de l'un de ses dérivés, capable de dégrader les
hydrocarbures aromatiques polycycliques (HAP) comprenant au moins cing cycles,
ainsi que son utilisation pour le traitement des matériels contaminés par des
composés polluants récalcitrants.

o 1 brevet concernant un procédé de traitement d'un matériel contaminé comprenant un
support organique traité et inoculé avec une souche de champignons de l'ordre des
Polyporales. L'inoculum de champignons obtenu est incubé dans des conditions
appropriées a sa croissance et est introduit dans le matériel contaminé pour
traitement.
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Cultures/ Développeur Source Cibles Vendeurs Espéces clé Conditions Pathogénicité Références
Consortium | Chercheur croissance
KB-1 E. Edwards | Aquifére Chloro | SIREM Dehalococcoides, | Milieu minéral | Résultats négatifs disponibles | Duhamel et al.,
(Univ. de | contaminé | éthénes Acetobacterium, |anaérobie  avec | sur www.siremlab.com 2002, 2004;
Toronto) et|par TCE, Geobacter sp., TCE/méthanol a Major et al.,
Geosyntec Ontario Methanospirillum, | 23C et pH=7.0 2002
Methanosaeta
Pinellas Forum de | Aquifére Chloro | Terra Systems | Dehalococcoides |lons chlorures Non présenté Elis et al,
Développement | contaminé | éthénes ethenogenes et |Milieu  minimum 2000
des techniques |par TCE, autres par T-|contenant extrait
de remédiation | Pinellas, RFLP levure/lactate/TCE
Floride a 24C et pH =
7.0
BC2, F. Loéffler | Aquifere Chloro | Regenesis Dehalococcoides | Inoculum Non présenté Loffler et al.,
Biodechlor | (Institut de | contaminé | éthénes | Biaug-LLC sp., croissant sur 2000; He et
Technologie de |par PCE, Desulfuromonas | milieu minéral al., 2002,
Georgia) Oscoda, michiganensis anoxique avec 2003 ; Lendvay
Michigan BRS1, lactate = donneur et al., 2003
Desulforomonas |d'e- et PCE =
chloroethenica accepteur d'e-
Cultures Bioremediation | Sites Chloro | Bioremediation | Cultures de BCI|Non connu Résultats négatifs disponibles | Communication
Mixtes BCI | Consulting Inc. | contaminés | éthénes | Consulting Inc. | contenant sur personnelle de
(BCI) cov Chloro Dehalococcoides www.bcilabs.com/s.bioaug.html | M. Findlay, BCI
éthanes sp.

Tableau 5. Consortiums utilisés pour le traitement
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Fournisseur

Identité de I'inoculum

Produits traités

Source de l'inoculum

Alko Ltd., Biotechnology, Finlande

Culture mixte

Solides contaminés par des

Culture enrichie a partir de sol

hydrocarbures contaminé
Alpine Remediation Products Culture mixte non identifiée (RBC 212) Essence, diesel, benzéne, toluéne, Brevetée
(distributeur de Biochemical xylénes, éthyle benzéne et HAP
Corporation) Culture mixte non identifiée (RBC 216) | Huiles et graisse pétroliéres, graisses Brevetée
et huiles animales, triglycérides et HAP
Culture mixte non identifiée (RBC 218) | HAP lourds, phénol, créosote, déchets Brevetée

pentachlorophénol

Argonne National Laboratory
(http://www.anl.gov/)

Culture mixte

Carburant Diesel

Isolée a partir d'un site contaminé

Bioscience, Inc.
(http://www.bioscienceinc.com/)

Culture mixte de Pseudomonas,
Nocardia, Bacillus, Micrococcus...
vendu sous le nom Microcat

HAP, solvants, monomeéres, pesticides

Fournisseur dans les locaux de la
compagnie

BioTrol, Inc. (http://www.biotrol.com/)

Flavobacterium spp.

Pentachlorophénol, HAP

Methylosinus trichosporum OB3b

Solvants chlorés (trichloroéthene)

Collections de cultures disponibles
dans les locaux de la compagnie,
ATCC (American Type Culture
Collection)

EMCON Associates
15055 SW Sequoia Pkwy, Suite 140
Portland, OR 97224

Culture mixte

HAP

Isolats de sols

Bacillus spp.

HAP

Fournisseur commercial

Enviroflow, Inc. (321 Fortune Blvd,
Milford, MA 01757-1750, United States )

Bacillus subtilis spp.

HAP, graisses animales et végétales,
protéines, glucides, créosote, phénols,
effluents municipaux

Brevetée

ESE Biosciences, Inc. (3208 Spring
Forest Road, 27604 Raleigh, NC, USA)

Culture mixte composée
majoritairement de Pseudomonas,
Micrococcus, Corynebacterium,
Mycobacterium et Actinomycétes

Alcool, aromatiques, glucides,
détergents, cétones, HAP, phénols,
phtalates, solvants, déchets
municipaux

Isolats de sites contaminés

Heritage Remediation Engineering
1175 Western Drive
Indianapolis, Indiana

United States

Culture mixte (mélanges déposés de
micro-organismes déposeés)

Méthyle éthyle cétone, méthyle iso
butyle cétone, toluéne

Usine de traitement d’effluents
municipaux

Culture mixte (mélanges déposés de
micro-organismes déposés)

Acide acrylique

Usine de traitement biologique

Culture mixte (mélanges déposés de
micro-organismes déposés)

Essence et diesel

Usine de traitement d’effluents
municipaux

Kiseki, Inc.

Culture mixte non identifiée (KBC 101,
102, 107, 109)

PCBs, pentachlorophénols, sulfure d'H,
phénols, mousses, détergents, huiles
et graisses, crésol

Culture non identifiée (KBC 100) Hydrocarbures Isolée a partir d’aires contaminées par
des hydrocarbures — déversements
pétroliers
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Merkert Laboratories Inc.
500 Turnpike Street, Canton,
Massachusetts 02021

Souche non identifiée ML-21

Hydrocarbures, diesel,
pentachlorophénols, carburant pour
avion, toluéne, éthyléne glycol, tout

composé organique sauf PCBs

Souche non identifiée bio-dégraissante

Huiles et graisses

Osprey Biotechnics
(http://www.ospreybiotechnics.com/)
Culture fournise par CL-Solutions
(http://www.cl-solutions.com/)

PSEUDOMONAS
FLUORESCENS

Anthracene, benzéne, o-chlorotoluéne,
p-chlorotoluéne, crésols, dinitrooctyl
phtalate, dichlorobenzéne, 1,1-
dichloroéthane, 1,2-dichloroéthane,
dichloropropane, dichlorotoluéne,
éthyléne glycol, pentachlorophénol,
phénanthréne, phénol, 1,1,2-
trichloroéthane

Brevetée

PSEUDOMONAS PUTIDA

m-chlorotoluene, pétrole brut, 2-
éthoxyéthanol, éthyléne glycol,
éthylbenzéne, isoprénoides, méthyle
éthyle cétones, chlorure de méthyléne,
naphtaléne, terpéne, 1,1,2,2-
tétrachloroéthane, toluéne, déchets
boues/huiles, xyléne

Brevetée

Polybac Corporation acquise par
InterBio (http://www.interbio.com)

Produits inclus : Acinetobacter
calcoaceticus, Aspergillus oryzae,
Bacillus cereus, Bacillus megaterium,
Bacilus subtilis, Bacillus thuringiensis,
Micrococcus sp., Myxobacter,
Nitrobacter sp., Nitrosomonas sp.,
Saccharomyces cerevisiae,
Thiobacillus

Déchets, cellulose, lignine, déchets
papeterie, ammoniac, hydrocarbures
dans environnements salés, HAP,
phénols, glycols, formaldéhyde, cires,
cyanures, protéines, glucides

Brevetée

ReTeC
(http://www.retec.com/index.html),
Remediation Technologies Inc.
(http://www.remediationtech.com/)

PHANEROCHAETE
CHRYSOSPORINA

HAP

Université de I'Utah

Pseudomonas spp.

Pentachlorophénol

Collection disponible dans les locaux

Culture mixte anaérobie DDT du site de traitement
Pseudomonas spp. HAP
Alcaligenes spp. 24-D, 245-T
Pseudomonas spp. 24-D,245-T Collection disp a I'Université

Culture mixte

Cycloalcanes, huiles

Collection disponible dans les locaux
du site de traitement

SBP Technologies Inc. New Haven CT

PSEUDOMONAS PUTIDA

Créosote, HAP

PSEUDOMONAS
PAUCIMOBILIS

Fluoranthéne, HAP

Pseudomonas spp.

Pentachlorophénol

Echantillons de boues et sols issus de
sites pollués
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Pseudomonas cepacia

Trichloroéthéne

Sites contaminés par TCE

Technical Resources, Inc.
(www.techresources.com)

Pseudomonas cepacia

Trichloroéthene, dichloroéthéne,
toluéne, phénol, o-, m-, p-crésol, o-, m-,
p-xyléne, styréne, naphtaléne, cumeéne,

indole, acide anthranilique

Culture en labo isolée a partir d'un
lagon de traitement de déchets
industriels

Waste Stream Technology, Inc.

(http://www.wastestream.com/)

PSEUDOMONAS PUTIDA

HAP, aromatiques halogens, fuel,
carburant pour avion

Isolée a partir d'un site

ALCALIGENES FAECALIS

BTEX, essence, composés organiques
volatils, phénols

Isolée a partir d'un site

Pseudomonas spp. (fluorescent)

Carburant pour avion, diesel, dérivés
pétroliers, ester phtalique, huile de
coupe, HAP

Isolée a partir d'un site

Arthrobacter spp.

Pentachlorophénol

Isolée a partir d'un site

Acinetobacter johnsonii genospecies 7

Pétrole brut

Isolat marin

Psychrobacter spp.

Pétrole brut, diesel

Isolée a partir d'un site

Tableau 6. Caractéristiques des inoculums commercia
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Fournisseur

Nom commercial

Descriptif du produit

Pr oduits traités

Enviro-Zyme, Inc
(http://www.envirozyme.com/07/home/index.p

hp)

BR, anciennement
ENVIROZYME BR

Additif biologique composé de micro-
organismes (billions organismes viables /g)
enrichis avec des nutriments et un surfactant,
vendu sous forme d’un produit solide sec avec
une durée de vie de 1 an = a utiliser mélanger
a de I'eau et a pulvériser

Dérivés pétroliers, composés
aliphatiques et aromatiques dans
sols et milieux aqueux

Forrester Environmental Technologies Corp.
(FET Group)
POB 2053
Windermere,, Florida 34786
UNITED STATES

BioCATalyst OS-500

Extrait d'algue modifiée (agent actif = extrait
cytokine = hormone stimulant la croissance)
contenant un agent de surface actif et un
émulsifiant, agent dispersant et biostimulant
les pop indigenes

Déversement de pétrole (dérivés
pétroliers)

Garner Environmental Services, Inc.
(http://www.garner-es.com/)

Petro-Clean

Agent de surface contenant 1 surfactant, des
nutriments et des bactéries dégradant les
hydrocarbures (spores de Bacillus, 50 billions /
gallon ou 3,79 litres)

Déversement de pétrole (dérivés
pétroliers)

INDUSTRIAL WASTEWATER SOLUTIONS IN
ASSOCIATION WITH INTERNATIONAL ORGANIC
SOLUTIONS

P.O. Box 157
Sebastopol, California 95473
UNITED STATES

I0S-500 Facultative Bacteria

Mélange de bactéries efficace en con,ditions
aérobie et anaérobie, contenant un mélange
d’enzymes et une source organique de
nutriments = s’utilise mélangé a de 'eau et
maintenu 6-48 h & T°ambiante avant
utilisation

Sols contaminés par déversement
polluants organiques, remédiation
de sites contaminés par des eaux
usées, usine de traitement des
effluents agricoles, industriels et
domestiques

Medina Agriculture Products Co., Inc.
(http://www.medinaag.com/)

Medina Microbial Activator

Formulation liquide dérivée d'un process de
fermentation contrblée et contenant des
composés stimulant les act microbiennes

Bio-D

Produit liquide contenant des subst humiques
organiques, de I'N inorganique, du P et K

Hydrocarbon D-Grader

Formulation granulaire de micro-organismes
dégradant les hydrocarbures

Hydrocarbures, sols contaminés
par des carburants type diesel

Petrol rem, Inc.

PRP (Petroleum Remediation

Petites spheres de cire traitées contenant des

Déversement de pétrole (dérivés

2275 Swallow Hill Road, Building 2500 Product) nutriments, les micro-organismes se trouvent a pétroliers)
Pittsburgh, PA, 15220 United States I'int. des spheres (ex : Bacillus sp.),
Verde Environmental, Inc. Micro-Blaze Contient des agents de surface, des appliquée a une base

http://www.micro-

blaze.com/introduction.htm

nutriments et plusieurs souches non
pathogénes de bactéries Bacillus ; le
surfactant commence par émulsionner
(ventiler) les contaminants pour la dégradation
par les micro-organismes en sous-produits
inoffensifs comme le dioxyde de carbone et
I'eau.

d'hydrocarbures ou un
déversement accidentel pétrolier
ou de contaminants organiques
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WMI International, Inc.
http://www.wmiinternational.com/

WMI-2000

Vendu comme additif biologique (dispo sur site
EPA), poudre séche contenant diverses
souches microbiennes, activée dans I'eau pour
2 heures et appliquer en surface dans le cas
de déversements pétroliers

Produits pétroliers et autres
contaminants organiques

Tableau 7. Liste des agents de bioremédiation comme
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5/ Bioaugmentation et génie génétique
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5.1/ Définition de "Organisme Génétiguement Modifie " (OGM).

La directive 2001/18/EC des Communautés Européennes relative a la dissémination délibérée d'organismes
génétiquement modifiés donne les définitions suivantes :

- « organisme » : toute entité biologique capable de répliquer ou de transférer du matériel génétique,

- « organisme génétiguement modifié » : un organisme, a l'exception des étres humains, dont le matériel
génétique a été altéré par un processus qui ne se produit pas naturellement par croisement et/ou
recombinaison naturelle.

A partir de cette définition, il est a considérer qu’un organisme est un OGM si son patrimoine génétique a été
modifié par génie génétique pour lui conférer une caractéristique ou une propriété nouvelle. Suivant la
Iégislation, les moyens permettant ces modifications vont de la sélection in vitro aux méthodes de génie
génétique. Ces derniéres méthodes permettent de modifier des organismes par transgenése, c’est-a-dire
l'insertion dans le génome d’un ou de plusieurs nouveaux génes. Un « organisme transgénique », terme qui
désigne les organismes qui contiennent dans leur génome des génes « étrangers », est donc toujours un
organisme génétiguement modifié.

Les organismes construits par transferts naturels de genes (portés par exemple par des plasmides
conjugatifs), par recombinaison naturelle (par exemple par des processus faisant appel a des transposons,
des croisements de souches ou a la fusion in vivo de plasmides) ou par des méthodes de sélection sans
modification génique et d'évolution basées sur la génération spontanée de mutations, n’entrent pas dans la
catégorie des OGM.

5.2/ Cas réels de bioaugmentation par des souchesd 'OGM.

Selon la littérature, des souches de micro-organismes génétiquement modifiés n'ont jusqu'a présent jamais
été utilisées en situations réelles de bioaugmentation. Un trés grand nombre de souches ont été construites et
des études trés prometteuses ont été réalisées mais elles n'ont jamais dépassé I'échelle du récipient de
laboratoire, du microcosme, du lysimétre ou du fermenteur pilote. Plusieurs revues récentes leur ont été
consacrées (voir par exemple Sayler and Ripp, 2000 ; Watanabe, 2001 ; Ang et al., 2005 ; Urgun-Demirtas et
al., 2006) et le cabinet anglais de consultants WS Atkins Environment a publié en 2002 un rapport intitulé
"Genetically modified organisms for the bioremediation of organic and inorganic pollutants” (WS Atkins
Environment, 2002).

La seule étude faisant appel a une souche rentrant dans la définition des OGM proche des conditions réelles
est celle du groupe de Gary Sayler de I'Université du Tennessee a Knoxville (Ripp et al., 2000). Pour la
premiéere fois, I' « U. S. Environmental Protection Agency » a autorisé I'utilisation d'une souche OGM pour une
étude de terrain d'une durée de deux ans. Elle a été conduite en lysimeétres, des cylindres d'acier galvanisé
recouvert d'une résine époxydique (de 4 m de haut et d'un diamétre de 2,5 m) enterrés verticalement et
fermés par un couvercle d'acier inoxydable. Ces lysimétres ont été remplis de terre artificiellement
contaminée par du naphtaléne (1 g/kg), de l'anthracéne (100 mg/kg) et du phénanthréne (100 mg/kg) et
inoculés avec la souche HK44 de Pseudomonas fluorescens. A noter que ces conditions sont loin d'apporter
un confinement total, ce qui a du étre pris en compte et assumé lors de l'autorisation de I'étude.

La souche HK44 contient un plasmide porteur de génes codant pour les enzymes d'une voie de dégradation
du naphtalene. Un géne lux codant pour une luciférase est fusionné a ces génes cataboliques. Leur
expression peut donc étre suivie en mesurant la bioluminescence des bactéries. Le résultat le plus marquant
de cette étude a été le constat de la survie et de l'activité des bactéries pendant au moins 660 jours.
Néanmoins, la mesure de la remédiation des contaminants organiques a été perturbée par des problemes
d'hétérogénéité de concentration de ces substances dans les lysimétres, ne permettant pas d'aboutir a des
données conclusives

Ce travail, qui a été publié en 2000, ne semble pas avoir été suivi d'autres études du méme type, en
conditions réelles. La revue de Kulkarni et Chaudhari publiée en 2007 ne donne pas d'autres exemples que
celui-la au sujet de I'utilisation de souches OGM pour la bioremédiation de composés aromatiques. Outre les
difficultés techniques d'utilisation des OGM en bioremédiation, le contexte réglementaire basé sur le principe
de précaution explique I'absence de données expérimentales.
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5.3/ Stratégies de confinement des micro-organismes génétiguement modifiés.

Le recours a des souches OGM serait peut-étre facilité si celles-ci étaient construites de maniere a les
confiner drastiquement dans le site traité et a empécher ainsi toute dissémination dans I'environnement. Des
procédures destinées a rendre impossible le transfert des geénes recombinants vers d'autres micro-
organismes pourraient aussi étre envisagées. Les stratégies de base pour atteindre ces objectifs ont été
décrites en 1993 par Soren Molin et ses collaborateurs dans un article nommé « Suicidal genetic elements
and their use in biological containment of bacteria ».

Le principe est, en théorie, trés simple : il consiste a déclencher I'expression d'un géne qualifié de « suicide »,
parce que son produit tue la cellule qui le contient, lorsque celle-ci n'est plus en présence des composés a
dégrader ou lorsqu'un plasmide porteur de génes étrangers a été transféré par une autre bactérie.

Contreras et al. (1991) avaient été les premiers a appliquer ce principe pour construire une souche confinable
capable de digérer des substances polluantes. Pour cela, ils avaient utilisé le circuit de régulation de
I'expression des génes de dégradation portés par le plasmide TOL pWWO de Pseudomonas putida. La
présence de nombreux types de benzoates (alkyl- et halo-substitués) dans I'environnement des bactéries
provoque l'expression du gene régulateur xylS dont le produit active les génes codant pour les enzymes de la
voie de dégradation de ces benzoates. Les auteurs ont fusionné le gene lacl d'E. coli (qui code pour le
répresseur de l'opéron lactose) a un promoteur activé par le produit de xylS. A cété de cette construction, ils
avaient introduit le promoteur de l'opéron lactose fusionné au gene gef d'E. coli. Ce dernier code pour un
peptide qui tue les cellules en provoquant des Iésions membranaires irréversibles.

Lorsque les bactéries qui contiennent cette construction sont en présence de composés qui activent, via le
produit de xylS, les genes de dégradation, le répresseur de l'opéron lactose est synthétisé et il inhibe
I'expression du géne gef. Dans ce cas, pas de probléeme pour la bactérie qui peut dégrader les polluants. En
revanche, lorsque la quantité de ces composés diminue, ou lorsque la bactérie est déplacée vers un
environnement qui ne les contient pas, I'expression du répresseur de I'opéron lactose diminue. Ce qui active
le géne suicide gef puisque son promoteur n'est plus réprimé.

Ce systéme de confinement a été utilisé chez E. coli (Contreras et al., 1991) et P. putida (Jensen et al., 1993 ;
Ronchel et al., 1995) mais, parce que le géne xylS était porté par un plasmide relativement instable, un
nombre important de bactéries recombinantes échappaient au suicide lorsque les polluants étaient éliminés
du milieu.

Molina et al. (1998) ont fortement stabilisé le systeme en clonant la totalité des composants dans le
chromosome de P. putida. En condition de laboratoire, une bactérie sur 10® parvenait a échapper au suicide
en absence de polluant. Les auteurs ont également utilisé la souche en essais extérieurs (avec l'autorisation
du Ministere de I'Environnement espagnol). lIs ont constaté que les bactéries confinables étaient capables de
coloniser la rhizosphére de plantes dans des sols contaminés par du 3-méthylbenzoate mais en étaient
incapables en absence du composé. lls n'ont pas observé de dissémination de la souche hors de la zone
d'expérimentation.

La vitesse d'élimination des bactéries recombinantes était cependant bien plus lente en conditions naturelles
qu'en laboratoire. De plus, le taux de survie de 10 est encore trop élevé. Ronchel et Ramos (2001) ont donc
cherché a améliorer le systéme suicide en utilisant non plus une mais deux fonctions capables de tuer les
cellules en absence de polluants. lls ont introduit la totalité du systeme gef décrit précédemment dans un
mutant de P. putida dont le géne chromosomique asd avait été délété. L'absence de ce gene a pour résultat
l'incapacité a synthétiser certains acides aminés et une substance absente des milieux naturels mais
absolument nécessaire aux bactéries, I'acide diaminopimélique. Une construction composée du géne asd
(débarrassé de son propre promoteur) et d'un promoteur activé en présence des polluants de type benzoates,
encore une fois par l'intermédiaire du produit de xylS, a également été introduite dans le chromosome de la
souche. En absence de polluants, le suicide des bactéries se produit a la fois par la synthése du produit du
géne gef et par I'absence d'acide diaminopimélique. Cette fois, le nombre de survivants en l'absence du
polluant est tombé sous la limite de détection (moins de un survivant pour 10° bactéries) et la disparition des
bactéries des sols non pollués s'est produite en 20 a 25 jours (contre 100 avec le systéme précédent).

Un systeme basé sur le méme principe a été développé par Torres et al. (2003) pour limiter le transfert
horizontal de plasmides conjugatifs porteurs d'informations clonées. Comme dans le cas précédent, et pour
les mémes raisons, il comporte deux fonctions suicide. Celles-ci sont cependant induites non plus en absence
de polluants mais lorsque le plasmide qui porte les génes suicide entre par conjugaison dans une bactérie
n‘appartenant pas a la souche construite. Les auteurs ont introduit dans un plasmide conjugatif de la souche
HB101 d'E. coli le géne colE3 codant pour la colicine E3, capable de tuer un grand nombre de bactéries en
détruisant leur ARN ribosomique 16S. Dans le chromosome de cette souche, ils ont introduit le géne immE3
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qui produit constitutivement un antidote a la colicine E3. La souche est donc protégée des effets de la colicine
mais lorsque le plasmide pénétre dans une bactérie réceptrice dépourvue du gene imm3, la colicine E3
exerce son effet et tue cette bactérie. De plus, le plasmide porte un géne codant pour I'enzyme de restriction
EcoRI. Cette enzyme coupe tout ADN lorsqu'elle y reconnait une séquence particuliére de 6 paires de bases.
La souche d'E. coli porte dans son chromosome le géne codant pour l'enzyme de modification
correspondante, la méthylase qui protége les séquences d'ADN spécifiquement reconnues par EcoRI en les
méthylant. L'ADN de la souche d'E. coli n'est donc pas clivé par EcoRI. En revanche, lorsque le plasmide est
introduit dans une bactérie dépourvue de la méthylase, EcoRI détruit quasi instantanément son ADN. La
fréquence de transfert du plasmide portant cette construction est réduite d'un facteur 10° par rapport au
transfert du méme plasmide dépourvu du systéme suicide.

Cette derniere étude décrit la construction et I'évaluation d'une souche de laboratoire. L'utilisation de ce type
de construction en conditions naturelles souléve cependant deux questions. La premiére concerne
I'expression des genes suicides dans des bactéries appartenant a d'autres espéces qu'E. coli. Les
promoteurs des deux genes sont des promoteurs d'E. coli : leur expression dans d'autres contextes
génétiques n'est pas une certitude. Les bactéries réceptrices qui ne les expriment pas échappent ainsi au
suicide. La deuxiéme question est relative a la dissémination de génes suicides par des plasmides
conjugatifs. Certains d'entre eux ont des fréquences de transfert trés élevées (voisine de 100 % dans le cas
de RP4 par exemple). Le confinement de l'information génétique clonée serait drastique mais il s'effectuerait
par I'élimination physique de toutes les bactéries capables de recevoir ces plasmides. La diversité du milieu

concerné pourrait en étre gravement affectée.

5.4/ Utilisation de cellules microbiennes tuées.

Une autre méthode est l'utilisation de cellules de bactéries OGM tuées avant leur mise en contact avec la
matrice polluée. L’ADN étant stable dans I'environnement, ces cellules mémes mortes peuvent transférer des
plasmides a d'autres organismes. De plus, mémes si de telles cellules ne peuvent évidemment se multiplier
dans I'environnement, elles pourraient y libérer des enzymes ou porter a leur surface des molécules capables
de dégrader ou d'absorber des polluants. Leur utilisation demanderait la mise au point de méthodes efficaces
de mise en contact avec le polluant au sein de la matrice contaminée et de répéter a plusieurs reprises ces
procédures tout au long du traitement.

Pour la premiére fois aux Etats-Unis, une équipe de I'Université du Minnesota a St Paul a utilisé une souche
recombinante d'E. coli manipulée de maniére a surexprimer une atrazine chlorohydrolase pour décontaminer
un sol pollué par de l'atrazine, un herbicide largement utilisé en agriculture (Strong et al., 2000). Avant leur
application sur les surfaces a traiter, les bactéries avaient été tuées par un agent chimique, le glutaraldéhyde.
En huit semaines, les auteurs ont constaté une réduction de la concentration d'atrazine de 77 %. lIs
considerent qu'il s'agit la de l'efficacité minimale de leur technique car elle a été appliquée a la fin de
l'automne, quand les températures sont déja assez basses.

Ces auteurs ont également constaté que l'activité enzymatique est conservée pendant plusieurs mois apres le
traitement des bactéries au glutaraldéhyde. Cette stabilité est trés certainement une des clés de l'efficacité du
traitement. Une autre clé est la localisation de I'enzyme : intracellulaire, périplasmique, exposée a la surface
des cellules, extracellulaire ? L'article n'apporte pas de réponse a cette question.

Certaines enzymes cataboliques présentent une efficacité de dépollution élevée lorsqu'elles sont exprimées a
la surface des cellules. C'est le cas, par exemple, d'une carboxylestérase dont le géene a été isolé d'un
moustique résistant a certains insecticides. L'enzyme a été exprimée de maniére a étre fixée et exposée a la
surface externe de cellules d'E. coli. Ces cellules sont capables de dégrader 90 % de malathion en 4 h (étude
non disponible citée par Wu et al., 2008). La méme enzyme exprimée a lintérieur des cellules n'a
pratiquement pas d'activité de détoxification. L'étude a été menée avec des cellules vivantes mais il est
parfaitement concevable que I'enzyme, et beaucoup d'autres exprimées de la méme maniéere, conserve son
activité catalytique apres inactivation des cellules. La revue de Wu et al. (2008) fait le point sur I'expression de
fonctions de bioremédiation a la surface de cellules bactériennes.

L'utilisation de cellules tuées est une stratégie qui pourrait également s'avérer intéressante pour la
bioremédiation d'effluents liquides peu volumineux par passage sur des filtres contenant ces cellules
microbiennes. Ce type d'application mettrait en oeuvre des cellules porteuses a leur surface soit d'enzymes
qui restent actives apres la mort cellulaire, soit de déterminants capables d'adsorber a haute affinité des
métaux toxiques, radioactifs ou non, ou d’autres polluants.
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Un groupe de chercheur indiens a rapporté I'utilisation de mycélium de certaines souches de champignons
pour fixer le ®co a partir d'effluents contaminés (Rashmi et al., 2004). Une discussion avec un des membres
de cette équipe (P. Maruthi Mohan, Université d'Hyderabad) nous a appris que lors de ces traitements, les
cellules étaient tuées par la radioactivité de I'effluent mais conservaient leur capacité de sorption et désorption
de toute une série de métaux.

Ce groupe met au point des filtres contenant soit uniquement des cellules mortes, soit un mélange de cellules
mortes et vivantes, dans le but de capter différents ions métalliques. lls disposent notamment de mycéliums
capables de traiter le mercure de I'eau destinée a la consommation humaine. De plus, leur connaissance des
processus de sorption et de désorption des métaux lourds a la surface de cellules microbiennes leur permet
de développer des procédés de concentration et de récupération de ces métaux.

5.5/ Le génie génétique in vivo.

Des le début des années 2000, des chercheurs avaient utilisés les propriétés de plasmides conjugatifs pour
disséminer des génes d'intérét dans un environnement pollué (Dejonghe et al., 2000 ; Newby et al., 2000).
Ces études, menées en microcosmes sans contact avec l'extérieur, ont permis de constater le transfert
spontané de plasmides porteurs des genes de dégradation du 2,4-dichlorophenoxyacétate (2,4-D) vers des
bactéries réceptrices présentes dans le milieu et de constater l'efficacité du systéme dans la dégradation de
ce polluant.

Le but de ces travaux n'est donc plus de disséminer des organismes contenant des genes étrangers mais de
répandre ces géenes par une voie naturelle de transfert d'informations génétiques. Les bactéries recevant ces
plasmides conjugatifs dans lesquels les génes étrangers ont été clonés deviennent a leur tour des OGM
puisque ces plasmides ont été construits in vitro avant transfert dans la souche. Les mémes réserves
techniqgues et réglementaires que celles précédemment citées doivent étre précisées.

Ces études attirent l'attention sur le fait que deés qu'une pression de sélection s'exerce sur une population
bactérienne, c'est-a-dire dés qu'un parameétre ou une substance extérieurs mettent en péril la survie de cette
population, les individus pourvus des genes de résistance a ce facteur ou a cette substance survivent et
proliferent. Ce qui amplifie les génes de résistance. Dans de telles situations, des processus naturels de
recombinaison conduisent presque toujours ces génes a se retrouver sur des plasmides conjugatifs,
transférables a haute fréquence vers d'autres individus. Ces processus de recombinaison et de transfert ont
été largement étudiés au cours des années 1970 et 1980 et expliquent notamment la génération des

transposons et des plasmides porteurs de multiples résistances aux antibiotiques.

A cette époque, la connaissance et l'utilisation de ces processus a l'oeuvre spontanément dans la nature
(génération de transposons, fusions de réplicons, transferts de plasmides par conjugaison, ...) a conduit au
développement de méthodes de génie génétique ne faisant pas appel au traitement in vitro de I'ADN. Un des
auteurs de la présente étude a ainsi pu cloner un trés grand nombre de génes de Pseudomonas fluorescens,
Alcaligenes eutrophus, Salmonella typhimurium, Erwinia carotovora et E. coli dans des souches d'A.
eutrophus et de P. fluorescens sans utiliser d'enzymes de restriction ni sortir I'ADN des cellules (Lejeune et
al., 1983).

Ces méthodes ont été relativement peu utilisées, elles sont néanmoins encore disponibles.

Bien que ces différentes méthodes semblent trés prometteuses et font aujourd’hui l'objet de recherches
intensives, outre les questions relatives aux autorisations d’utilisation réglementaires, I'état actuel des
connaissances ne nous parait pas suffisant pour envisager leur application in situ a court terme.
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6/ Pistes pour la mise au point de nouvelles méthod es d'ensemencement
des matrices polluées
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Comme nous l'avons vu au chapitre 4, plusieurs sociétés commercialisent des consortiums microbiens
utilisables a des fins de bioremédiation. Bien que des informations sur la composition précise de ces
consortiums ainsi que sur la maniére dont ils doivent étre inoculés soient difficiles a obtenir, il semble qu'ils
résultent le plus souvent de la mise en culture d'échantillons prélevés dans des sites pollués auxquels ont été
ajoutés, au mieux, une ou quelques souches caractérisées. Dans le cas de traitements de sols, ces
consortiums sont répandus par aspersion ou saupoudrage, a partir de suspensions ou de lyophylisats, avec
ou sans labourage préalable.

L'efficacité des traitements de bioaugmentation pourrait étre améliorée soit en favorisant la pénétration des
microbes dans les matrices solides soit en conditionnant les inoculums sous forme de consortiums multi-
espéeces structurés. Dans le présent chapitre, nous nous intéresserons d'une part aux possibilités d'utilisation
de la colonisation de la rhizospére pour faciliter la diffusion des bactéries dans les sols et, d'autre part, a la
formulation, la construction et l'utilisation de ces consortiums structurés.

6.1/ Bioaugmentation par des plantes a rhizosphére contrélée

Selon le Dr Claire Prigent-Combaret du Laboratoire d'Ecologie Microbienne de ['Université Lyon 1
(communication personnelle), la composition des exsudats racinaires a une forte influence sur la structure et
la stabilité des populations microbiennes de la rhizosphére. La survie et la multiplication de souches
particuliéres y seraient nettement plus élevées qu'aprés ensemencement de bactéries « nues ».

Il semble donc qu'une piste intéressante pour le traitement de sols pollués serait d'y planter des végétaux
dont la rhizosphére aurait été construite au préalable avec des souches caractérisées. Ces plantes pourraient
elles-mémes exercer un rble de phyto-remédiation et les bactéries associées a leurs racines se trouver dans
une certaine mesure protégées des agressions du milieu. La croissance des plantes, et donc de leurs racines,
augmenterait le volume de sol accessible aux bactéries et leur permettrait d'atteindre des zones
imperméables (Kuiper et al., 2004).

Il semble aussi que l'inoculation et la colonisation de la rhizosphére de plantes déja présentes sur le sol a
traiter pourraient constituer une voie d'entrée efficace pour des microbes destinés a la bioaugmentation.

6.2/ Utilisation de consortiums microbiens artifici els organisés dans l'espace

Dans la nature, les microorganismes vivent le plus souvent dans des communautés hautement structurées et
organisées (Stoodley et al., 2002), qualifiées de « biofilms » lorsgu'elles sont associées a des surfaces
biotiques ou abiotiques ou de «consortiums » dans le cas darchitectures tridimensionnelles. Ces
communautés composées d'organismes appartenant a plusieurs dizaines d'espéces constituent une forme de
pluricellularité qui, a linverse de celle rencontrée chez les plantes ou les animaux, autorise des
réorganisations rapides et importantes en fonction des variations des paramétres extérieurs. Les cellules s'y
organisent spontanément de maniére a assumer une véritable répartition des taches. La surface d'un biofilm
en contact avec le milieu extérieur peut, par exemple, étre composée d'organismes qui respirent et
consomment l'oxygene, permettant ainsi a d'autres cellules, situées a quelques dizaines de microns des
précédentes et en contact avec le matériau abiotique, d'étre en anaérobiose et de développer les fonctions
nécessaires a la corrosion de celui-ci. Par des mécanismes encore inconnus, la structuration des biofilms met
en place un véritable réseau interne de circulation des nutriments et des déchets (Costerton et al., 1994).

S'il peut sembler réaliste de construire un jour des consortiums définis et stables en conditions de laboratoire,
il nous parait infiniment plus problématique de les introduire et de les maintenir intacts dans des
environnements hétérogénes ou soumis a de fortes fluctuations. A l'inverse des communautés autochtones,
structurées en fonction des parameétres locaux et capables d'en assumer une certaine variation, les
consortiums artificiels y seraient soumis a des conditions qu'il est difficile de prédire et qui devraient
rapidement conduire a leur déstructuration, voire trés probablement a leur élimination.

En revanche, confrontés a des matrices polluées homogenes et dépourvues de fluctuations, des consortiums
formulés et congus au cas par cas pourraient peut-étre constituer des agents de bioremédiation plus efficaces
gue des souches isolées ou des mélanges non caractérisés, en raison de leur caractére multispécifique et de
leur organisation tridimensionnelle.

Les effluents liquides issus de processus industriels reproductibles et constants nous semblent étre ceux dont
le traitement pourrait le plus bénéficier de technologies basées sur les consortiums microbiens.
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6.3/ Quelques pistes pour la construction de consor tiums microbiens artificiels

Méme en conditions de laboratoire, peu d'études ont jusqu'a présent été consacrées a la construction de
consortiums a structuration définie. Une publication de deux groupes anglais (Andrews et al., 2005) rapporte
la construction de biofilms structurés a l'aide de techniques électrophorétiques trés sophistiquées. Les
résultats semblent prometteurs mais les biofilms obtenus ne contiennent que deux souches (Pseudomonas
putida et Acinetobacter sp.). La construction de biofilms multi-espéeces et stables face a un effluent industriel
donné n'est donc certainement pas envisageable avant plusieurs années. Néanmoins, certaines approches et
méme quelques réalisations peuvent étre mises en avant dans cette perspective.

Une premiére approche qui apparait importante est de ne pas limiter les souches a introduire dans le
consortium a celles qui sont capables de détruire le polluant. Des microorganismes, restant a identifier et qu'il
faudrait rechercher dans les consortiums naturels, pourraient trés certainement renforcer les communautés
par des fonctions comme l'adsorption de nutriments, I'effet de barriére vis-a-vis d'autres microbes ou encore
l'atténuation des fluctuations de parametres comme l'activité de I'eau. Toute cette activité reste a développer
mais elle pourrait s'inspirer directement de ce qui se fait dans le domaine des flores intestinales et cutanées.

Un deuxieme aspect est celui de la fixation des microbes sur des surfaces abiotiques. On sait que dans ces
conditions, les niveaux de résistances aux agents anti-microbiens et aux prédateurs sont renforcés. Associer
les souches a des structures comme des grains de sable ou des particules d'argile permettrait probablement
d'obtenir ces résistances plus élevées et ces structures pourraient servir de plateforme d'assemblage pour les
consortiums a construire. Cette approche a déja été suivie pour le développement de biofilms capables de
dégrader des hydrocarbures (Al-Awadhi et al., 2003).

Une troisieme approche, plus ancienne, est celle de I'encapsulation des microbes par des matériaux
polymériques, ce qui assure une certaine pérennité au consortium, méme dans un environnement fluctuant.
Cassidy et al. (1996) ont consacré un article de revue a cette question. lls y voient plusieurs avantages parmi
lesquels le confinement des microorganismes, la protection contre les perturbations biotiques et abiotiques et
la stabilisation des plasmides. Nous pouvons y ajouter la possibilité d'y inclure des molécules fluorescentes
qui permettraient de suivre les particules a la trace. Parmi les travaux qui font appel aux techniques
d'encapsulation, nous pouvons citer la publication de Moslemy et al. (2002) qui décrit la production et
I'utilisation de micro-capsules contenant des bactéries capables de dégrader des hydrocarbures.

En conclusion, la conception de consortiums microbiens structurés et composés de souches caractérisées a
des fins de traitement de matrices polluées semble envisageable a long terme. Elle ne sera possible que si
les fonctions responsables de la stabilité et de la plasticité de ces structures sont étudiées, comprises et
exploitées. Ces consortiums pourront étre construits sous forme de biofilms associés a des grains de sable ou
des billes de matériaux divers. La compréhension des processus d'auto-structuration qui génerent par
exemple les « granules d'anaérobiose » dans certaines méthodes de traitement des eaux usées pourront
aussi fournir des pistes intéressantes pour la construction de communautés microbiennes organisées. Ces
technologies semblent envisageables pour le traitement d'effluents de composition constante. En revanche,
l'utilisation de consortiums définis pour le traitement de matrices hétérogénes n'est concevable que si la
communauté est fortement stabilisée, par exemple par des processus d'encapsulation.
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7/ Outils moléculaires et diagnostic et de suivi
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Une dimension essentielle des opérations de bioaugmentation est la capacité a pouvoir détecter et quantifier
la présence de génes, de souches, d'espéces, de genres voire de familles de micro-organismes dans
I'environnement a traiter. Avant de commencer quoi que ce soit, il importe de réaliser un diagnostic des
fonctions et des micro-organismes présents afin de caractériser la flore microbienne initiale du systéme et de
déterminer ce qu'il convient d'ajouter ou de stimuler. Ensuite, tout au long du traitement, il est évidemment
fondamental de pouvoir suivre spécifiquement la présence et le développement des micro-organismes que
I'on a introduits afin de vérifier leur persistance et/ou I'expression de voies métaboliques impliquées dans la
dépollution du sol. Pendant le traitement, un suivi dédié de I'espéce microbienne ajoutée, permet également si
nécessaire de mettre en oeuvre des actions favorables au développement du micro-organisme d'intérét
comme le réensemencement ou l'addition de substrats. En parallele, afin de mesurer I'impact de la
bioaugmentation sur le sol, il est nécessaire d'avoir une vision globale des populations microbiennes
présentes dans la matrice traitée et de pouvoir suivre leur évolution au cours du traitement. Enfin, au terme du
chantier, et méme au-dela, il est également important de pouvoir dresser un état microbiologique de la
matrice traitée. Diverses techniques de biologie moléculaire permettent aujourd'hui de répondre aussi bien
aux besoins de quantification des micro-organismes, qu'a I'étude de I'expression de leur génome pour vérifier
la présence d'activités métaboliques utiles a la dépollution.

7.1/ Méthodes quantitatives de recherche dARN etd 'ADN cibles.

Les méthodes décrites dans ce paragraphe sont des méthodes de PCR ou des méthodes qui font directement
appel a cette méthodologie. Pour rappel, la PCR (Polymerase Chain Reaction) est une réaction enzymatique
qui permet I'amplification d’'une séquence nucléotidique (trongon d’ADN ou d’ARN) généralement choisie pour
sa spécificité envers un genre bactérien, une espéce, ou encore une activité enzymatique. La séquence
nucléotidique amplifiée est généralement de 'ADN mais peut aussi étre de 'ARN, dans ce dernier cas une
étape préliminaire de rétro-transcription est nécessaire, c’est pourquoi on parle alors de RT-PCR (Reverse
Transcriptase-PCR). Il existe différents types d’ARN, mais les ARN les plus étudiés sont les ARM messagers
(ARNm), car ils permettent d'identifier les activités métaboliques exprimées par une cellule (activité
potentiellement utiles pour la dépollution par exemple). Les ARN ribosomiques (ARNr) sont également
beaucoup étudiés pour l'identification des micro-organismes, en particulier les ARNr 16S. Les étapes de PCR
nécessitent un pré-traitement de I'échantillon qui consiste a extraire, purifier et concentrer les acides
nucléiques présents dans un échantillon (de sol par exemple). Le terme d’extrait est utilisé pour définir la
solution d’acides nucléiques purifiés obtenue au terme de ce prétraitement.

Dans le mécanisme de PCR, a partir de I'extrait issu d'un échantillon, chaque copie de la séquence
nucléotidique cible est reproduite au cours d'une polymérisation en chaine. De plus, chaque reproduction de
la séquence génétique ciblée peut a son tour étre copiée de sorte que le nombre de copies augmente de
fagon exponentielle. La reproduction des séquences nucléotidiques est basée sur un mécanisme
enzymatique contr6lé par une succession de cycles de température. Les thermocycleurs sont des appareils
qui permettent d’automatiser le processus. Les méthodes de PCR sont utiles pour quantifier le nombre de
séquences nucléotidiques cibles initialement présentes dans un échantillon, pour apporter des informations
sur la diversité de populations bactériennes, ou encore pour vérifier I'expression d’'une activité métabolique
précise (laquelle correspond a I'expression d'un géne c'est a dire a I'expression d'une séquence
nucléotidique) .

Depuis plusieurs années, des méthodes précises et éprouvées de quantification d’acides nucléiques (ARN et
d'ADN), essentiellement basées sur la PCR, sont disponibles pour I'analyse des populations biologiques et
'analyse des activités métaboliques qui s’expriment via I'étude de I'expression des genes. La publication de
Ding et Cantor (2004) passe en revue cing d'entre elles. En conservant la terminologie anglaise, il s'agit de 2
méthodes de PCR quantitatives (Real-time PCR, Real competitive PCR) et de 3 autres méthodes qui
découlent également de la méthode de PCR (Microarrays, differentiel display, SAGE) et qui permettent
d’obtenir une représentation de la diversité microbienne d'un échantillon.

- Real-time PCR (ou qPCR) : Cette méthodologie PCR est une méthode quantitative qui permet de
visualiser en temps réel, 'amplification d’'un ADN cible caractéristique d’'une espéce microbienne ou
d'une activité métabolique éventuellement présentes dans un échantillon (un morceau d'un géne
d'intérét par exemple). Différents procédés peuvent étre utilisés pour associer un signal fluorescent
dont l'intensité augmente proportionnellement a I'accroissement du nombre de copies de la séquence
cible. En paralléle, afin de constituer une gamme d’étalonnage des quantités connues et croissantes
d’ADN cibles sont également amplifiées. Sur la base de linterprétation de la cinétique de la
fluorescence et notamment a partir d'un parameétre discriminant nommée Ct, la gamme étalon ainsi
obtenue est utilisée pour quantifier le nombre de séquences cibles initialement présentes dans
I'extrait et donc dans I'échantillon.
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- Real competitive PCR : Dans le cadre de la PCR compétitive, la quantification est tout comme dans le
cas de la PCR en temps réel, assurée par un étalon. Cependant, cet ADN étalon n’est pas utilisé pour
réaliser une gamme, il est au contraire directement ajouté en quantité connue (ajout dos€) dans le
mélange réactionnel dans lequel sera également ajouté I'extrait d'acides nucléiques issus de
I'échantillon. L'ADN étalon amplifié en paralléle est le méme que celui qui est recherché mais il porte
une modification (addition ou perte d'un site de restriction, délétion d'une partie de la molécule) qui
permet de le distinguer au terme de la réaction PCR. Ce type de PCR est qualifié de PCR compétitive
car pendant leur amplification respective, 'ADN étalon et 'ADN cible de I'échantillon, utilisent les
mémes réactifs, c’est pourquoi '’ADN étalon est également nommé ADN compétitif. En fin de réaction
PCR, les quantités d’ADN étalon et d’ADN cible sont mesurées ; la quantité d’ADN étalon introduite
en début de PCR étant parfaitement connue, il est ainsi possible de déduire la quantité d’ADN cible
initialement présente dans I'extrait et donc dans I'échantillon.

- Microarrays (puces a ADN) : Il s'agit de supports de petites tailles (quelques cm2 au maximum)
compartimentés en différentes zones accueillant chacune une grande quantité d’'une séquence cible
spécifique et immobilisée en surface. Le nombre de zones différentes est trés important de sorte que
pour chaque puce un grand nombre de séquences cibles sont disponibles. Les séquences cibles
immobilisées dans chaque zone, sont capables de s'hybrider avec les produits amplifiés,
correspondant a des genes ou a des ARN messagers présents dans I'échantillon. De plus, dans cette
méthode, I'amplification des acides nucléiques libérés par I'échantillon conduit a I'incorporation de
nucléotides fluorescents. Apres amplification, les produits amplifiés ainsi rendus fluorescents, sont
mis en contact avec les différentes zones de la puce a la surface desquels ils resteront fixer (par
hybridation) s’ils rencontrent une séquence cible complémentaire préalablement immobilisée sur la
puce. Au terme de la manipulation, la fluorescence des produits amplifiés piégés sur la puce permet
de mettre en évidence les séquences cibles effectivement présentes dans I'échantillon analysé, ceci
permettant par exemple de mettre en évidence différentes espéces microbiennes ou bien I'expression
de différentes activités métaboliques.

- Differential display : il s'agit d'une technique qui s’applique aux ARN messagers (ARNm) et qui cible
donc I'expression des genes. Afin d'obtenir des produits amplifiés de nature différente selon les
ARNmM initialement présents, la méthode s’appuie d’'une part sur une caractéristique spécifique aux
ARNmM (polyadénilation de I'une de leur extrémité) et d'autre part sur la PCR. Le differential display
utilise a la fois une étape de transcription reverse et une étape de PCR, et permet ainsi de comparer
I'expression de genes dans deux situations différentes.

- SAGE (serial analysis of gene expression) : c'est également une méthode de quantification des ARN
messagers, donc de I'expression des génes. Elle a pour avantage de ne pas nécessiter la sélection
de séquences cibles préalablement identifiées.

L'examen de l'applicabilité de ces méthodes a des situations de bioaugmentation demande un commentaire
préalable. Il concerne la stabilité de 'ADN et des ARN messagers dans les environnements réels. La plupart
des ARN messagers sont des molécules a demi-vie trés courte. Elles sont rapidement dégradées dans des
cellules mortes ou lorsqu’elles se trouvent a l'extérieur de cellules. En revanche, les molécules d'ADN sont
souvent trés stables, elles pourraient dans des conditions favorables se maintenir trés longtemps dans
I'environnement aprés la mort ou la lyse des cellules. L'utilisation in situ de méthodes de quantification
d'acides nucléigues sera donc fonction de ce qui est recherché : la simple présence de tel géne ou groupe
taxonomique ou bien l'activité de ce géne (sa transcription) ou de ce groupe taxonomique (I'expression de ses
génes). Dans le premier cas, l'analyse du « métagénome » (I'ensemble des génes présents & l'intérieur et a
I'extérieur des cellules) peut étre réalisée par des PCR dirigées contre 'ADN. La seconde alternative implique
de rechercher des ARN messagers, ce qui n'est possible qu'en isolant les cellules vivantes présentes au
moment du préléevement et en extrayant leurs ARN, ce qui est nettement plus délicat a mettre en oeuvre.

Dans les deux situations, le recours aux technologies de puces a ADN est envisageable. Mais il implique soit
de disposer de puces commercialisées porteuses des genes recherchés, soit de les construire soi-méme. A
notre connaissance, il n'y a pas encore eu d'utilisation de ces technologies dans des situations réelles de
bioaugmentation. Si des fonctions ou des organismes précis devaient étre systématiquement recherchés
dans un grand nombre de chantiers de bioremédiation, il est probable que I'émergence d'un tel marché justifie
le développement de puces appropriées.

En revanche, les méthodes de PCR quantitatives (QPCR), qui regroupent la « real-time PCR » et la « real
competitive PCR », sont déja largement utilisées dans le domaine de I'écologie microbienne. Leur application
a la bioaugmentation est donc effective. Ce sont des méthodes trés sensibles qui permettent la détection
d'une espece donnée (grace aux "signatures" présentes dans les génes codant pour I'ARN ribosomique 16S)
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ou de génes particuliers (génes portés par des plasmides conjugatifs, génes codant pour des enzymes
d'intérét).

De nombreuses études ont été consacrées aux populations de Dehalococcoides capables de déhalogéner de
nombreux contaminants. Des méthodes de gPCR ont été utilisées pour mettre en évidence et pour quantifier
ce type de bactéries (voir la revue de Cupples, 2008) en ciblant les génes codant pour I'ARN ribosomique
16S. Afin d'éviter les problemes de faux-positifs qui pourraient résulter de la présence de bactéries possédant
la méme signature au niveau de I'ARN 16S, certaines études ont également porté sur la présence et
I'expression des génes codant pour trois « reductive dehalogenases » (RDases) de ces bactéries.

Lee et al. (2008), dans le cadre d'une étude de bioaugmentation, ont utilisé des méthodes de gPCR dirigées a
la fois contre les ARN ribosomiques 16 S et contre les ARN messagers des trois genes de RDases pour
suivre I'évolution et I'activité des populations de Dehalococcoides pendant un an dans une nappe phréatique
contaminée.

Les méthodes de gPCR ont également été utilisées pour détecter et quantifier des bactéries de I'espéce
Geobacter lovleyi proches de la souche SZ connue pour ses propriétés de bioremédiation dans des nappes
contaminées par du tétrachloroéthéne ou de l'uranium hexavalent (Amos et al., 2007). Les auteurs de cette
étude ont ainsi pu estimer le nombre de ces bactéries dans toute une série de prélevements, depuis des
niveaux inférieurs au seuil de détection jusqu'a des valeurs de I'ordre de 10’ par litre d'eau.

Ces exemples nous paraissent démontrer et valider la pertinence de l'utilisation des techniques de PCR
guantitative pour le diagnostic et le suivi des chantiers de bioaugmentation. Concernant les méthodologies de
« Microarrays », de « differentiel display », ou « SAGE » qui permettent d’obtenir une représentation de la
diversité microbienne d’'un échantillon, I'applicabilité de ces méthodes au domaine de la bioremédiation reste
encore a montrer. Ces méthodes devront notamment permettre de faire la différence entre des variations
normales des populations susceptibles d’intervenir spontanément et des variations réellement significatives
entrainées par I'action menée.

7.2/ Méthodes d'évaluation des populations basées s  ur le polymorphisme des ARN
ribosomiques.

Les ADNr codent pour les ARN ribosomiques. Contrairement a d’autres séquences d’ADN, au fil du temps la
séquence des ADNr n'est affectée que par trés peu de mutations stables, de sorte qu'au sein de micro-
organismes proches (entre deux especes d’'un méme genre bactérien par exemple), les séquences de ces
ADNr ne different que par quelques nucléotides. Ainsi, au sein des molécules d'’ADN ribosomiques de toutes
les espéces de bactéries et d'eucaryotes, il existe des régions variables qui constituent de véritables
signatures des différents niveaux taxonomiques. Cette caractéristique est utilisée en biologie moléculaire,
ainsi des PCR sont réalisées sur des séquences d’ADNr potentiellement variables mais délimitées de part et
d’autre par des régions particulierement constantes. Il est ainsi possible a partir de PCR « standardisées » de
mettre en évidence le polymorphisme de I'ADNr 16S lequel permet d'identifier par exemple les différents
groupes taxonomiques de bactéries présents dans un échantillon. Nous avons retenu deux méthodes de
biologie moléculaire qui permettent d'exploiter ce polymorphisme pour visualiser la diversité des organismes
présents dans un prélevement. La méthode DGGE et T-RFLP constituent deux outils majeurs pour I'étude de
la biodiversité microbienne.

- La méthode DGGE (Denaturing Gradient Gel Electrophoresis).

Aprés extraction de I'ADN total d'un prélévement, I'amplification par PCR de certains segments des genes
codant pour les ARN ribosomiques est réalisée. Les amplifiats, dont les séquences varient plus ou moins en
fonction de la diversité des espéces microbiennes présentes, sont alors soumis a électrophorése sur gels
dénaturants caractérisés par un gradient de la concentration d'un agent chimique (DGGE) ou de température
(TGGE). Dans un premier temps, pendant I'électrophorése, les produits amplifiés migrent plus ou moins
rapidement sous l'action du champ électrique appliqué entre les deux extrémités du gel. Dans cette premiere
phase leur vitesse de migration est essentiellement fonction de leur taille, mais au fur et a mesure de leur
progression l'augmentation de la température ou de la concentration en agent dénaturant entraine une
ouverture progressive des molécules d’ADN dont la migration dans le gel est alors ralentie ou stoppée. La
DGGE permet donc de discriminer des produits amplifiés de tailles différentes comme des produits amplifiés
de tailles identiques mais de séquences nucléotidiques différentes. Aprés coloration des ADN emprisonnés
dans le gel, ces d'électrophoréses fournissent un véritable code-barre caractéristique de la population
microbienne présente dans le prélevement.
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Ces méthodes ont été trés largement utilisées en écologie microbienne. A titre d'exemple, Haack et al. (2004)
ont utilisé la méthode DGGE pour suivre les variations spatiales et temporelles des micro-organismes d'une
nappe phréatique contaminée a la suite de recharges. lls ont ainsi pu observer des effets différents des
recharges en fonction de la localisation des communautés microbiennes au sein des zones contaminées.
Méme si elles ne sont pas quantitatives, ces méthodes permettent donc de suivre I'évolution globale des
populations et leur utilité pour le suivi de processus de bioaugmentation est manifeste.

- T-RFLP (Terminal Restriction Fragment Length Polymorphism).

Cette méthode est basée sur I'amplification par PCR d'un fragment particulier des génes codant pour les ARN
ribosomiques 16S suivie de la digestion des molécules obtenues par une enzyme de restriction et de
I'observation du polymorphisme de taille des fragments de restriction terminaux aprés migration sur gel
d'électrophorése. La taille des fragments terminaux est fonction du nombre de nucléotide entre I'extrémité et
le premier site de reconnaissance de l'enzyme de restriction utilisée. La taille de ces fragments varie
notamment d’'une espéce a l'autre. La révélation permet de mettre en évidence uniquement les fragments
terminaux des produits amplifiés qui sont du fait du principe de la méthode les seuls a étre marqué en
fluorescence ; elle permet d'obtenir un profil qualitatif des organismes présents dans les prélévements.

Reid et al. (2008) ont utilisé cette méthode pour suivre pendant 201 jours les populations microbiennes
présentes dans un fermenteur pilote de 1 m? traitant efficacement des effluents d'industries papetieres en
supportant des variations de leur composition et oxygénation. Pour chaque prélévement, 'ADN total de la
communauté microbienne a été préparé puis soumis a une analyse de T-RFLP. Pour cela, des
oligonucléotides dirigés contre des régions constantes des génes d'ARN ribosomique 16S flanquant des
régions variables ont été utilisés pour amplifier ces régions variables par PCR. L'oligonucléotide constituant
I'extrémité 5' des molécules amplifiées était marqué par un colorant fluorescent. Aprés digestion par I'enzyme
Hhal, les fragments ont été déposés sur gels et soumis a électrophorése. La taille (a la paire de base prés) et
l'intensité de chaque fragment 5' terminaux ont ensuite été déterminés. L'analyse des résultats a permis
d'identifier 38 "terminal restriction fragments" (TRFs) importants, c'est-a-dire présent dans au moins deux
prélevements avec une abondance relative supérieure a 0,4 %. Le caractére présence/absence et l'intensité
de chacun de ces fragments dans les différents préléevements a permis de générer pour chacun d'eux un
véritable code-barre. Malgré d'importants changements dans la composition et I'oxygénation de l'effluent, ces
code-barres ont subi assez peu de modifications au cours du temps, ce qui a permis de conclure a la stabilité
globale de la population microbienne.

Dans un deuxieme temps, les auteurs ont cloné et séquencé les régions variables des génes d'’ARN 16S
présents dans deux de leurs prélevements. lls appartiennent a des espéces non cultivables proches
d'espéces déja détectées dans des eaux usées, des sols ou des écosystémes aquatiques. Trois « operational
taxonomic units » (OTUSs), c'est-a-dire des fragments dont on ne sait pas s'ils sont une signature de l'espéce,
du genre ou de la famille, ont été détectés au cours de cette partie de I'étude parce que largement
représentés dans certains prélevements. lls ont ensuite fait I'objet d'une analyse par gPCR. Pour cela, des
fragments de génes d'ARN 16S qui leur sont spécifiques ont été amplifiés par PCR a partir de I'ADN total de
chaque prélevement. Aprés électrophorése et coloration, les fragments d’ADN correspondant a chaque OTU
ont pu étre quantifiés par référence a un ADN de concentration connue. Cette analyse a ainsi permis de
suivre de maniére tres fine I'évolution de la quantité de chacun de ces trois OTU tout au long des 201 jours de
I'étude. Le premier OTU est caractérisé par une fluctuation assez importante mais est toujours présent, alors
que les deux autres ne sont présents que pendant une durée limitée (pics de 30 a 50 jours).

On constate donc dans cette étude que lorsque l'analyse porte sur espéces (ou des genres ou des familles)
précises, par qPCR, des fluctuations relativement importantes peuvent étre mises en évidence a l'intérieur
d'une stabilité globale mesurée par T-RFLP.

7.3/ Méthodes d'évaluation des populations basées s  ur le polymorphisme des
phospho-lipides.

La méthode PLFA (Phospo-Lipid Fatty Acids) a été trés utilisée pour des applications de terrain. A l'inverse de
'ADN, les phospho-lipides sont rapidement dégradés dans I'environnement. Leur analyse par
chromatographie en phase gazeuse, apres extraction par des solvants appropriés, permet donc de dresser un
état de la biomasse active (a I'exception notable des Archaebactéries). Il s'agit d'une technique qui est surtout
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utilisée pour obtenir un profil, a la fois qualitatif et quantitatif, des populations en présence. Elle pourrait aussi
permettre de détecter des espéces ou des souches particulieres.

Ringelberg et al. (2008), par exemple, l'ont utilisée dans deux situations de bioremédiation concernant des
sites militaires pollués soit par des hydrocarbures soit par du hexahydro-1,3,5-trinitro-1,3,5-triazine (RDX).
Dans le premier cas, ils ont pu corréler la biomasse microbienne viable et I'abondance relative des bactéries
Gram-négatives a la concentration en hydrocarbures. Dans le second, ils ont appliqué des conditions
d'humidité différentes a des zones contaminées. lls ont constaté que la saturation en eau augmentait la
biodégradation du RDX, diminuait le nombre des especes détectées et augmentait la proportion de
Protéobactéries et de Firmicutes.

7.4/ Conclusions

En 2005, dans le cadre du "Strategic Environmental Research and Development Program" et du
"Environmental Security Technology Certification Program”, le Département de la Défense des Etats-Unis
avait publié un rapport intitulé "Research and development needs for the environmental remediation
application of molecular biological tools" (DoD, 2005). Il passait en revue les techniques qui viennent d'étre
décrites. Deux d'entre elles - qPCR et PLFA - étaient créditées d'une mention "High" en termes de fréquence
d'utilisation lors de travaux de bioremédiation. De nombreux laboratoires d’analyses environnementales les
proposent déja en routine. En revanche, les techniqgues DGGE et T-RFLP étaient gratifiées d'une mention
"Low", notamment pour leur manque de possibilités de quantification. La méme mention était attribuée a la
technique FISH (Fluorescent In-Situ Hybridization) qui a été assez peu appliquée a des situations de terrain.
Elle a pourtant I'avantage de permettre la détection et la quantification d'organismes d'intérét. Il est cependant
nécessaire de disposer d'une sonde spécifique (dirigée contre une région particuliere de I'ARN ribosomique
16S) pour chaque type de micro-organismes recherché, ce qui est encore limitant aujourd'hui. De plus, cette
méthode ne permet pas de détecter les organismes de petites taille (moins de 0,4 microns) qui sont tres
communs dans des milieux pauvres en nutriments.
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Au terme de cette étude bibliographique, nous pouvons dégager quelques conclusions a partir des travaux de
traitement par bioaugmentation de diverses matrices contaminées. La dégradation des xénobiotiques dans
les eaux usées doit étre achevée durant le temps de résidence dans le systéme de traitement. Ainsi, le simple
fait de la présence d'une dégradation potentielle au sein d'un systéme d’eaux usées n'est pas suffisant.
L'ajout de micro-organismes comme un outil potentiel pour augmenter la vitesse de dégradation ou accroitre
le potentiel de dégradation dans les eaux usées ne peut étre encore considéré comme une procédure agréée.

Pour le traitement des matrices liquides, la technique de bioaugmentation est généralement utilisée avec
succes sur des polluants retirés de leur site d"origine, comme par exemple dans des installations municipales
de traitement des eaux usées. Malgré son succes, l'inoculation et la propagation de micro-organismes
introduits dans les eaux souterraines ou de surface contaminées, est mal percu. Jusqu'a présent, cette
méthode a été freinée, en raison de la difficulté de controler les conditions pour optimiser la croissance des
micro-organismes introduits.

Pour les sites contaminés, beaucoup de progrés ont eu lieu au cours des derniéres années se traduisant par
I'amélioration de I'assainissement des polluants présents. La bioaugmentation est une technique de plus en
plus utilisée, mais d'autres méthodes comme le recours a des micro-organismes immobilisés ou
I'enrichissement direct pourraient augmenter le taux de succes de cette approche. En outre, plusieurs autres
approches de bioaugmentation, y compris la bioaugmentation par transfert de gene (plasmide), la
bioaugmentation rhizospheérique, et la phytoaugmentation, sont actuellement au stade de développement, et
pourraient élargir considérablement I'éventail d'applications de cette technique. L'avantage des techniques
biologiques de traitement dont la bioaugmentation reste le maintien des propriétés physicochimiques, voire
biologiques des sols. Ces techniques se sont largement développées ces dernieres années, car elles sont
efficaces, peu colteuses, et s'adressent a un grand nombre de polluants organiques ou non, méme si le
traitement est souvent plus long que par les techniques conventionnelles, et ne peut s'appliquer qu'a des
concentrations modérées en polluants.

Ainsi, les travaux relatifs a la bioaugmentation peuvent étre classés en deux catégories. La premiére est celle
que nous qualifierons de travaux de laboratoire. Réalisés a petite échelle, le plus souvent dans des enceintes
fermées, avec des inoculums caractérisés ou non, ils font presque toujours état de résultats positifs en
matiére de détoxification. Ces travaux sont menés par des chercheurs, avec des méthodes scientifiques, mais
sont souvent loin des considérations de terrain.

La deuxieme catégorie est celle des études en situations réelles. Les méthodes y sont moins
« scientifiquement » paramétrées. Par ailleurs, ces travaux sont souvent réalisés par des petites sociétés
possédant des moyens limités, ce qui peut conduire parfois a avoir des inoculums peu caractérisés, une prise
en compte du devenir des micro-organismes négligeable, pas de témoins négatifs et pas d’optimisation des
méthodes.

Cette dichotomie est évidemment un peu schématique mais il y a un réel besoin a considérer ces deux
extrémes. Seuls des moyens trés importants pourraient permettre la mise en place de structures capables de
s'engager dans des chantiers d'envergure en se basant a la fois sur la caractérisation du matériel biologique
issu des laboratoires et sur les compétences et connaissances des acteurs de terrain. Des associations
temporaires pourraient étre considérées. Elles seraient dédiées a la mise en place d'un chantier spécifique, a
son étude préalable et a son suivi pendant plusieurs années.

Avant d'envisager de tels chantiers, il faudra s'interroger sur la pertinence du recours aux techniques de
bioaugmentation, en général et en examinant chaque cas particulier envisagé. L'hétérogénéité des
environnements concernés et les variations pouvant influencer des paramétres critiques comme I'humidité, la
prédation microbienne et la disponibilité de nutriments pesent a priori sur l'efficacité attendue de tels
traitements. Au terme de cette étude, il semble que si des souches données peuvent se maintenir et se
multiplier dans un milieu pollué et si elles sont capables d'accéder au polluant et de le dégrader, leur
introduction devrait aboutir a une décontamination effective du milieu.

Le type de souches a utiliser nous parait plus problématique. Nous avons vu que des inoculums composés de
souches naturelles ont été disséminés dans diverses études de bioremédiation avec des résultats variables.
Le recours a des souches d'OGM ou l'utilisation de souches améliorées par génie génétique in vivo nous
semble difficile a envisager dans I'immédiat au vu des contraintes techniques existantes et du contexte
réglementaire actuel. L'introduction de ces « nouvelles » bactéries dans I'environnement comporte un risque
de modification d’un certain équilibre au sein des écosystémes.

Le scénario suivant pour la conduite d'un chantier de bioaugmentation pourrait étre envisagé :
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Chaque cas étant particulier, la premiére étape consisterait en un état des lieux a la fois en terme de
géographie, de nature de la matrice, de polluants et de populations microbiennes. Cet état des lieux devrait
permettre de déterminer comment et ou collecter les échantillons permettant de mesurer l'efficacité du
traitement et comment et ou inoculer les micro-organismes. L'ensemencement doit-il étre continu, intermittent
ou unique ?

Il conviendrait de relever en divers points la « signature » des populations microbiennes autochtones (voir
chapitre 7) et de chercher a isoler et identifier un certain nombre de souches cultivables présentes dans la
matrice polluée. Des souches résistantes au polluant, voire méme capables de le dégrader, pourraient alors
étre rapidement obtenues. Les méthodes moléculaires permettent aujourd'hui d'en quantifier la présence dans
le milieu. Il serait donc possible de suivre le devenir de ces souches qui représenteraient les outils potentiels a
priori les plus adaptés pour la bioaugmentation.

Une premiére étude de terrain pourrait alors étre entreprise. Elle consisterait a inoculer ponctuellement des
petites parcelles soit avec des souches et consortiums disponibles avant I'étude (a partir des laboratoires et
du commerce), soit avec les souches isolées de la matrice contaminée et marquées de maniére a pouvoir en
quantifier la présence. L'évolution des concentrations en polluant, de la présence des micro-organismes
introduits et des populations microbiennes totales seraient alors suivies pendant une année sur le site de
l'inoculation et dans son voisinage. Cette premiere étude préalable permettrait ainsi de définir plus
précisément la composition des inoculums et la maniére de les introduire dans la matrice. Des témoins
négatifs seraient évidemment réalisés et l'addition de nutriments pourrait étre envisagée. Les conditions les
plus favorables seraient alors testées dans une deuxiéme étude préalable, elle aussi d'une durée d'un an.

Pour qu’un inoculum ou toute autre forme impliquée dans la technique de bioaugmentation soient efficaces,
les organismes doivent atteindre le contaminant. Cet objectif peut étre obtenu lors de travaux d'excavation et
de mélange avec l'inoculum, mais aussi par la propagation par exemple lors de la colonisation racinaire des
plantes présentes sur le site.

Ces deux phases permettraient de définir les conditions réelles a I'échelle du chantier et de favoriser sa mise
en route. Tout au long de son déroulement, les points et périodicités d'inoculations et de collectes
d'échantillons seraient optimisés. Au terme de cette période active, les parametres décisifs (concentrations en
polluant, micro-organismes introduits et populations microbiennes totales) continueraient a étre suivis pendant
plusieurs années avant de pouvoir dresser un bilan définitif de I'étude.
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\ ANNEXE Il DE LA DIRECTIVE 90/219/EEC ,
CRITERES DE CLASSIFICATION DES MICRO-ORGANISMES GENETIQUEMENT MODIFIES DANS LE
GROUPE |

A. Organisme récepteur ou parental

- non pathogéne,
- pas d'agents pathogénes incidents,
- expérience avérée et prolongée d'une utilisation slire ou barrieres biologiques constitutives qui, sans

entraver une croissance optimale dans le réacteur ou dans le fermenteur, permettent une survie et une
multiplication limitées sans effets négatifs dans I'environnement.

B. Vecteur/Insert

- bien caractérisé et sans séguences nocives connues,
- taille limitée autant que possible aux séquences génétiques nécessaires pour réaliser la fonction voulue,

- ne doit pas augmenter la stabilit¢ de I'organisme résultant dans I'environnement (sauf s'il s'agit d'une
exigence de la fonction voulue),

- doit étre difficilement mobilisable,
- ne doit pas transférer des marqueurs de résistance a des micro-organismes qui ne sont pas réputés les

acquérir naturellement (si une telle acquisition risque de compromettre I'utilisation de médicaments en vue de
maitriser des agents pathogénes).

C. Micro-organismes génétiquement modifiés

- non pathogénes,

- aussi sOrs dans le réacteur ou dans le fermenteur que l'organisme récepteur ou parental, mais avec une
survie et/ou multiplication limitées, sans effets négatifs dans I'environnement.

D. Autres micro-organismes génétiquement modifiés qui pourraint étre inclus dans le groupe | s'ils remplissent
les conditions visées au point C

- ceux construits entierement a partir d'un seul organisme récepteur procaryote (y compris ses plasmides et
virus endogénes) ou a partir d'un seul organisme récepteur eucaryote (y compris ses chloroplastes, ses
mitochondries, ses plasmides, mais a I'exclusion des virus),

- ceux constitués entierement de séquences génétiques provenant de différentes especes qui échangent ces
séquences par des processus physiologiques connus.
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ANNEXE |l DE LA DIRECTIVE 90/219/EEC
INFORMATIONS REQUISES DANS LA NOTIFICATION

Les notifications de projets de dissémination volontaire visées a l'article 5 et les notifications de projets de
mise sur le marché visées a l'article 11 doivent contenir les informations indiquées ci-aprés.

Tous les points cités ne s'appliquent pas a chaque cas. Chaque natification n'est donc censée répondre qu'au
sous-ensemble particulier de considérations correspondant a une situation donnée. Chaque fois qu'il est
techniguement impossible ou qu'il n'apparait pas nécessaire de donner une information, les raisons doivent
en étre indiquées.

Le degré de précision avec lequel il est demandé de répondre a chaque sous-ensemble de considérations
peut également varier selon la nature et I'ampleur de la dissémination envisagée.

La description des méthodes utilisées ou la référence a des méthodes normalisées ou internationalement
reconnues devra également figurer dans le dossier, ainsi que le nom du ou des organismes chargés
d'effectuer les études.

INFORMATIONS D'ORDRE GENERAL

A. Nom et adresse du notifiant

B. Informations concernant le personnel et sa formation

1. Nom de la ou des personnes responsables de la planification et de I'exécution de la dissémination, y
compris les personnes responsables du contrdle, de la surveillance et de la sécurité, et en particulier nom et

qualifications du chercheur responsable.

2. Informations sur la formation et les qualifications du personnel participant a I'exécution de la dissémination.

INFORMATIONS CONCERNANT L'OGM

A. Caractéristiques du ou des organismes a) donneurs b) récepteurs ou c) (le cas échéant) parentaux

1. Nom scientifique.

2. Taxinomie.

3. Autres noms (nom usuel, nom de la souche, nom du cultivar, etc.)

4. Caractéristiques phénotypiques et génétiques.

5. Degré de parenté entre les organismes donneurs et récepteurs ou entre les organismes parentaux.

6. Description des techniques d'identification et de détection.

7. Sensibilité, fiabilité (en termes quantitatifs) et spécificité des techniques de détection et d'identification.

8. Description de la distribution géographique et de [I'habitat naturel de l'organisme, y compris des
informations sur les prédateurs naturels, les proies, les parasites, les concurrents, les symbiotes et les hétes.

9. Possibilité de transfert et d'échange génétiques avec d'autres organismes.
10. Vérification de la stabilité génétique des organismes et facteurs affectant cette stabilité.
11. Traits pathologiques, écologiques et physiologiques des organismes:

a) classification du risque selon les regles communautaires en vigueur concernant la protection de la santé
humaine et/ou de I'environnement;

b) temps de génération dans les écosystemes naturels, cycle de reproduction sexuée et asexuée;
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¢) informations sur la survie, y compris le rythme saisonnier et I'aptitude a former des structures de survie
telles que les semences, les spores ou les sclérotes;

d) pathogénicité: infectivité, toxigénicité, virulence, allergénicité, porteurs (vecteurs) d'agents pathogénes,
vecteurs possibles, gamme d'h6tes, y compris les organismes non ciblés; activation possible de virus latents
(pro-virus); faculté de coloniser d'autres organismes;

e) résistance aux antibiotiques et utilisation potentielle de ces antibiotigues chez les hommes et les
organismes domestiques a des fins prophylactiques et thérapeutiques;

f) implication dans les processus biogéochimiques: production primaire, cycle des éléments nutritifs,
décomposition de matiere organique, respiration, etc.

12. Nature des vecteurs indigénes:

a) séquence;

b) fréquence de mobilisation;

C) spécificité;

d) présence de genes qui conferent de la résistance.

13. Historique des modifications génétiques précédentes.

B. Caractéristiques du vecteur

1. Nature et provenance du vecteur.

2. Séquence de transposons, de vecteurs et d'autres segments génétiques non codifiés utilisés pour
construire les OGM et y faire fonctionner les vecteurs et inserts introduits.

3. Fréquence de mobilisation du vecteur inséré et/ou capacités de transfert génétique et méthodes de
détermination.

4. Informations sur la mesure dans laquelle le vecteur se limite a I'ADN requis pour réaliser la fonction voulue.

C. Caractéristiques de I'organisme modifié

1. Informations concernant la modification génétique:
a) méthodes utilisées pour la modification;

b) méthodes utilisées pour la construction et l'introduction des ondes inserts dans le récepteur ou pour la
suppression d'une séquence;

¢) description de la construction de l'insert et/ou du vecteur;

d) pureté de l'insert par rapport a toute séquence inconnue et informations sur la mesure dans laquelle la
séquence insérée se limite a 'ADN requis pour réaliser la fonction voulue;

e) séquence, identité fonctionnelle et localisation du ou des segments d'acide nucléique modifiés, insérés ou
supprimés en question, avec indication, en particulier, de toute séquence nocive connue.

2. Informations sur I'OGM final:

a) description du ou des traits génétigues ou des caractéristiques phénotypiques, et notamment des
nouveaux traits et caractéristiques qui peuvent étre exprimés ou de ceux qui ne peuvent plus I'étre;

b) structure et quantité de l'acide nucléique vecteur et/ou donneur restant dans la construction finale de
I'organisme modifié;

c) stabilité de I'organisme en termes de traits génétiques;
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d) taux et niveau d'expression du nouveau matériel génétique. Méthodes et finesse de la mesure;
e) activité des protéines exprimées;

f) description des techniques d'identification et de détection, y compris les techniques d'identification et de
détection de la séquence et du vecteur insérés;

g) sensibilité, fiabilité (en termes quantitatifs) et spécificité des techniques de détection et d'identification;
h) historique des disséminations ou utilisations précédentes de 'OGM;

i) considérations d'ordre sanitaire:

iii) effets toxiques ou allergéniques des OGM non viables et/ou de leurs produits métaboliques;

iii) risques liés au produit;

iii) comparaison entre la pathogénicité de I'organisme modifié et celle de I'organisme donneur, récepteur ou
(le cas échéant) parental;

iv) capacité de colonisation;

iv) si l'organisme est pathogéne pour les humains ne souffrant pas de déficiences immunitaires:
- maladies provoquées et mécanismes de la pathogénicité, y compris le mode de propagation et la virulence,
- communicabilité,

- dose infectieuse,

- gamme d'hoétes, possibilité d'altération,

- possibilité de survie a I'extérieur de I'h6te humain,

- présence de vecteurs ou de moyens de dissémination,

- stabilité biologique,

- schémas de résistance aux antibiotiques,

- allergénicité,

- existence de thérapies appropriées.
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Liste des organismes sur la Liste intérieure destamces (LIS)
Mise a jours : le 29 juin 2006

Arthrobacter globiformigATCC 8010) - 30 Avril 1997
Aspergillus awamorfATCC 22342) - 29 juin 2006
Aspergillus nige(ATCC 9642) - 30 Avril 1997

Aspergillus oryza¢ATCC 11866) - 30 Avril 1997

Bacillus cereugATCC 14579) - 30 Avril 1997

Bacillus circulang/ATCC 9500) - 30 Avril 1997

Bacillus licheniformigATCC 12713) - 30 Avril 1997
Bacillus licheniformigATCC 55406) - 30 Avril 1997
Bacillus megateriunfATCC 14581) - 30 Avril 1997

Bacillus polymyxd ATCC 842) - 30 Avril 1997

Bacillus polymyxdATCC 55407) - 30 Avril 1997

Bacillus subtilistATCC 6051) - 7 Septembre 2005

Bacillus subtilis(tATCC 6051A) - 30 Avril 1997

Bacillus subtilis(tATCC 55405) - 30 Avril 1997

Bacillus thuringiensifATCC 13367) - 30 Avril 1997
Candida utilis(ATCC 9950) - 30 Avril 1997

Cellulomonas biazotégATCC 486) - 7 Septembre 2005
Chaetomium globosufTCC 6205) - 30 Avril 1997
Enterobacter aérogendaTCC 13048) - 7 Septembre 2005
Escherichia hermann{ATCC 700368) - 18 Mars 1997
Micrococcus luteugsATCC 4698) - 30 Avril 1997

Nitrobacter winogradsky{ATCC 25391) - 7 Septembre 2005
Nitrosomonas europag®TCC 25978) - 7 Septembre 2005
Pseudomonas aerugino$aTCC 31480) - 30 Avril 1997
Pseudomonas aerugino$&TCC 700370) - 18 Mars 1997
Pseudomonas aerugino$aTCC 700371) - 18 Mars 1997
Pseudomonas dénitrificafTCC 13867 - 7 Septembre 2005
Pseudomonas fluoresce(sTCC 13525) - 30 Avril 1997
Pseudomonas fluoresce(sTCC 31483) - 30 Avril 1997
Pseudomonas putiddTCC 12633) - 30 Avril 1997
Pseudomonas putiddTCC 31800) - 30 Avril 1997
Pseudomonas putiddTCC 700369) - 18 Mars 1997
Pseudomonas stutzd ATCC 17587) - 7 Septembre 2005
Rhodopseudomonas palustfsTCC 17001) - 7 Septembre 2005
Saccharomyces Cerevisia@&ouche F53) - 19 Octobre 2005
Trichoderma reesdiATCC 74252) - 30 Avril 1997

Souche d@acillus amyloliquefacienfl3563-0) - 24 Juin 1998
EspeceBacillus (16970-5) - 8 Septembre 2004

Souche d@acillus subtilis(11685-3) - 24 Juin 1998

Culture microbienne complexe2 (13637-2) - 24 J@a8L
EspeceNitrobacter(16969-4) - 8 Septembre 2004
EspeceNitrosococcug16972-7) - 8 Septembre 2004
EspeceNitrosococcug16971-6) - 8 Septembre 2004
EspeceNitrosomonag16968-3) - 8 Septembre 2004
Souche d@aenibacillus polymyxél3540-4) - 24 Juin 1998

1 - Levure séche active Red Star

2 - Des eaux marines cétiéres du Gulf du mexiquerarorganismes de forme spirale et en batonnetrditement des
systeme de production en champ pétrolifére
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