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INTRODUCTION

Les sols contaminés constituent in probléme jobservé partout au monde. Les contaminants

peuvent avoir un impact sur la santé humaine et celle des écosystémes. Les contaminants sont
groupés par leur composition moléculaire; organique ou inorganique. Les hydrocarbures sont
des contaminants organiques ayant une composition moléculaire exclusivement de carbone et
d’hydrogene. Les HAP et les C10-C50 sont des hydrocarbures. Les hydrocarbures sont des

contaminants de sol communs, car ils sont associés a des activités pétroliéres courantes.

Au Canada, les chercheurs estiment qu'entre 20 000 et 30 000 terrains seraient contaminés et
que 60 % des sites sont contaminés par des hydrocarbures (Gomezet Sartaj, 2014; Sousa,
2001). Au Québec, en 2016, il avait 4195 terrains contaminés portés a I’attention du Ministere
du Développement durable, de I'Environnement et de la Lutte contre les changements
climatiques (MDDELCC) (Annexe I). Au total, 70 % des terrains contaminés sont contaminés

par les contaminants organiques.

Il existe des procédés thermiques, chimiques, fixatifs et biologiques pour éliminer la
contamination par les HAP et les C10-C50. Certains procédés biologiques utilisent des
microorganismes pour traiter biologiquement les sols. Les enzymes des microorganismes
transforment les contaminants en molécules moins nocifs (Peixoto, Vermelho, et Rosado,
2011). La dégradation des HAP par les bactéries nécessite plusieurs enzymes et le type de
bactéries capable de dégrader les HAP lourds (plus que trois noyaux benzéniques) est
limité (Johnsen, Wick, et Harms, 2005). Les bactéries Acinetobacter spp., Pseudomonas spp.
Proteobacteria spp. et Gordonia spp. dégradent les C10-C50 par la production des enzymes
non-heme di-fer monooxygenase, alkane hydroxylase et cytochrome P450 alkane
hydroxylase (Bak, Bonnichsen, Jargensen, Nicolaisen, et Nybroe, 2015; Matsui et al., 2014).
Les C10-C50 lourds (C20 et plus) prennent davantage de temps pour étre dégradés (Liu, Xu,
Liang, et Liu, 2014).
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La mycoremédiation est un procédé biologique qui se concentre sur la production des enzymes
par des champignons pour transformer les contaminants. Le champignon Pleurotus ostreatus
est souvent cité dans la littérature a ce sujet. P. ostreatus a pu par exemple dégrader les HAP
de 2 a 6 noyaux benzéniques en milieu in vitro (culture de champignon mis en contact avec
contaminant pur) et en milieu in vivo (culture de champignon mis en contact avec sol
contaminé) (Adebayo-Tayo, Jonathan, Popoola, et Egbomuche, 2011; Bhatt, Cajthaml, et
Sasek, 2002). I1 est accepté que I’enzyme Laccase dégrade les HAP (Valkova, Novotny,
Malachova, Slosaréikova, et Fojtik, 2017). L’enzyme Lipase dégrade les C10-C50. La
dégradation des C10-C50 par le champignon Penicillium simplicissimum est démontrée
(Boekema et al., 2007; Margesin, 2014; Park et al., 2015). Yamada-Onodera, Mukumoto,
Katsuyama, et Tani (2002) ont obtenu une dégradation jusqu’a 65 % des C20 et plus en 21

jours en milieu in vivo.

Au Québec, I’industrie de réhabilitation de sol utilise fréquemment des procédés biologiques
pour dégrader les HAP et C10-C50. Les contaminants lourds posent des problémes particuliers,
car leur dégradation par les bactéries est lente. La mycoremédiation est limitée par la
compréhension des mécanismes biologiques du champignon et la considération des modalités
pratiques de I’industrie de réhabilitation. La présente étude vise a déterminer le changement
dans les taux de contamination d’un sol industriel de friche contaminé¢ attribuable au traitement
par champignon (mycoremédiation). Le changement dans le taux des hydrocarbures HAP et
C10-C50 déterminera la capacité de dégradation du champignon. L’étude établi les premieres
bases techniques permettant d’utiliser des champignons pour dégrader ce type de contaminants

organiques présents dans les sols.

Le rapport se divise en cinq chapitres principaux. Le premier chapitre présente une synthése
de la littérature en lien avec la dégradation des C10-C50 et HAP de sols contaminés. Le second
chapitre détaille le matériel utilisé ainsi que les méthodes suivies lors des différentes
expérimentations menées en laboratoire. Le troisieme chapitre présente les résultats découlant

des différents essais réalisés. Le quatriéme chapitre discute des perspectives d’utilisation d’une



approche de mycoremédiation pour la réhabilitation de sols industriels contaminés. Une

conclusion compléte finalement le document.






CHAPITRE 1

REVUE DE LA LITTERATURE

Les sols contaminés sont présents partout dans le monde et nuit la sant¢ humaine et de
I’environnement. Les gouvernements encadrent les sols contaminés pour limiter leurs effets
négatifs. Au Québec, le MDDELCC détermine les seuils de contamination acceptables selon
la concentration des contaminants et I’utilisation du terrain. Les hydrocarbures sont les
contaminants de sol les plus fréquents au Québec. Pour traiter cet enjeu de société, I’industrie
de réhabilitation des sols contaminés utilise différentes technologies (thermiques, chimiques,
fixatifs et biologiques). L’enlévement des HAP lourds nécessite davantage d’énergie ou de
temps. Le cycle de vie du champignon, peu ou pas utilisé¢ par I’industrie de réhabilitation,

augmente le contact entre les enzymes et les contaminants de sol.

1.1 Contamination par les HAP et les C10-C50

Le terme hydrocarbure englobe toutes les molécules composées exclusivement de carbone et
hydrogeéne (le méthane, les hydrocarbures saturés et insaturés ainsi que les hydrocarbures
aromatiques). Les différentes familles d’hydrocarbures se distinguent au point de vue
moléculaire (Figure 1.1). Les HAP constituent une fraction des hydrocarbures aromatiques
composés de noyaux benzéniques fusionnés. Les C10-C50 représentent une fraction de la

famille d’hydrocarbures saturés qui possede entre 10 et 50 atomes de carbone.



(a) (b)

(©) (d)

Figure 1.1 Portrait de la variation des HAP et C10-C50; (a) acénaphtene; (b) phenanthréne;
(c) hexabenzocoréne; (d) pentadecane

1.1.1 Sources d’HAP et de C10-C50 et impacts sur I’environnement

Les hydrocarbures proviennent d’activités naturelles ou anthropiques. Les activités naturelles
sont indépendantes de 1’activité humaine, c’est-a-dire 1’activité volcanique ou un feu de
forét (Morelli, Nazareno Saparrat, Del Panno, Coppotelli, et Arrambari, 2013). Les
hydrocarbures provenant d’activités anthropiques sont liés a différentes industries, telles que
I’industrie pétrolicre, le transport, la cokéfaction de charbon et la fonte d’aluminium (Biache,
Mansuy-Huault, et Faure, 2014; Pichtel, 2016). Peu importe la provenance des hydrocarbures,
la mobilité des contaminants fait en sorte que ceux-ci peuvent rejoindre la nappe phréatique et

se dissoudre dans 1’eau souterraine.



L’effet des hydrocarbures sur le vivant dépend de I’espéce. Pour certaines especes, les
hydrocarbures ont des effets toxiques, et pour d’autres, ils apportent une source
d’énergie (Tableau 1.1). La présence d’une plante peut également favoriser la croissance des
microorganismes qui dégradent les hydrocarbures (Bell et al., 2014). Cependant, les
contaminants réduisent les fonctions écosystémiques et la durabilité¢ de I’écosysteme (Wagg,

Bender, Widmer, et van der Heijden, 2014).

Tableau 1.1 Impact type des hydrocarbures sur la santé des especes

Espece affectée Effets négatifs Effets positifs

Réduction de I’activité enzymatique
Microorganisme et de la biomasse (Alrumman,
Standing, et Paton, 2015)

Croissance
(Alrumman et al., 2015)

Plante Réduction de la biomasse jusqu’a Croissance
mort(Lin ef al., 2016) (Oliveira et al., 2014)
Nuit le développement des organes et
Animal promu le cancer (Asghar et al., 2016; n/a
Tomy et al., 2014)
1.1.2 Mobilité des contaminants

La mobilité¢ des contaminants a travers un sol contaminé¢ dépend sur les mécanismes de
mobilité des contaminants. Selon van der Perk (2006), les mécanismes de mobilité sont : la
provenance du contaminant, le vecteur d’introduction du contaminant, les propriétés
physicochimiques du contaminant et le temps. Le profil de contamination de sol est
dynamique, c’est-a-dire que les contaminants sont constamment a risque de mouvement.
Toutefois, lorsque les contaminants sont adsorbés dans les micropores du sol, leur mobilité

diminue.

Les contaminants entrent dans un sol par un vecteur d’introduction direct ou indirect (van der
Perk, 2006). Un vecteur d’introduction direct est tracable a un endroit précis, c’est-a-dire une

perforation dans un réservoir de mazout, une conduite, etc. Un vecteur d’introduction indirect



n’est pas tracable a un endroit précis, ¢’est-a-dire la déposition atmosphérique, le ruissellement,

etc. (Chen, Mulder, Wang, Zhao, et Xiang, 2004).

Le temps affecte le mouvement des contaminants dans le sol. La mobilité des contaminants
dans le sol diminue avec le temps (Duan, Naidu, Liu, et al., 2015; Jodeh et al., 2014; Reid,
Jones, et Semple, 2000). Par exemple, l'adsorption ou I’absorption des hydrocarbures
aromatiques polycycliques (HAP) par la matiére organique du sol ou dans les pores du sol
diminue leur biodisponibilité (Duan, Naidu, Thavamani, Meaklim, et Megharaj, 2015); (Kwon,
Lee, Hwang, Lee, et Yang, 2016). Les HAP volatiles ont tendance a se volatiliser, comparées

aux HAP semi-volatiles ou non volatiles qui s’adsorbent au sol (Thavamani et al., 2015).

Les propriétés physicochimiques des hydrocarbures affectent le mouvement des contaminants
au sol. La mobilité et la concentration des contaminants déterminent le profil de contamination.
Les propriétés physicochimiques sont uniques a chaque contaminant. Dans certaines
conditions, les contaminants peuvent migrer dans la nappe phréatique, ou ils peuvent affecter
la qualité de I’eau souterraine. Andersonet Laberge (2003) listent les propriétés ayant une haute
importance sur le mouvement des contaminants : la solubilité, la miscibilité, le coefficient de

partition, la masse volumique, la volatilité et la constante de la Loi de Henry.

Les propriétés physicochimiques affectent la solubilit¢ des molécules. La solubilité des
contaminants organiques dans I’eau indique la capacité de 1’eau a transporter les contaminants
dans I’environnement. La miscibilité des contaminants est comme la solubilité, mais pour des
liquides. En d’autres mots, les liquides sont tous miscibles et solubles, mais les solides sont
seulement solubles. Le coefficient de partition détermine la tendance a la séparation du
contaminant entre la phase organique (sol, microorganisme, etc.) et la phase
aqueuse (Andersonet Laberge, 2003). La phase pure des contaminants plus lourds que
I’eau (c’est-a-dire ayant une plus grande masse volumique que 1’eau) descend sous la nappe

phréatique. La phase pure des contaminants moins lourds que 1’eau flotte au-dessus la nappe.



Les contaminants volatiles sont capables de se transformer de la phase liquide ou solide a la
phase gazeuse. La Loi de Henry détermine quant a elle la quantité de contaminants passant de

la phase liquide a 1’atmosphére.

1.1.3 Dispositions réglementaires

La réglementation des sols contamingés existe dans plusieurs pays, dont le Canada. Chaque
province et territoire a développé un protocole a suivre quant a la contamination des
sols (Tableau 1.2). Les réglementations au Canada différent notamment dans la catégorisation
des vocations de terrains. Par exemple, cinq vocations de terrains sont utilisées en Alberta :

naturelle, agricole, résidentiel, commerciale et industriel (Parks, 2016).

Tableau 1.2 Encadrement des terrains contaminés au Canada

Lieu de juridiction Protocole

Alberta Contaminated Sites Policy Framework

Recommandations canadiennes pour la qualité de

Canada (couronne) I’environnement du CCME

Colombie-Britannique Contaminated Sites Regulation
Ile-du-Prince-Edouard Petroleum Hydrocarbon Remediation Regulations
Manitoba Contaminated Sites Remediation Act
Nouveau-Brunswick Guideline for the Management of Contaminated Sites
Nouvelle-Ecosse Contaminated Sites Regulations
Nunavut Environmental Guideli.ne for thg Management of
Contaminated Sites
Ontario Records of Site Condition
Québec Reéglement sur la protection et la réhabilitation des terrains
Saskatchewan Saskatchewan Environmental Code: Impacted sites

Terre-Neuve et Labrador Guidance Document for the Management of Impacted Sites

Territoires du Nord-Ouest | Environmental Guideline for Contaminated Site Remediation

Yukon Contaminated Sites Regulations
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Au Québec, un sol est considéré contaminé en fonction des seuils de contamination. En 1998,
le MDDELCC a établi six seuils de contamination (Tableau 1.3). La concentration de
contaminant permise dépend de 1’'usage du terrain. Le niveau de contamination permis sur un
terrain a vocation industriel est plus élevé qu’un terrain a vocation résidentiel. La liste du

ministére offre un portrait des seuils (Annexe I).

Tableau 1.3 Niveaux de contamination du MDDELCC

Niveau de o
o . Description
contamination
>A Aucune trace du contaminant.
A Limite détectable par les méthodes d’analyses. Aucune concentration
de contaminant ne sera trouvée par les méthodes d’analyses.
AB Un terrain contaminé au niveau A-B peut étre utilisé par les usages
spécifiés par B et C.
B Limite réglementaire pour les terrains résidentiels, récréatifs,
institutionnels et commerciaux situés dans un secteur résidentiel.
B-C Un terrain contaminé au niveau B-C peut étre utilisé par les usages
spécifiés par C.
C Limite pour les terrains a vocation commerciale et industrielle.
D Aucun usage permis.

Un répertoire des terrains contaminés est rendu public sur le site web du MDDELCC. Ce
répertoire présente les données nécessaires pour créer un portrait de la problématique par
région administrative du Québec (Annexe I). En date du 11 novembre 2016, 4195 terrains
contamings €taient connus du ministere. Parmi ces terrains, 70 % sont contaminés par des HAP

ou des C10-C50.

1.2 Réhabilitation des terrains contaminés

Il existe au moins 22 technologies pour réhabiliter un terrain contaminé. Les technologies
utilisent des approches différentes pour réduire les impacts sur la santé humaine et celle des

écosystemes. Le controle sur les conditions environnementales (c’est-a-dire la température, la
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mobilité¢ des intrants, les nutriments, etc.) est essentiel au succes du projet de réhabilitation.
Les connaissances sur les conditions environnementales nécessaires a la mycoremédiation

seront élaborées dans cette section.

1.2.1 Technologies

Toute une gamme de technologies existe pour réhabiliter un terrain contaminé. Le choix d’un
traitement dépend, entre autres, des facteurs économiques et géographiques. Les traitements
peuvent détruire les contaminants ou les rendre immobiles (Annexe II). Parfois, un
prétraitement est utilisé pour réduire le volume de sol a traiter. D’abord, les techniques de

traitement sont séparées en prétraitement, destruction de contaminant et immobilisation.

Les prétraitements et les traitements peuvent se faire avec ou sans excavation du sol. Les
traitements in sifu n’utilisent pas I’excavation pour faire un traitement ou un prétraitement.
Généralement, des forages sont utilisés pour injecter ou aspirer un liquide ou un gaz pour
promouvoir la dégradation des contaminants ou pour transformer la phase des contaminants.
Les traitements ex situ nécessitent I’excavation du sol. Les prétraitements ou traitements qui

suivent I’excavation peuvent se faire sur site ou hors site.

Prétraitement

Les prétraitements visent a concentrer les contaminants. Le prétraitement peut maintenir ou
changer la forme (solide, liquide, gaz) sous laquelle le contaminant se trouve. Généralement,
les prétraitements réduisent les contaminants en une seule phase. Ils permettent a 1’industrie
de concentrer leurs efforts en réduisant leurs colits. Les prétraitements requierent de 1’énergie

constante pour étre réalisés.

Techniques d’immobilisation

Une technologie d’immobilisation cherche a empécher 1’interaction entre I’environnement et
les contaminants. Ces technologies ne tentent pas d’abaisser le taux de contamination, mais

plutot de diminuer les dangers sur la santé de 1’environnement par I’immobilisation des
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contaminants. La stabilisation des contaminants a un endroit prédéterminé vise un
environnement sans effets toxiques. Les techniques d’immobilisation utilisent de I’énergie ou
utilisent une parcelle de terrain. Les technologies d’immobilisation n’¢liminent pas la présence
des contaminants dans I’environnement. Elles permettent de limiter 1’exposition des

contaminants a I’environnement.

Techniques destructives

L’aspect commun des technologies d’¢limination est la transformation des contaminants en
des substances moins nocives ou inoffensives, parfois jusqu’a la minéralisation. Chaque
technologie d’élimination stimule des réactions d’oxydoréduction. Les technologies
d’élimination utilisent des méthodes thermiques, chimiques ou biologiques pour stimuler les
réactions. Les techniques destructives passives prennent beaucoup de temps. Les techniques

actives nécessitent de I’énergie constante.

Les technologies d’¢limination biologiques reposent sur la mise en culture d’organismes
capables de réduire la contamination. Certaines plantes et microorganismes peuvent ¢liminer
les contaminants du sol. Les conditions de mise en culture des organismes sont essentielles au
succes du traitement. Or, la biodisponibilité des contaminants est aussi importante lorsqu’une

technologie d’¢élimination biologique est appréhendée.

1.2.2 Biodisponibilité des contaminants

La biodisponibilité est définie comme la fraction de contaminant librement capable d’entrer
dans la membrane cellulaire de I’organisme a un moment précis (Riding, Doick, Martin, Jones,
et Semple, 2013). Une faible biodisponibilité suggere qu’un traitement par une technologie
d’¢limination biologique nécessitera un traitement préalable pour réussir (Rein ef al., 2016).
La porosit¢é du sol et les caractéristiques biologiques de I’espéce utilisée affectent la

biodisponibilité des contaminants.
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La porosité du sol

I1 existe différentes catégories de pores, tels que présentés au Tableau 1.4 (Lu, Malik, Chen, et
Wu, 2014). Les contaminants diffus dans les pores inférieurs a 30 um sont généralement
considérés comme immobiles (van der Perk, 2006). Dans un sol, I’activité microbienne se
limite aux pores avec un diametre supérieur a 0,2 um, sachant que les contaminants peuvent
¢galement se diffuser dans des pores de diametre inférieur (Cébron et al., 2015; Wang et al.,

2014).

Tableau 1.4 Pores du sol selon six catégories

Nom Volume du pore (um)
Macropore >75
Mesopore 30-75
Micropore 5-30

Ultramicropore 0,1-5
Cryptopores <0,1

Les espéces biologiques

Les especes biologiques capables d’¢liminer les contaminants utilisent différentes stratégies
pour le faire (Tableau 1.5). Les technologies d’élimination biologiques reposent sur la
dégradation des contaminants par une espéce. L’une des stratégies utilisées par ’espece est la

sécrétion d’enzymes dans I’environnement.
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Tableau 1.5 Différentes stratégies utilisées par les especes biologiques pour réduire les
contaminants organiques dans le sol

Catégorie Stratégie de réhabilitation
Translocation vers la plante
Plantes .
(Hernandez-Vega et al., 2017)
. L’enzyme intégrée dans la membrane de la bactérie dégrade les contaminants
Bactéries .
(Liu et al., 2017)
Chambienons L’enzyme sécrétée dégrade les contaminants
P& (Treuet Falandysz, 2017)
1.2.3 Mycorémediation

La mycoremédiation est une forme de technologie d’élimination biologique; elle permet la
sécrétion d’enzymes par un champignon dans le but de réduire le taux de contaminants
organiques du sol. Pour réussir la mycorémediation, il est essentiel de maximiser les conditions
de croissance du champignon afin de produire suffisamment les enzymes ciblées (Johnsen,

Wick, et Harms, 2005).

1.2.3.1 Biologie des champignons

Les champignons sont un régne qui comprend les organismes unicellulaires (levures) et
pluricellulaires (moisissures et champignons avec corps de fructification). Les champignons
pluricellulaires sont composés d’hyphes, un filament de cellules distinct séparé par le septum.
Alors que la croissance de nouvelles cellules et d’hyphes se fait exclusivement a
I’apex (I’extrémité), les hyphes peuvent se connecter partout (Lejeuneet Baron, 1997). La
connection de deux hyphes permet I’échange d’informations génétiques et chemine vers la
production de spores. Dans le cas des champignons avec un corps de fructifications, ces hyphes
dicaryotiques développent le corps de fructification qui émet les spores dans 1’environnement

par les branchies.
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Les enzymes catalysent les réactions d’oxydoréduction. Les réactions catalysées assurent le
fonctionnement du métabolisme du champignon. Les enzymes sont produites a ’intérieur de
la cellule par diverses combinaisons d’organelles. Les vestibules transportent les enzymes

partout a ’intérieur et a I’extérieur de la cellule.

La piste classique de sécrétion enzymatique est bien documentée dans la littérature (Prada,
Furlan, Matteoli, et Verderio, 2013). Les organelles, respectivement le réticulum
endoplasmique et 1’appareil de Golgi, synthétisent et plient la protéine enzymatique. Giraldo
et al. (2013) ont identifi¢ des enzymes générées par le champignon sans 1’appareil de Golgi,

ce qui indique la possibilité d’autres pistes pour produire I’enzyme.

Une fois synthétisés, trois mécanismes existent pour transporter les enzymes hors de la
membrane plasmique. Les vestibules s’intégrent aux membranes plasmiques par pression (1)
ou a I’aide des enzymes déja intégrées dans la membrane plasmique (2) (Brown, Wolf, Prados-
Rosales, et Casadevall, 2015). Les vestibules peuvent également passer a travers la membrane
plasmique par le cytosquelette (3) (Brown et al.,, 2015). Une fois présents dans
I’environnement extracellulaire, les enzymes interagissent avec leur environnement, offrant la
possibilité de catalyser des réactions génétiquement prédéterminées. Les enzymes peuvent
rester dans D’environnement  extracellulaire ou  peuvent étre  perdues a

I’environnement (Wingender, Neu, et Flemming, 2012).

1.2.3.2  Pleurotus ostreatus

Commun et comestible, le Pleurotus ostreatus est un champignon de la division
Basidiomycota. Dans la nature, P. ostreatus jouent un rdle dans la dégradation de la lignine et

dans le recyclage des nutriments.

Les conditions environnementales affectent la croissance de P. ostreatus. Les hyphes de
P. ostreatus croit entre un pH de 5 et 9, avec le taux maximal entre 6 et 7 (Hou, Zhou, Wang,

Du, et Yan, 2004). P. ostreatus croit entre 4 et 35°C, avec taux maximal entre 25 et
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30°C (Adebayo-Tayo et al., 2011; Anderson, 2016; Sardar, Ali, Ayyub, et Ahmed, 2016;
Zadrazil, 1975). P. ostreatus nécessite un environnement humide; le champignon croit avec un
taux d’humidité entre 60 et 90 %, avec un taux optimal entre 70 et 80 % (Aggelis ef al., 2003;
Asghar, Tariq, et Rehman, 2007; Ashraf, Ali, Ahmad, Ayyub, et Shafi, 2013; McCracken,
1972).

Le Pleurotus ostreatus secréte trois groupes d’enzymes d’oxydoréduction pour dégrader la
lignine. Les Peroxidases de lignine et les Peroxidases-manganese utilisent le peroxyde (H202)
comme oxydant et les Laccases utilisent I’oxygene (O2) (Jayasinghe, Hettiaratchi, Mehrotra,
et Kumar, 2014; Lalaoui, Elouarzaki, Le Goff, Holzinger, et Cosnier, 2013). Les Laccases sont
des enzymes non spécifiques, permettant 1’oxydation de nombreuses molécules, telles que les
HAP (Anderssonet Henrysson, 1996; Joneset Solomon, 2015). Les HAP suivants ont été
oxydés par la Laccase : naphtaléne, phénanthrene, fluoréne et fluoranthéne (Chang, Lee, Liu,
Liao, et Yang, 2016; Pozdnyakova et al., 2016). Le Laccase oxyde les HAP en HAP-quinone.
Subséquemment, le Laccase divise les noyaux benzéniques des HAP-quinones et d’autres

enzymes les minéralisent (Pozdnyakova et al., 2016).

La production de Laccase par P. ostreatus varie avec la souche choisie et la phase de
croissance. Sous les mémes conditions, deux souches de P. ostreatus peuvent avoir une
différence d’un facteur de six dans la production de Laccase (Membrillo, Sinchez, Meneses,
Favela, et Loera, 2008). La production de Laccase se concentre dans les phases d’expansion,
d’activation du métabolisme de base et d’autolyse (Lettera, Del Vecchio, Piscitelli, et Sannia,

2011).

Les conditions environnementales affectent I’activité de Laccase. Le Laccase est actif entre un
pH de 3,5 et 8,5, avec une activité maximale entre 4,5 et 7,0 (Diaz et al., 2013; Kumariet Negi,
2014; Mansur, Arias, Copa-Patifo, Flardh, et Gonzalez, 2003). Le Laccase est actif entre 4 et
75°C, avec une activité ¢élevée entre 25 et 75°C (Hu, Wang, Wang, Zhang, et Chen, 2014;
Mukhopadhyay, Dasgupta, et Chakrabarti, 2015).
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Plusieurs études confirment la métabolisation des HAP par P. ostreatus (Tableau 1.6). Ces
¢tudes ont observé la dégradation de 14 HAP différents par P. ostreatus. Le champignon sous
forme liquide et sur substrat solide a été utilisé durant ces essais. L’utilisation de champignon
sous forme liquide a toujours été jumelée avec I’ajout de contaminant direct dans la solution.
Le champignon sur substrat solide a ¢t¢ combiné avec trois types de sols contaminés : sol
stérilis€ dopé de HAP; sol non stérilis¢ dopé¢ de HAP; sol non stérilisée contaminé par des
HAP. Ces ¢études (Tableau 1.6) montrent une grande différence de résultats. En effet, pour un
méme contaminant, sous des conditions comparables, le taux de dégradation variait jusqu’a 71
%. Ces différences peuvent étre attribuées aux concentrations du contaminant utilisé, aux
combinaisons de contaminants, ainsi que les différences de souches de champignons

employées.

1.2.3.3  Penicillium simplicissimum

Le Penicillium simplicissimum est un champignon commun de la division Ascomycota. Ce
champignon dégrade la végétation. Ce champignon se trouve naturellement dans les sols (Haas
et al., 2016). Le P. simplicissimum sécréte une grande quantité de Lipase (Ramos-Sanchez,
Cujilema-Quitio, Julian-Ricardo, Cordova, et Fickers, 2015; Silva, Godoy, Gutarra, et Freire,
2014). La présence de C10-C50 favorise la production de Lipase (Boekema et al., 2007; Breuil,
Shindler, Sijher, et Kushner, 1978; Kanwar, Gogoi, et Goswami, 2002). Cette enzyme
hydrolyse les liens C-C des gras, des huiles, des triglycérides et des C10-C50 (Boekema et al.,
2007; Margesin, 2014; Park et al., 2015).

Plusicurs €tudes démontrent la métabolisation des C10-C50 par Lipase, mais peu d’études se
sont intéressées a la métabolisation des C10-C50 par P. simplicissimum. Les études sur la
production enzymatique de P. simplicissimum démontrent qu’il produit beaucoup de
Lipase (Duarte, Silva, Freire, Cammarota, et Gutarra, 2015; Gutarra, Godoy, Castilho, et
Freire, 2007; Salihu, Alam, AbdulKarim, et Salleh, 2012). Deux autres champignons reconnus

pour leur production de Lipase ont été étudiés, soit le Mucor rouxii et le Aspergillus versicolor.
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Tableau 1.6 Taux de réduction des HAP aprés traitement par P. ostreatus sous différentes
conditions d’expérimentation

Contami ¢ et Contaminant P
Nombre de Contaminant ontaminant ¢ et . ostreatus
. s gs P. ostreatus ajouté au sol
noyaux Nom du contaminant ajouté a la culture Y P. ostreatus .,
benzéniques de P. ostreatus ajouté au sol jouté 1 contaminé
q : stérilisé ajoute ausol | - seérilisé
non stérilisé
2 Acénaphtyléne n/a 77" n/a n/a
2 Naphtyléne n/a o8p n/a n/a
2 Fluoréne 962, 65°,42", 76° 98! n/a 26f, 35, 92¢
3 Anthracéne 742, 92b 841 95i, 99k 191, 53f 89¢
3 Fluoranthéne 955, 27" 44¢ n/a n/a 29f 31f 51¢
3 Phénanthréne 90b, 88¢, 93¢ 531 71! n/a 0f, 20f, 912
4 Benzo (a) anthracéne n/a 73! 92k, n/a
4 Benzo (j) fluoranthéne n/a n/a n/a 218
4 Benzo (c) phénanthréne n/a n/a n/a 0f, 13f,35¢2
4 Méthyl-3 cholanthréne n/a n/a n/a 0f, 42 128
4 Chryséne n/a n/a n/a 278
4 Pyréne 912,925 20¢ 99, 97", 62! n/a 22 42f 48¢
5 Benzo (a) pyréne 50¢, 65° 78" n/a 54¢
5 Dibenzo (a,h) anthracéne n/a n/a 31k 54¢
6 Dibenzo (a,l) pyréne n/a n/a n/a 408
n/a contaminant non présent dans 1’étude;
a 21 jours (Adebayo-Tayo et al., 2011; Bezalel, Hadar, Fu, Freeman, et Cerniglia, 1996);
b 48 jours (Schutzendubel, Majcherczyk, Johannes, et Huttermann, 1999);
c 60 jours (Sacket Glinther, 1993);
d 11 jours (Bezalel, Hadar, Fu, Freeman, et Cerniglia, 1996);
e 15 jours (Rodriguez, Nuero, Guillen, Martinez, et Martinez, 2004);
f 98 jours (Bhatt et al., 2002);
g 60 jours (Covino et al., 2010) ;
h 15 jours (Rocha, Pinto, Ferreira, da Silva, et Oliveira, 2014);
i 56 jours (Novotny et al., 1999);
j 56 jours (Novotny et al., 2004);
k 65 jours (Anderssonet Henrysson, 1996);
1 84 jours (Andersonet Laberge, 2003);
m 60 jours (Ipeaiyeda, Nwauzor, et Akporido, 2015);
n 14 jours (Pozdnyakova et al., 2016);
0 30 jours (Bhattacharya, Das, Prashanthi, Palaniswamy, et Angayarkanni, 2014);
p 22 jours (Sukor, Yin, Savory, et Abdul-Talib, 2012).
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Certains chercheurs ont étudié la croissance du champignon dans le but de production de
laccase et de mieux comprendre le rdle de cette enzyme dans I’hydrolyse. Ces études trouvent
que les hyphes de P. simplicissimum s’étendent entre les pH 2 et 11, avec le taux maximal
entre les pH 3 et 7 (Bakatula e al., 2015; Rasoulnia, Mousavi, Rastegar, et Azargoshasb, 2016).
Les études réalisées sur P. simplicissimum ont ét€¢ menées a la température de piece (Liu et al.,
2012; Silva, Godoy, Gutarra, et Freire, 2014; Yuan et al., 2013). Les études sur le taux
d’humidité de P. simplicissimum relévent par ailleurs une préférence pour un taux d’humidité
se situant entre 70 et 95 % (di Luccio et al., 2004; Godoy, Gutarra, Castro, Machado, et Freire,
2011).






CHAPITRE 2

MATERIEL ET METHODES

2.1 Maintien et production de culture de champignons

Les cultures pures de champignons ont été obtenues de différences sources tel qu’indiqué au
Tableau 2.1. Afin de produire une quantité suffisante pour les expériences, les cultures pures
ont été reproduites grace a des ensemencements sur plaques d’Agar 100 mm x 15 mm. Un
¢chantillon d’environ 5 mm de diametre des champignons purs sur Agar a ainsi ét¢ disposé sur
une plaque vierge d’Agar de dextrose de pomme de terre (Fisher Scientific). Les plaques
d’Agar ont été laissées a la température de la piece (22 + 1°C) dans le noir durant 15 jours. La
culture de P. ostreatus (alimentaire) n’était pas reproduite (des nouvelles cultures ont été

commandées au besoin). Les cultures ont ensuite été maintenues a 5°C jusqu’a leur utilisation.

Tableau 2.1 Détails sur les champignons utilisés dans le laboratoire

Abréviation Nom scientifique Source Type de
culture
A. versicolor Aspergillus versicolor 9314
M. rouxii Mucor rouxii 8113 UAMH Centre for
T e R Global Microfungal Agar
P. simplicissimum | Penicillium simplicissimum 5946 Biodiversity
P. ostreatus-1 Pleurotus ostreatus 7964
P. ostreatus-2 Pleurotus ostreatus (alimentaire) | Mycoboutique Inc. | En solution

Production de culture sur substrat solide

Avant colonisation par les champignons, les substrats solides (grain de seigle et tourteau de
soja; source : Shur-Gain Gérard Maheu Inc.) ont ét¢ hydratés et stérilisés. L. hydratation a été
réalisée selon la procédure spécifiée au Tableau 2.2. Le substrat humidifié a été placé dans un
contenant de verre de 1 L dont le couvercle métallique a été perforé par un trou de 1 cm de

diametre, puis bouché par du coton. Du papier d’aluminium a été placé par-dessus le couvercle,
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puis le contenant (et son contenu) a ensuite été stérilisé a I’autoclave pendant 25 minutes a
121°C et 103 kPa. Une fois le contenu refroidi a la température de la picce, sous une hotte,
trois échantillons de champignons de diamétre d’environ 5 mm ont été ajoutés au contenant.
Dans le cas de la culture liquide, 10 mL de champignon a été ajouté. Les contenants ont ensuite
été stockés dans le noir a 25°C. Le contenu a ét¢ homogénéisé une fois que le champignon a
couvert 25 % du substrat. Le contenu a ensuite ét¢ laissé au repos au noir jusqu’a temps que le
champignon colonise complétement le substrat, soit environ 10-15 jours. Les contenants ayant

de la contamination visible par un (des) autre(s) champignon(s) que celui ciblé ont été rejetés.

Tableau 2.2 Méthodes d’hydratation des substrats solides

- . T .
Substrat Champignon Procédure d’humidification du

substrat
. . P. ostreatus-1 Trempage dans 1’eau pendant 16
Grain de seigle o .
P. ostreatus-2 heures, puis ringage et égouttement
P. simplicissimum T ,
Tourteau de soja M. rounii Homogénéisation de 0,55 kg d’eau

avec | kg de tourteau

A. versicolor

2.2 Expérimentations

Le sol contaminé de friche industrielle (source confidentielle) a été tamisé pour retirer les
particules de sol avec un diametre supérieur a 1 cm. Les sols ont été mélangés a la main jusqu’a
pleine homogénéisation. Trois échantillons ont ensuite été prélevés pour les fins d’analyses de
HAP et de C10-C50. L’eau ajoutée avant 1’essai a ¢été homogénéisée au sol selon
I’équation (2.1). Le taux d’humidité souhaité a été fixé a 30 %, suite aux observations en
laboratoire démontrant une amélioration de la croissance du champignon (données non

présentées).

Eau ajoutée (g) = Hs - Mu - (1 —Ha) — Ha - My (2.1)
Ou:
Hs . Taux d’humidité du sol souhaité (%)

My . Masse du sol (g)
Ha . Taux d’humidité du sol actuel (%)
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Les sols humidifiés mis a I’essai ont été homogénéisés avec le substrat ensemencé de
champignon pendant 60 secondes avant le démarrage des essais. En absence de référence dans
la littérature, le ratio volumique sol : substrat a été fixé préliminairement a 2 : 1. Un volume
de sol et de champignon de 3 L a alors été placé sur une géomembrane plane et trouée tendue
a 5 cm du haut d’un bac en plastique de 10 L avec couvercle et cotés perforés. Le bac contenait
2 L d’eau distillée au fond reliée au sol par une géomembrane en coton servant de pont

capillaire (Figure 2.1).

(b)

Géotextile Moustiquaire

Figure 2.1 Représentation du concept final pour transférer I’humidité au sol
durant les expériences (a) plan aérien; (b) coupe transversale
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Le maintien du taux d’humidité dans les bacs de 3 L a été réalisé suivant le concept présenté a
la Figure 2.1. Le fond du bac est rempli d’eau et perforé pour laisser passer 1’air. Une
géomembrane transfére I’eau du fond du bac au sol via I’action capillaire d’un pont. La
géomembrane a ¢été centrée dans la masse de sol et passe a travers a deux reprises
longitudinalement. Un géotextile perforé retient suspendu le mélange sol-champignon au-

dessus ’eau.

Au cours des essais, certains parametres ont été modifiés. Les modifications ont respecté les
protocoles suivants. L’homogénéisation de 1’essai a été faite une fois par semaine pendant 60
secondes. L humidification a été faite deux fois par semaine a I’aide d’un vaporisateur pendant
30 secondes a un métre au-dessus du bac d’essai. Des expériences avec des volumes de
mélange de 20 L ont aussi été réalisées dans des bacs de 80 L avec insufflation d’air humidifi¢

a travers le sol selon un débit de 10 mL/s. Le sommaire des essais réalisés est présenté au

tableau 2.3.

Tableau 2.3 Descriptif des essais

, ,P.h ase Effet étudié Condition particuli¢re Analyses
d’expérimentation
P. ostreatus-1 pendant
ostrea LfS pendan HAP, C10-C50
21 jours
Temps
P. ostreatus-1 pendant HAP, C10-C50
35 jours Laccase
M. rouxii
A. icol
e HAP, C10-C50
Souche de champignon M. rouxii
. A. versicolor
Exploratoire
HAP, C10-C50

P. simplicissimum .
Laccase, Lipase

Tourteau de soja non
stérilisé

Substrats - -
Grains de seigle non

stérilisé HAP, C10-C50

Tourteau de soja stérilisé

Substrats stérilisé

Grains de seigle stérilisé
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Tableau 2.3 Descriptif des essais (suite)

Phase

s . Effet étudié Substrat utilisé Analyses
d’expérimentation

P. ostreatus-1 taux
Concentration d’ensemencement varié
entre 1 et 10 %

P. ostreatus-1
Ajustement du taux
. d’humidité du sol a 30 %

Humidité ou 150 %

P. ostreatus-1
Vaporisation de surface

P. ostreatus-1 a 10 % HAP, C10-C50

P. ostreatus-1 mort

Echantillonnage de sol

brut P. ostreatus-2 a 33 %

Sans traitement avec

Modification I’ajout d’eau

P. ostreatus-1
homogénéisé et
humidifié par
vaporisation de surface

Apport de champignon

P. ostreatus-2 mort

P. ostreatus-2 avec pont
Volume de I’essai capillaire

P. ostreatus-2 sans pont
capillaire HAP, C10-C50

Laccase

P. ostreatus-2

P. ostreatus-1

Concentration des HAP
P. ostreatus-1 a 10 %

Sans traitement

23 Paramétres analysés

Suite au traitement du sol par le champignon (plusieurs semaines), environ 100 mL de sol a
été prélevé, puis envoyé au Laboratoire Maxxam pour la détermination des teneurs résiduelles
en HAP, en C10-C50 et en eau. La teneur en eau ainsi que le pH du sol ont également été
réalisés en laboratoire. Le Tableau 2.4 détaille les méthodes employées dans pour chacun des

parametres analysés.
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Tableau 2.4 Parametres analysés

Paramétre Méthode Matériel
HAP MA. 400 — HAP 1.1 Laboratoire Maxxam
C10-C50 MA. 400 -HYD 1.1 Laboratoire Maxxam
Etuve
Teneur en eau du sol ASTM D-2216 Coupelle d’aluminium
Balance
pH de sol WD-35610 Vérification de sol
Taux d’humidité apres MA. 400 — HAP 1.1 Laboratoire Maxxam
¢chantillonnage MA. 400 -HYD 1.1

24 Détection d’enzymes

Afin de confirmer la présence ou non d’enzymes produites par les champignons a 1’essai lors
des expériences, des analyses des enzymes Laccase et Lipase ont été réalisées. Les méthodes

de détection des enzymes sont décrites dans les paragraphes qui suivent.

Laccase

La méthode de détection du Laccase a été développée en accord avec celle indiquée par Irshad,
Asgher, Sheikh, et Nawaz (2011). Un échantillon de 50 mL de culture solide et 100 mL de
tampon malonate pH 4,5 (Fisher Scientific) est agité pendant 30 minutes a 150 rpm dans une
fiole Erlenmeyer. L’échantillon est ensuite filtré a travers un papier Whatman No. 1 qui est
rincé par 5 mL de tampon malonate. Le liquide filtré est ensuite refiltré une deuxiéme fois. Le

liquide est ensuite centrifugé a 3 000 g a 25°C pour 5 minutes.

Dans une cuvette, 1 mL de 50 mM de tampon malonate buffer pH 4,5, 1 mL de 1 mM
ABTS (Fisher Scientific) et 0,1 mL de liquide centrifugé sont ajoutés. La cuvette est agitée
pour en homogénéiser le contenu, puis elle est immédiatement placée dans le
spectrometre (Hach DR 2700) et I’absorbance a 420 nm est mesurée. L’absorbance est notée a
chaque 10 minutes (ou moins) jusqu’a stabilisation. Un blanc (sans liquide centrifugé) est

utilisé pour calibrer le spectrométre avant son utilisation.
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Lipase

La méthode de détection du Lipase a ¢été¢ développée en accord avec celle indiquée par
Glogauer et al. (2011). Un échantillon de 50 mL de culture solide, 1 % Triton X100 (Fisher
Scientific) et 1 % tampon phosphate (Fisher Scientific) 20 mM pH 8 sont agités pendant 60
minutes a 200 rpm dans une fiole Erlenmeyer. Le mélange contenant 1’échantillon est ensuite
filtré¢ a travers un papier Whatman No. 1 qui est rincé par 5 mL de tampon phosphate. Le
liquide filtré est ensuite refiltré une deuxiéme fois. Le liquide est ensuite centrifugé a

10 000 rpm a 25°C pour 10 minutes.

Par la suite, 0,15 mL du liquide centrifugg, 0,9 mL de Tris-HCI (Fisher Scientific) 50 mM pH
8,0 contenant 0.4 % Triton X100 (Fisher scientific) et 0,1 mL pNPP solution (Fisher Scientific)
16,5 mM dans 2-propanol (Fisher Scientific) sont ajoutés a la cuvette. La cuvette est agitée
pour en homogénéiser le tou, puis elle est immédiatement placée dans le spectrometre et
I’absorbance a 420 nm est mesurée. L’absorbance est notée a chaque 10 minutes (ou moins)
jusqu’a stabilisation. Un blanc (sans liquide centrifugé) est utilisé pour calibrer le spectrométre

avant son utilisation.






CHAPITRE 3

RESULTATS

Des essais exploratoires ont d’abord été réalisés pour déterminer quels champignons
parviennent a réduire la concentration des contaminants. D’autres analyses exploratoires ont
été effectuées pour étudier la durée de traitement pour dégrader les contaminants. Ensuite, les
expériences subséquentes ont permis d’étudier les différentes variables relatives a la mise en

ceuvre d’une décontamination d’un sol par les champignons (mycoremédiation).

3.1 Analyses exploratoires

Des essais exploratoires ont été réalisés dans la perspective d’utiliser des champignons dans
un contexte de mycoremédiation. Seulement les traitements effectués avec le P. ostreatus ont
permis une baisse de la contamination pour tous les noyaux benzéniques. Les autres traitements

ont démontré un impact moins significatif..

3.1.1 Temps de traitement

P. ostreatus

Les 2-HAP, 3-HAP et 4-HAP ont obtenus les meilleurs taux d’enlévement, soit entre 40,0 et
68,2 %. Les taux d’enlévement des 5-HAP et 6-HAP varient entre 33,3 et 50 %; soit des valeurs
plus basses, mais des taux jugés tout de méme significatifs. Les C10-C50, avec un taux initial
de 4900 mg/kg sol, ont vu une dégradation de 46,9 % (jour 21) et 44,9 % (jour 35). Ces résultats
montrent que les la dégradation des HAP légers comme lourds peuvent étre dégradés, ainsi que
la capacité¢ du P. ostreatus a dégrader les C10-C50. Les taux d’enlévement semblent
moindrement affectés par le temps, car les #-HAP different entre 0,0 et 12,5 %. Un temps de
traitement de 21 et 35 jours semble suffisant pour réduire la concentration des HAP de plus

de 50 % (Figure 3.1).
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Figure 3.1 Comparaison du taux de contamination de sol
traité par P. ostreatus-1 avec le sol avant traitement

L’enzyme Laccase a été détectée dans I’échantillon de sol (Figure 3.2). La métabolisation
d’ABTS par le Laccase augmente I’absorbance jusqu’au moment de saturation du
substrat (ABTS) ou a la désactivation du Laccase. Le plateau de la courbe explique ce
phénoméne. A 10 mM ABTS, la courbe n'a pas atteint de plateau, ce qui indique que cette

concentration est trop €élevée pour atteindre le point de saturation/dénaturation.

3,5
3,0
2,5
—@— 10 mM ABTS
2,0
15

1,0 —&— 1 mM ABTS

Absorbance a 420 nm

0,5

0,0
0 20 40 60 80

Temps (min)

Figure 3.2 Activité de Laccase dans ’essai P. ostreatus-1 au
jour 35 a différentes concentrations de réactifs
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3.1.2 Champignons

M. rouxii et A. versicolor

Le traitement par M. rouxii et A. versicolor ensemble a vu une baisse du taux de contamination
des HAP initiaux de 7,8 a 5,5 mg/kg sol, soit 30,5 % (Figure 3.3). En particulier, ce traitement
a permis une baisse de 20 % (2-HAP) 40,9 % (3-HAP) des noyaux benzéniques. Le traitement
de ces champignons séparés a mené a une augmentation du taux de contamination par les HAP,
soit de 10,3 % (4. versicolor) et 70,5 % (M. rouxii). Cette augmentation de la concentration
totale de contaminants est largement li¢ aux 2-HAP (4. versicolor; M. rouxii), 4-HAP (M.
rouxii) et 5-HAP (M. rouxii). Quant aux C10-C50, seulement le traitement par M. rouxii et
A. versicolor ensemble a causé une baisse (12,2 %) du taux initial (4 900 mg/kg sol). Les
traitements séparés par A. versicolor et M. rouxii ont vu une augmentation de 30 % (M. rouxii)
et de 8,2 % (4. versicolor). Ces résultats démontrent un 1éger potentiel pour le traitement par
M. rouxii et A. versicolor de réduire les taux de contamination des HAP et des C10-C50,
uniquement lorsque les deux champignons sont utilisés ensembles. Le traitement par
A. versicolor et M. rouxii, ensemble ou séparément, n’a pas eu d’impact sur le taux de

contamination des C10-C50, le contaminant pour lequel ces champignons ont été sollicités.
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Figure 3.3 Comparaison du taux de contamination de sol traité par
M. rouxii et A. versicolor avec le sol brut
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P. simplicissimum

P. simplicissimum ne semble pas apte au traitement des HAP, ni des C10-C50 dans un sol
contaminé de friches industrielles. Quant aux HAP, les 3-HAP ont observé une baisse de
16,7 %, mais les autres groupes ont vu une augmentation de 6,3 % (2-HAP) a 37,5 % (6-
HAP) (Figure 3.4). Le traitement par P. simplicissimum n’a permis aucun changement dans la
concentration de C10-C50; les taux de contamination avant et apres traitement des C10-C50

sont demeurés a 3300 mg/kg sol.

W Sol brut

#-HAP

B P. simplicissimum (moy)

0 0,5 1 1,5 2 2,5
mg HAP/kg sol

Figure 3.4 Comparaison du taux de contamination de sol traité par
P. simplicissimum avec le sol avant traitement

Des analyses enzymatiques ont ¢été réalisées lors des essais réalisés avec le P.
simplicissimum (Figure 3.5). Aucun Laccase a été détecté, ce qui concorde avec le profil de
détection enzymatique du champignon. Le Lipase a été détecté par I’activation de pNPP dans
la culture. La courbe montre une concentration élevée de pNPP dans 1’échantillon, causant une

augmentation continuelle dans le temps.
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Figure 3.5 Activité enzymatique de P. simplicissimum

3.1.3 Substrats

L’action de stérilisation présente un impact sur le taux de contamination par les HAP (Figure
3.6). Les essais menés avec le seigle et le tourteau de soya stérilisés ont vu des augmentations
respectives de 7,3 et de 78,0 % des HAP. Les essais non stérilisés ont permis une baisse de
17,1 % (seigle) et de 51,2 % (tourteau de soja stérilis¢) des HAP. Quant aux C10-C50, le seigle
stérilisé est le seul substrat n’ayant pas permis d’abaisser la concentration (Tableau 3.1). Ces
essais ont déterminé que le seigle stérilisé n’a pas d’impact sur les C10-C50 et il augmente
légerement les 2 et 3-HAP. Les substrats stérilisés qui sont utilisés comme supports solides des
champignons ne semblent pas provoquer la dégradation des HAP, ni des teneurs en C10-C50

observées dans les autres expériences.
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Figure 3.6 Comparaison du taux de contamination de sol traité par le
seigle et le tourteau de soja, stérilisé et non stérilisé, avec le sol avant
traitement
Tableau 3.1 Contamination C10-C50 apres traitement par les substrats
) Taux de contamination C10-C50
Traitement
(mg/kg sol)
Avant traitement 3300
Tourteau de soja stérilisé 3100
Tourteau de soja non stérilisé 1 900
Seigle stérilisé 3300
Seigle non stérilisé 2 800

Les champignons ont montré une croissance lors de tous les traitements, sauf 1’essai réalisé
avec le seigle non stérilisé (Figure 3.7). Ces champignons proviennent soit du sol, soit de 1’air

ou encore du substrat (dans le cas du substrat non stérilisé).
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(b) ©°

(d)

Figure 3.7 Croissance observée apres 21 jours de traitement pour (a) seigle stérilisé, (b)
tourteau de soja stérilisé, (c¢) seigle non stérilisé et (d) tourteau de soja non stérilisé

3.2 Essais modifiant un parametre initial

Ces essais ont permis d’approfondir les connaissances sur la croissance de champignon dans
un sol et les facteurs d’influence. Les facteurs tels que le volume de sol utilisé et le taux

d’humidité peuvent avoir un impact sur la densité des hyphes au sol sol.

3.2.1 Traitement par P. ostreatus a des taux d’ensemencement variables

La contamination en HAP a diminué de 18 mg/kg (sol brut) a prés de 5 mg/kg sol pour les taux
d’ensemencement en P. ostreatus allant de 1,0 a 5,0 %, soit pres de 72 % d’enlévement (Figure
3.8). Le taux d’ensemencement de 10 % a quant a lui conduit a un enlévement moindre des
HAP, avec une valeur résiduelle de 8 mg/kg de sol, soit 56 % d’enlévement. Les taux
d’ensemencement testés (1,0 a 10,0 %) ont conduit a des valeurs résiduelles en C10-C50
variant de 4100 a 4900 mg/kg de sol traité (sol initial a 8 500 mg/kg sol), soit des enlévements

allant de 42 a 52 %. Ces résultats montrent le potentiel du champignon P. ostreatus a traiter
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les HAP et les C10-50, et ce, méme a de faibles taux d’ensemencement du champignon dans
le sol. Visuellement, les essais avec de faibles taux d’ensemencement en P. ostreatus voient
une croissance moins étendue que celles avec des taux plus €levés (Figure 3.9), mais cela ne
semble pas en affecter les rendements. Les taux de contamination par C10-C50 ont baiss¢ de
46,9 % (jour 21) et de 44,9 % (jour 35) par rapport a la concentration avant traitement (4900
mg/kg sol).
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Figure 3.8 Comparaison du taux de contamination de sol traité
par P. ostreatus-1 a différents taux d’ensemencement avec
le sol avant traitement

(b) |

Figure 3.9 Présence de P. ostreatus dans le sol aprés 21 jours de traitement selon
I’ensemencement initial de (a) 2,5 % et (b) 10%
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3.2.2 Traitement par P. ostreatus avec différentes teneurs en humidité

Le traitement par P. ostreatus avec différentes teneurs en humidité a permis un enlévement des
6-HAP (Figure 3.10). Les 2-HAP ont ét¢ moindrement affectés avec un taux de changement
de — 6,3 ou + 12,5 %. Malgré le traitement obtenu avec le P. ostreatus-1 humidifié¢ a 150 %
avec une baisse des 6-HAP, le champignon n’a pas été¢ observé dans le sol (Figure 3.11). La
teneur en humidité de 150 % a empéché la colonisation du champignon. Ceci indique que le
champignon peut dégrader efficacement les contaminants méme s’il n’est pas visible a I’ceil

nu.

Globalement, la teneur en humidité de 30 % a permis une baisse de 34 % des HAP. Quant aux
C10-C50, I’ajout d’eau (humidité) au sol a contribué a une baisse dans les taux de C10-C50 de

26,6 % pour une teneur en humidité de 150 et de 39,4 % pour une teneur en humidité de 30 %.
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E= I 1 1
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1 1 1
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0 0,5 1 1,5 2
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Figure 3.10 Comparaison du taux de contamination de sol traité par P.
ostreatus avec différentes teneurs en humidité
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Figure 3.11 Traitement par le P. ostreatus-1 apres 21 jours sous diverses conditions
de croissance a (a) 30 % et (b) 150 % d’humidité

3.2.3 Traitement par P. ostreatus avec vaporisation d’eau a la surface

Le traitement par vaporisation d’eau a permis 1’obtention des meilleurs résultats au
jour 14 (Figure 3.12). Quant au traitement par vaporisation d’'un mélange constitué d’eau et de
mycélium, les meilleurs résultats ont été¢ obtenus au jour 7 (Figure 3.13). Dans les deux cas,
les moins bons résultats ont été obtenus au jour 21 (augmentation des HAP). Quant au C10-
C50, les valeurs sont variables, avec une augmentation des taux de contamination entre les
jours 14 et 21 (Tableau 3.2). Cette augmentation peut étre causée par la variabilit¢ de la
contamination initiale du sol industriel a I’essai. Visuellement, la contamination de I’essai par
un autre champignon est visible a la surface (Figure 3.14). Ceci suggere que la présence d’un
autre champignon peut avoir un impact sur les mécanismes de dégradation ou que la variabilité

de I’échantillonnage affecte les résultats.
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Figure 3.12 Comparaison du taux de contamination de sol traité par P. ostreatus-1 avec
vaporisation d’eau a la surface du sol une fois par semaine
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Figure 3.13 Comparaison du taux de contamination de sol traité par P. ostreatus-1 avec
vaporisation d’eau chargée en mycélium a la surface du sol une fois par semaine
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Tableau 3.2 Changements dans les taux de contamination avant, durant et apres traitement

Traitement Taux de contamination C10-C50
(mg/kg sol)

Avant traitement 4786

Vaporisation d’eau et de mycélium (jour 7) 5300
Vaporisation d’eau et de mycélium (jour 14) 3300
Vaporisation d’eau et de mycélium (jour 21) 4200
Vaporisation d’eau (jour 7) 4900
Vaporisation d’eau (jour 14) 3600
Vaporisation d’eau (jour 21) 4300

(b)

Figure 3.14 Comparaison entre la vaporisation d’eau deux fois par semaine (a) avec
mycélium et (b) sans mycélium

3.24 Effet de I’homogénéisation du mélange sol — P. ostreatus

Des augmentations et des diminutions du taux de contamination par les HAP ont été observées
suite aux homogénéisations des mélanges (Figure 3.15). L’¢limination des 5-HAP et 6-HAP a
été observée au jour 7 avec une concentration totale allant de 2,7 a 1,9 mg/kg sol (sol initial :
2,7 mg/kg sol). Les 2-HAP et 3-HAP ont observée une augmentation du taux de contaminationt
de 50,0 et 192,7 % respectivement. Les taux de contamination des C10-C50 ont quant a eux
diminué par rapport a la teneur initiale de 3133 mg/kg sol, avec des abattements de 39,4 %
(jour 7) et de 20,2 % (jour 21). Visuellement, I’homogénéisation limite 1’inoculation du

champignon dans le sol, possiblement a cause d’un effet négatif li¢ a la perturbation du
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champignon durant la phase d’expansion (Figure 3.16). Ces essais suggerent que
I’homogénéisation contribue a la dégradation des 5-HAP et 6-HAP ainsi que les C10-C50,
mais pas a celle des 2-HAP et 3-HAP.
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Figure 3.15 Comparaison du taux de contamination de sol traité par P. ostreatus-1,
homogénéisé une fois par semaine

Figure 3.16 Traitement par le P. ostreatus apres 21 jours,
homogénéisé une fois par semaine.
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3.2.5 Effet de I’échantillonnage de sol brut

Pour tenter de réduire I’impact de la variation des teneurs de contamination au sol, 1’objectif
principal lors de ces essais €tait de voir I’effet 1i¢ au prélévement de plusieurs échantillons (3)
du sol brut sur les taux de traitement des contaminants en place du prélévement d’un seul

¢chantillon. Les taux de contamination des sols bruts sont présentés au Tableau 3.3. Les

résultats de traitement sont synthétisés a la Figure 3.17.

Tableau 3.3 Taux de contamination du sol brut en pile

Catégorie de contamination Taux de contamination (mg/kg sol)
2-HAP 1,3
3-HAP 2,1
4-HAP 1,8
5-HAP 0,2
6-HAP 0,7
C10-C50 3133




B Sol brut (moy)

B P. ostreatus-2 10% jour 7

M P. ostreatus-2 10% jour 14

OP. ostreatus-2 10% jour 21 moy

B P. ostreatus-2 mort jour 7

OP. ostreatus-2 mort jour 14

OP. ostreatus-2 mort jour 21 moy

B P. ostreatus-2 33% jour 7
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Figure 3.17 Taux de dégradation des HAP suite au traitement par le P. ostreatus-2 avec
modification de la méthode d’échantillonnage du sol brut
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Témoin

Apres 3 semaines, le sol témoin, soumis aux mémes conditions que celles des traitements par
champignon, a observé des augmentations et des diminutions respectives des taux de
contamination allant jusqu’a 88,9 % (4-HAP, jour 14) et 47,6 % (3-HAP, jour 21) (Figure
3.17). Quant aux C10-C50, les taux de contamination ont augmenté aux jours 7, 14 et 21 de
14,9 %, 10,1 % et 12,8 % respectivement. La différence entre les taux de contamination du sol
brut et ceux obtenus durant et apres le traitement peut étre expliquée par la variabilité locale
du taux de contamination dans le sol initial. Ceci renforce 1’idée que la variabilité des taux de

contamination initiaux dans le sol affecte directement les résultats obtenus.

P. ostreatus-2 10 %

Pour les HAP, ce traitement a mené a une augmentation des taux de contamination au jour
7 (14,9 %), au jour 14 (6,6 %) et au jour 21 (2,4 %). Ce traitement a conduit a une augmentation
des taux de contamination des C10-C50, initialement 4786 mg/kg sol, de 14,9 % (jour 7), de
10,1 % (jour 14) et de jour 21 (14,9 %). Ces résultats suggerent P. ostreatus-2 a 10 % ne permet

pas de dégrader des hydrocarbures.

P. ostreatus-2 mort

Suite au traitement, les teneurs observées en 2-HAP et 3-HAP ont respectivement baiss¢ de
32,3 et 35,3 %. Les concentrations de 5-HAP et de 6-HAP sont demeurées inchangées ou ont
diminué de 21% (6-HAP, jour 7). Les concentrations C10-C50 ont soit augmenté, soit baissé
durant I’essai. Une augmentation a été observée au jour 7 (4,5 %) et jour 21 (1,0 %). Au jour
14, une baisse de 10,2 % a été observée. Visuellement, d’autres champignons ont colonisé le
sol (Figure 3.18). Cet essai suggere que la présence de P. ostreatus-2 mort dans le sol permet
la dégradation des HAP et occasionne une augmentation des C10-C50, possiblement a cause

d’autres champignons.
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Figure 3.18 Traitement par P. ostreatus mort
apres 21 jours

P. ostreatus-2 a 33 %

Les taux de dégradation totale des HAP parient entre 1,7 % (jour 7) et 25 % (jours 14 et 21,

moyenne). Plus spécifiquement, les taux de contamination des 5-HAP a augmenté de 11,1 %.
Les autres HAP ont baissé de 9,25 % (4-HAP, jour 21) a 45,3 % (2-HAP). Les taux de
dégradation étaient plus €levés au jour 7 et avec le temps, le taux de contamination se situait
entre le taux de contamination avant traitement et celui du jour 7. Quant au C10-C50, les taux
ont diminué apres 7 jours (14,3 %), 14 jours (8,1 %) et 21 jours (7,4 %). Ce résultat suggere
que P. ostreatus-2 est en mesure de dégrader les C10-C50. Ces résultats montrent que P.
ostreatus-2 a une concentration de 33 % au sol permet de réduire les taux de contamination
des HAP et des C10-C50 et, en méme temps, souléve le fait que la variabilité du taux de

contamination du sol présente un impact sur les résultats obtenus.

3.2.6 Effet du volume de sol

Visuellement, la croissance de champignon dans les bacs de 20 L s’est surtout concentrée aux
surfaces extérieures. Au centre des bacs, peu de croissance a été observée. A la 14° journée, 7
jours apres la prise des premiers échantillons, de nouvelles croissances ont été observées aux

parties du sol en contact avec I’air, ce qui suggere que 1’air était absent du sol.

Le Laccase a été détecté dans tous les bacs de traitement, sauf celui ou le traitement a été réalisé
avec le champignon mort (Figure 3.19). La différence entre les taux d’activité¢ peut étre

expliquée par les différentes concentrations d’enzymes dans le sol.
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Figure 3.19 Détection de Laccase dans les bacs 20 L

P. ostreatus-2 mort

Les essais réalisés avec le champignon mort a mené a une augmentation des concentrations
des HAP a chaque intervalle de temps (Figure 3.20). Le taux de contamination aux jours 7, 14
et 21 a augmenté de 11,7 %, 73,5 % et 241,6 % respectivement (Figure 3.20). Les
concentrations de C10-C50 ont également augmenté; initialement a 4786 mg/kg sol avant
traitement, la concentration a respectivement augmentée de 12,8 % (jour 7), de 6,6 % (jour 14)
et de 18,4% (jour 21). Le traitement par le P. ostreatus-2 mort ne contribue donc pas a la

dégradation des contaminants.

P. ostreatus-2 avec pont capillaire

Les taux de dégradation des HAP par le P. ostreatus-2 ont atteint 17,5 % (jour 7) et
3,8 % (jour 21) (Figure 3.21). Quant aux C10-C50, les taux de contamination du sol sont plus
¢levés durant D’expérience que le sol avant traitement, avec des augmentations de

6,6 % (jour 7), 35,8 % (jour 14) et 5,9 % (jour 21). Ceci indique que le champignon peut
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dégrader les HAP avec I’apport d’eau via un pont capillaire. Les C10-C50 ne semblent pas

dégradables avec I’apport d’eau additionnel.

B Sol brut (moy)

i
1
1
I
]
1
1
1
I
I
I
1
I
1 W P. ostreatus-2 mort 7 jours
1
1
1
1
1
1
I
1
I
1
]
1
1

o
< 4
T 1
¢It 1 1
5 : : O P. ostreatus-2 mort 14 jours
| :
1 1
| : OP. ostreatus-2 mort 21 jours
6 i : (moy)
1 1
0,0 2,0 4,0 6,0 8,0 10,0

mg HAP/kg sol

Figure 3.20 Comparaison du taux de contamination de sol traité par P.
ostreatus-2 mort dans un volume de 20 L

B Sol brut (moy)

M avec pont jour 7

Oavec pont jour 14

Oavec pont jour 21 (moy)

#-HAP
S

0,0 0,5 1,0 1,5 2,0 2,5
mg HAP/kg sol

Figure 3.21 Comparaison du taux de contamination de sol traité par P.
ostreatus avec pont capillaire dans un volume de 20 L
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P. ostreatus-2 sans pont capillaire

Les concentrations de HAP ont diminué de 8,9 % (jour 7), 24,4 % (jour 14) et 3,2 % (jour 21)

comme présentés a la Figure 3.22. Ceci indique que les HAP sont dégradables par P. ostreatus-
2 avec l’ajout d’air humide seulement. Les C10-C50 sont toutefois moins aisément
dégradables. La concentration de C10-C50 était 10,7 % plus élevée au jour 7, puis diminue

respectivement de 20,6 % et de 2,5 % aux jours 14 et 21.

W Sol brut (moy)

W sans pont jour 7

#-HAP
S

@ sans pont jour 14

Osans pont jour 21

0,0 0,5 1,0 1,5 2,0 2,5
mg HAP/kg sol

Figure 3.22 Comparaison du taux de contamination de sol traité par P.
ostreatus sans aménagement d’un pont capillaire dans un volume de 20 L

3.2.7 Concentration des HAP

Ces essais visaient a étudier I'effet de la concentration des HAP sur la capacité de dégradation
par le P. ostreatus (Figure 3.23). Cette série d’essais a été réalisée avec des échantillons de sols
contaminés présentant une variabilité initiale importante dans la concentration des HAP, soit
de 380 a 760 mg/kg sol. La variabilité initiale des concentrations de HAP dans les sols empéche
de tirer des conclusions générales concernant la biodégradabilité¢ par le P. ostreatus. Les
résultats montrent qu’un taux élevé d’HAP n’inhibe pas la croissance de P. ostreatus (Figure

3.24).
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1
il

mg HAP/kg sol

1000
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@ Temoin jour 21 (moy)
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B P. ostreatus-2 jour 21
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B P. ostreatus-1 jour 7

B P. ostreatus-1 jour 21
(moy)

Figure 3.23 Taux de contamination des HAP dans un sol contaminé > C
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(d)

Figure 3.24 Croissance de P. ostreatus observée sous différentes conditions dans
un sol fortement contaminé par les HAP (a) P. ostreatus-1 a 10 %, (b) Mort, (c)
P. ostreatus-2 a 33 % et (d) P. ostreatus-1 a 33 %

Différents résultats ont été observés durant les essais de détection enzymatiques (Figure 3.25).
Aucune activité de Laccase n’a été détectée pour 1’essai témoin et P. ostreatus-1 mort au jour
7. Pour le P. ostreatus-1 mort au jour 21 et P. ostreatus-2 au jour 7, une baisse d’activité
enzymatique a été détectée. La faible concentration de Laccase, ou d’autres enzymes pouvant
interagir avec le Laccase expliquerait ’activation d’ABTS. Dans les essais restants, I’activité

du Laccase a été détectée.
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Figure 3.25 Détection de Laccase dans un sol contaminé > C par les HAP



CHAPITRE 4

DISCUSSION

4.1 Pertinence de mycoremédiation

La mycoremédiation semble promouvoir, sous certaines conditions, la décontamination d’un
sol contaminé de friche industrielle. La mycoremédiation nécessite 1’utilisation d’une espece
de champignon particuliére, car ce n’est pas tous les champignons qui produisent les enzymes
spécifiques au substrat visé. Les conditions favorables doivent également étre offertes aux

champignons pour promouvoir leur croissance au sol.

Sur les 53 essais réalisés, 38 ont conduit a la dégradation des HAP par le P. ostreatus. Les
diminutions des taux de contamination ont ¢été observées pour tous les noyaux
benzéniques (Tableau 4.1). Les traitements réalisés avec les bacs de 20 L avec
homogénéisation, avec un apport d’humidité par vaporisation (avec et sans mycélium) et en
sol fortement contaminé en HAP ne semblent pas affecter les capacités de dégradation du

champignon P. ostreatus.

Malgré ces résultats, la variation observée de la contamination au sein des matrices de sols
industriels testés a influencé les taux présentés ci-dessus. Dans les cas ou un méme sol a été
échantillonné a plusieurs reprises pour réaliser des essais, les taux de contamination initiaux
(avant traitement) ont vari¢ de 69,0 % (de 2,3 a 3,3 mg/kg sol) a 49,5 % (de 380 a 767 mg
HAP/kg sol). De futurs travaux de recherche en mycoremédiation devront davantage tenir

compte de cette variabilité intrinseque.
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Tableau 4.1 Echantillons ayant montré une diminution de la concentration de HAP présents
dans le sol

Pourcentage des échantillons (en
Contaminant nombre) ayant observé une diminution
de la contamination
2-HAP 71,7
3-HAP 69,8
4-HAP 50,9
5-HAP 22,6
6-HAP 54,7

Une durée de 21 jours semble suffisante pour démarrer la dégradation des HAP du sol. Les
¢tudes ultérieures devraient élaborer le potentiel de P. ostreatus sur une base temporelle plus
importante, de ’ordre de plusieurs mois. Le ratio «sol: substrat inoculé » devrait étre
maintenu a 2 : 1 en raison du succes récurrent de ces essais. Une durée plus longue pourrait
conduire a la dégradation de la matiére organique en humus, et promouvoir davantage les

microorganismes du sol; cet aspect n’a pas été exploré lors de la présente étude.

4.1.1 Détection enzymatique

Les expériences de détection enzymatique ont confirmé que la croissance de P. ostreatus est
jumelée a la présence de Laccase. Or, les essais confirment uniquement la présence de Laccase
dans 1’échantillon et ne spécifient pas la localisation du champignon (environnement
intracellulaire ou extracellulaire). De plus, les analyses enzymatiques ne permettent pas de
porter un jugement sur la concentration de I’enzyme. Aussi, I’indication de la présence de

Laccase n’offre aucune information sur la dégradation des contaminants par cette enzyme.

Cette ¢étude est la premicre ayant étudié le potentiel de P. ostreatus a dégrader les C10-C50.
Les résultats suggérent qu’un mécanisme de dégradation des C10-C50 existe en présence de
ce champignon. Davantage d’études devraient €tre menées sur la production d’enzymes ayant

la capacité a dégrader les C10-C50. Le P. ostreatus est un champignon lignivore; son
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environnement typique est sur les arbres. Ce champignon excrete une variété d’enzymes pour
dégrader la lignine. Les enzymes catalysent une réaction d’oxydoréduction particulicre.
L’enzyme Laccase est considérée comme responsable de la dégradation des HAP. Aucune
¢tude a ce jour n’a exploré les liens entre le systéme enzymatique de la P. ostreatus et les C10-

C50.

Tel que mentionné précédemment, la présente étude s’est limitée qu’a des détections
enzymatiques. La présence de Laccase et de Lipase a ainsi été confirmée par spectrométrie lors
de certains essais. Cette approche est basée sur la réaction entre I’enzyme et un substrat
particulier qui change 1’absorbance du milieu. Or, le ABTS réagit avec les peroxydases et les
oxydases multi cuivrées (Kadnikovaet Kosti¢, 2002; Rowlandet Niederweis, 2013). Le
Laccase est une enzyme parmi d’autres qui réagit avec I’ABTS. Pour valider la présence de

Laccase et de Lipase, des analyses de transfert de protéines sont nécessaires.

4.1.2 Aspect réglementaire

Autotal, 17 % et 10 % des essais réalisés avec le P. ostreatus ont observé une diminution dans
le taux réglementaire des HAP et de C10-C50 respectivement (D a Cou C a B ou B a A).
L’encadrement réglementaire A, B, C et D contraste avec la diminution des concentrations
totale des contaminants. A partir du moment qu’un contaminant est présent au-dessus d’une
limite, I’échantillon porte cette valeur de classification. Malgré la diminution de la
concentration absolue par P. ostreatus, les traitements ont eu peu d’impact sur les taux de
contamination réglementaire. Les études ultérieures devraient étudier 1’effet du temps (mois,

années) sur les taux de contamination réglementaire.

4.2 Echelle industrielle de mycoremédiation

Croissance
Un des objectifs de cette étude consistait a établir des bases techniques pour mettre en ceuvre
la mycoremédiation a 1’échelle industrielle. Ce travail a ainsi abordé¢ I’étude de la

fonctionnalité de différentes approches pour garantir la présence d’humidité dans le sol et
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assurer la colonisation du champignon au sol. Il semble que les conditions de croissance pour
P. ostreatus requicrent peu interventions sur le milieu. D’autres conditions de croissance, tel

qu’un environnement humide et aéré est essentiel pour la croissance du champignon.

Volume de sol

Les essais réalisés avec des volumes de sol de 20 L ont mis en évidence différents problemes
par rapport a ceux réalisés en faibles volumes (3 L), notamment en ce qui concerne 1’apport
d’oxygene et d’humidité. Les essais de traitement de 20 L ont montré que le champignon a de
la difficulté a croitre dans une masse importante de sol. Pour assurer le cheminement d’air

humide au sol, de multiples puits (orifices) pourraient étre créés a travers la masse de sol.

Développement d’une technologie

La mycoremédiation se classifie comme une technologie biologique qui permet de détruire les
contaminants. Le type d’approche élaboré au cours de la présente étude souligne la pertinence
de la mycoremédiation comme technique ex-sifu. La mycoremédiation est une approche
complémentaire aux autres. La capacité de dégradation des hydrocarbures par les champignons
offre un avantage sur certaines technologies biologiques qui détruisent les contaminants ex-
situ. Les champignons, pouvant dégrader différents substrats incluant certains déchets
industriels, pourraient étre jumelés avec un résidu de support industriel (bran de scie par
exemple) et assurer la décontamination de sol tout en valorisant les déchets. A 1’échelle
industrielle, les paramétres environnementaux et opérationnels de traitement ne sont pas encore
développés. 11 faudra d’abord étudier comment d’éventuels puits (orifices) peuvent contrdler
I’environnement du sol et a quel point le climat et les saisons jouent un réle dans le succes de

la mycoremédation a 1’échelle industrielle.

4.2.1 Comparaison de mycoremédiation aux autres technologies

L’utilisation de champignons semble adaptée pour la décontamination de sols contaminés.
Davantage d’efforts doivent étre mis sur 1’étude des facteurs controlant la colonisation du

champignon dans le sol (taux d’humidité, concentration d’enzymes, environnement



55

extracellulaire). Des recherches fondamentales sur le champignon et son interaction avec son
environnement s’aveérent nécessaires pour mieux comprendre les mécanismes qui gerent le

succes d’un projet de mycoremédiation.

Le développement de technologies apporte de nouvelles connaissances. L’utilisation de
champignons pour dégrader les contaminants du sol ménera a une meilleure compréhension
du réle du champignon dans I’environnement. Cela permettra d’en connaitre davantage sur sa

flexibilité environnementale, étant donné que P. ostreatus n’est pas un champignon de sol.

Les sols contaminés de friches industrielles posent des problémes quant a sa décontamination.
La versatilité du champignon constitue son avantage, mais également sa vitesse de croissance.
Les champignons peuvent également croitre dans des milieux liquides signifiant que d’autres
approches de mycoremédiation peuvent étre envisagées. Ce type de traitement n’a pas été
¢tudié lors de la présente étude. La décontamination des hydrocarbures en phase dissoute
(liquide) par P. ostreatus nécessite certainement des conditions environnementales spécifiques

qui méritent également d’étre étudiées.






CONCLUSION

Les sols contaminés constituent un probléme courant dans la société. Ils posent divers risques
pour la santé humaine et les écosystémes. Les hydrocarbures sont présents dans 70 % des 4195
terrains contaminés répertoriés au Québec. Il existe une variété de technologies pour réhabiliter
les terrains contaminés. Un prétraitement est parfois nécessaire pour réduire le volume de sol

a traiter ou pour transformer la forme dans laquelle les contaminants se trouvent.

Les champignons se distinguent d’autres régnes par la sécrétion des enzymes dans
I’environnement extracellulaire. Cette caractéristique génétique leur procure un avantage
théorique sur d’autres traitements biologiques, qui requiert I’adsorption des contaminants dans
I’environnement intracellulaire. Les champignons produisent des enzymes capables
d’oxyder (dégrader) les hydrocarbures. La présente étude visait principalement a déterminer si
la sécrétion enzymatique de champignons permet de réhabiliter un sol industriel contaminé de

friches industrielles.

Deux familles d’hydrocarbures (HAP et C10-C50) ont été sélectionnées en raison de la
récurrence de leur présence dans les sols contaminés au Québec et dans le monde. Une enzyme
fongique a été attribuée pour chacun des hydrocarbures. L’enzyme Laccase, produite par P.
ostreatus, oxyde les HAP. L’enzyme Lipase, produite par M. rouxii, A. versicolor, et
P. simplicissimum, oxyde les C10-C50. Ces especes de champignons ont été utilisées lors des
essais pour déterminer les capacités fongiques a réhabiliter un sol contaminé. Les champignons
ont ét€¢ développes sur des substrats solides et ensuite homogénéisés avec le sol contaminé
avant traitement. La présence d’enzymes dans le mélange a été vérifiée par des analyses
enzymatiques. Les taux de contamination des sols ont également été mesurés avant et aprés

traitement par le champignon.

Les expériences préliminaires ont déterminé 1’effet du support solide et du champignon sur la
dégradation des contaminants. Les résultats ont montré que le support solide et les

champignons M. rouxii, A. versicolor et P. simplicissimum ne permettent pas d’abaisser le taux
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de contamination des HAP, ni des C10-C50. Le traitement par P. ostreatus a quant a lui conduit
a une dégradation de pres de 45 % des HAP (50 % de la contamination totale, avec baisse du
niveau réglementaire) et des C10-C50 (45 % de la contamination totale, avec baisse du niveau
réglementaire) apres 21 jours. La différence entre les taux de dégradation obtenus apres 21
jours et ceux a 35 jours a été considérée comme négligeable. L utilisation de champignons

morts n’a pas mené a une diminution des taux de contamination.

La stratégie d’échantillonnage lors des essais « ratio sol : substrat inoculé » a certainement
occasionné un biais dans les taux d’enlévement observés, mais cela n’enléve pas le fait que le
champignon a dégradé les contaminants. Le taux d’humidité a également permis d’augmenter
le taux de dégradation lors des essais (jusqu’a 34 % des HAP et 30 % des C10-C50). Ceci
¢tablit que I’humidification des sols constitue un facteur-clef pour le succés de la

mycoremédiation.

Les autres essais de traitement réalisés ont conduit parfois a des diminutions, parfois des
augmentations de taux de contamination apres traitement par P. ostreatus. Jusqu’a 47 % des
HAP ont pu étre ¢liminés d’un sol contaminé > C. Or, cette valeur est statistiquement sans
signifiance en raison de la variabilité du sol contaminé brut (398 a 767 mg HAP/kg sol). 11 faut
ainsi considérer que certaines diminutions observées lors des essais puissent étre davantage

occasionnées par une variabilité dans les résultats qu'un véritable effet de biodégradabilité.

Davantage de recherches fondamentales s’avérent nécessaires pour approfondir les
connaissances sur la sécrétion enzymatique et s’assurer que les enzymes viennent en contact
avec tous les contaminants adsorbés dans les microspores du sol. Il faut également développer
des connaissances sur la croissance du champignon dans le sol et les stratégies lies a son
utilisation, notamment a des échelles industrielles, puisque la production enzymatique varie

selon le niveau de contraintes rencontrées.
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ANNEXE I1

TECHNOLOGIES DE REHABILITATION DES SOLS CONTAMINES

Tableau A-II 1 Les technologies thermiques qui détruisent les hydrocarbures de terrains

contaminés
Situation Nom Description
Un sol chargé de contaminants chemine vers un four a 560°C.
Désorption | En quelques minutes, selon le taux de contamination et les
thermique | propriétés physicochimiques du sol, jusqu’a 95 % des
contaminants peuvent étre dégradés (Colombano et al., 2010).
Un sol chargé de contaminants chemine vers une chambre de
combustion a 1000°C. Les facteurs environnementaux de la
Incinération | chambre de combustion (ex. : température, oxygene,
turbulence) doivent étre contr6lés pour obtenir un taux de
Ex situ destruction de 99,9 % (Colombano et al., 2010).
Le gaz, provenant du sol et chargé de polluants, cheminent vers
une chambre de combustion qui le chauffe jusqu’a 1400°C. Les
Oxydation | facteurs environnementaux (ex. : température, temps de séjour
thermique | dans la chambre de combustion, etc.) doivent étre contrdlés
pour obtenir un taux de destruction de 99,9 % (Colombano et
al., 2010).
Réduction | Les gaz sont chauffés de 800 a 900°C en présence d’hydrogene
thermique | afin de provoquer leur réduction (Colombano et al., 2010)




Tableau A-II 2 Les technologies biologiques qui détruisent les hydrocarbures de terrains

contaminés
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Situation

Nom

Description

In situ

Attenuation
naturelle

Dans la zone saturée, sans intervention humaine, les
contaminants sont dégradés par I’activité microbienne. La
surveillance ponctuelle est nécessaire pour atteindre les
objectifs de la réhabilitation. L’atténuation naturelle peut
atteindre un taux supérieur a 70 % (Colombano et al., 2010).

Biosparging

Dans la zone saturée du sol, de I’air est ajouté par des puits
d’injection pour stimuler la biodégradation. Pour atteindre un
taux de dégradation élevé (> 90 %), il faut une combinaison
favorable des caractéristiques de sol et de contaminants
(Colombano et al., 2010).

Bioventing

Dans la zone non-saturée, de I’air passe a travers le sol par une
série de puits d’injection et d’extraction. Des nutriments sont
ajoutés au sol pour atteindre des taux de décontamination du
sol supérieurs a 90 % (Colombano et al., 2010).

Ex situ

Biopile

Entouré par du béton et une géomembrane imperméable, le sol
contaminé homogénéisé avec un agent de structurant est
exposé€ a des conditions environnementales qui favorisent la
croissance des bactéries pour dégrader les contaminants. La
promotion des conditions de croissance des bactéries permet
d’atteindre un taux de dégradation supérieur a 90 %
(Colombano et al., 2010).
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Tableau A-II 2 Les technologies biologiques qui détruisent les hydrocarbures de terrains

contaminés (suite)

Situation

Nom

Description

Ex situ
(suite)

Bioréacteur
air

Un gaz, provenant du sol et chargé de polluants, chemine a
travers un lit bactérien. Les contaminants rentrent en contact
direct avec les bactéries qui les dégradent. Pour obtenir un
taux de dégradation élevé (90 %), il faut s’assurer que les
bactéries ont acces aux nutriments (Colombano et al., 2010).

De I’eau est passé a travers le sol contaminé pour dissoudre
les contaminants. Ensuite, dans une lagune ou une série de
lagunes construites spécifiquement pour la décontamination,
les microorganismes et les plantes sont mis en contact avec les
eaux chargées de contaminants afin de les dégrader. La
technologie dépend des débits d’eau (et du temps de séjour de
I’eau dans les lagunes) ainsi que de la concentration des
contaminants et des nutriments (Colombano et al., 2010).

Bioréacteur
extensif eau

De I’eau est passée a travers le sol contaminé pour dissoudre
les contaminants. Ensuite,dans une lagune ou une série de
lagunes construites spécifiquement pour la décontamination,
les microorganismes et les plantes sont mis en contact avec les
eaux chargées de contaminants afin de les dégrader. La
technologie dépend des débits d’eau (et du temps de séjour de
I’eau dans les lagunes) ainsi que de la concentration des
contaminants et des nutriments (Colombano et al., 2010).

Bioréacteur
sols

Un sol chargé de contaminants chemine vers un bioréacteur
ou il est homogénéisé avec de 1’eau, des nutriments et de ’air.
Les bactéries, qui peuvent dégrader jusqu’a 99 % des
contaminants, peuvent étre indigénes ou étrangeres
(Colombano et al., 2010).
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Tableau A-II 2 Les technologies biologiques qui détruisent les hydrocarbures de terrains

contaminés (suite)

Situation

Nom

Description

Ex situ
(suite)

Bioréacteur
intensif eau

De I’eau est passé a travers le sol contaminé pour dissoudre
les contaminants. Ensuite, dans un bioréacteur, 1’eau chargée
de contaminants est mise en contact avec les microorganismes
aérobies. Ce contact permet la biodégradation des
contaminants. Pour obtenir un taux de biodégradation

élevé (> 90 %), plusieurs facteurs environnementaux doivent
étre ajustés au profil de contamination : température,
concentration des contaminants, teneurs en nutriments, temps
de séjour et aération. Suite au traitement, un clarificateur
sépare I’eau traitée des boues (Colombano et al., 2010).

Compostage

Du compost est homogénéisé avec le sol contaminé pour
stimuler la biodégradation des contaminants. Un taux de
dégradation aussi élevé que 95 % est réalisable si la
concentration de nutriments, le taux d’humidité et la
température sont favorables (Colombano ef al., 2010).

Landfarming

Les sols contaminés sont ¢étalés selon une mince
couche (inférieure a 30 cm) pour favoriser la biodégradation
aérobie. Un taux de dégradation supérieur a 90 % est atteint
grace a I’ajout des nutriments, au contrdle du pH, de ’humidité
et de la température (Colombano et al., 2010).
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Tableau A-II 3 Les technologies chimique qui détruisent les hydrocarbures de terrains

contaminés

Situation Nom Description

. Dans la zone saturée ou non-saturé, un agent oxydant est mis

Oxydation . _—
. en contact avec les contaminants pour les détruire. Des

In situ ou T . .
réduction catalyseurs sont parfois utilisés pour obtenir des enlévements

¢levés (Jusqu’a 95 %) (Colombano et al., 2010).

Dans un réacteur agité, le sol contaminé est homogénéisé avec
Oxydation | de I’eau et un agent oxydant ou réducteur jusqu’a création
Ex situ ou d’une boue. La réaction chimique transforme les
réduction | contaminants en molécules non-toxiques. Les sols sont

ensuite déshydratés (Colombano et al., 2010).
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Tableau A-II 4 Les technologies qui stabilisent les hydrocarbures de terrains contaminés

Situation Nom Description
Les sols pollués sont ajoutés dans un four pour vitrifier la
. . terre. Les contaminants sont volatilisés, puis interceptés par
Vitrification . . .
un traitement de gaz. Les contaminants peuvent également
étre piégés dans la vitre (Colombano ef al., 2010).
En absence d’oxygene, les sols sont chauffés pour extraire
Pyrolyse ou | les contaminants. Cela fonctionne exactement comme la
thermolyse vitrification/désorption, mais sans oxygeéne (Colombano et
o . n produi fixation introdui 1 r 1
Solidification U ]:o.ordut de Xation est t‘odu’t au sol pour que la
ot stabilisation mobilité des contaminants soit réduite, voire ¢liminée
(Colombano et al., 2010).
Confinement | Une couverture est introduite au sol pour empécher la
par couverture | dispersion des contaminants. La couverture agit comme une
et barriere entre les contaminants, les animaux et les plantes
¢tanchéification | (Colombano et al., 2010).
. Les sols du terrain sont excavés, puis cheminés hors-site
Enfouissement .
pour leur enfouissement (Colombano ef al., 2010).
Ex situ L’approche consiste a encapsuler les sols contaminés pour
Encapsulation | que les contaminants ne causent aucun probléme sur la santé

ou sur I’environnement (Colombano et al., 2010).
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Tableau A-II 5 Méthodes a réduire le volume de sol a traiter

Phase finale
Nom de o
des . Description
. traitement
contaminants
De P’air chaud ou de la vapeur d’eau est injecté puis
Désorption extrait du sol a I’aide des puits. L’air, chargé¢ de
thermique contaminants, est trait¢ par un charbon actif ou un
biofiltre (Colombano et al., 2010).
Un gaz est injecté dans la zone saturée. Ce gaz rentre en
Barbotage contact avec les contaminants et se volatilise. Le gaz
in situ chargé de contaminants est expulsé du sol a I’aide d’un
Gaz puit d’extraction (Colombano et al., 2010).
Cette technologie est fondée sur les propriétés de
volatilisation des contaminants. De 1’air passe a travers
Ventilation de | la zone contaminée a 1’aide des puits d’injection et
la zone d’extraction. Le passage d’air dans le sol volatilise les
non-saturé contaminants. L’air extrait, chargé de contaminants, est
traité pour enlever les contaminants (Colombano ef al.,
2010).
Un puit d’extraction est implanté dans le sol. L’eau
Pompage et . . Ly .
traitement chargée de contaminants est amenée a la surface, puis
traitée (Colombano et al., 2010).
o De I’eau avec ou sans produits ajoutés est injectée dans
Liquide le sol, puis pompée pour un traitement de surface. Les
particules fines de sol sont mélangées avec une solution
Lavage . . , .
extractante pour dissoudre les contaminants. L.’eau doit
étre traitée avant d’étre rejetée (Colombano et al.,
2010).
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Tableau A-II 5 Méthodes a réduire le volume de sol a traiter (suite)

Phase finale

m o
des N.O de Description
. traitement
contaminants
Liquide Pompage- . .
qv . ’p & Un puit extrait le surnageant.
(suite) écrémage
Tri Le sol contaminé est excavé, puis cheminé vers un

Sol " crible & barreaux (bar grizzly) pour isoler le sol
granulométrique ., .
contaminé du remblai.

Le puits d’extraction aspire les polluants sous forme
pur, dissous et gazeux vers la surface ou un systeme les
isole du milieu (Colombano et al., 2010).

Extraction

Pluriphase double phase
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