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Dépollution par biotechnologie génétique :

La bio-atténuation naturelle

dynamisée (Band)

Ne pas utiliser les capacités

de dépollution naturelles du

« bio-réacteur naturel »

d’un site est un gaspillage

des moyens financiers a éviter.
Au moins une partie, voire
Pensemble d’une dépollution
contre les hydrocarbures
(aliphatiques, BTEX, HAP),
phénols, solvants chlorés etc.
peut étre traitée par la Band.
Pour une telle application

il faut comprendre et renforcer
Pactivité du « bio-réacteur
naturel » : le sous-sol méme
du site.
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es traitements microbiologiques in
situ (sans excavations ou pom-
pages) des sols / sédiments et eaux
pollués (terrestres et marins)
étaient jusqu’a présent des aventures hasar-
deuses lorsqu’ils étaient appliqués a
d’autres polluants que les hydrocarbures
aliphatiques (comme les HAP, PCB, sol-
vants chlorés ou produits organo-nitrés,
etc...), qu’il s’agisse de simple percolation
de nutriments en sous-sol et dans les eaux
avec des réussites plutdot médiocres, ou
d’injection de souches bactériennes culti-
vées, le plus souvent sans grand résultat.
Depuis deux ans de nouvelles procédures
de traitement microbiologique in situ des
polluants organiques ont été mises en place
par la dépollution via la bio-atténuation
naturelle dynamisée (Band), c’est a dire
Paccélération de la bio-dégradation naturel-
le des polluants. Celle-ci repose sur 'utilisa-
tion de la PCR (Polymerase Chain Reaction).
En fait, toutes les investigations et appli-
cations de micro-organismes cultivées ne
peuvent pas représenter plus de 10 a 15 % du
total de la micro-flore d’'un sous-sol, les 85 a
90 % des micro-organismes présents dans
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Penvironnement n’étant pas cultivables en
laboratoire.

Or C’est parmi ces derniers que 'on trou-
ve les micro-organismes les mieux adaptés
aux conditions environnementales (hydro-
chimie, géologie, géochimie, minéralogie
etc) et aux pollutions, ce qui incite donc a
utiliser d’autres moyens que I'application des
souches cultivables en laboratoire. Les solu-
tions applicables existent sous forme de bio-
technologie génétique. Il ne s’agit plus de
rechercher des souches individuelles de bac-
téries pour les cultiver et les utiliser, mais
plutot de s’intéresser a leur patrimoine géné-
tique.

L’idée est de quantifier le patrimoine
génétique microbiologique d’un environne-
ment pollué. L’application de la PCR per-
met de déterminer les parties de TADN
(acide désoxyribonucléique) des micro-
organismes responsables de la formation des
enzymes capables de détruire une molécule
polluante (125),

La combinaison de la PCR avec d’autres
tests en laboratoire sur des échantillons de
biomasse, de sols et eaux polluées, permet
d’identifier des meilleures conditions de trai-
tement microbiologique par
Band(6). La Band peut étre
appliquée pour I'étude de fai-
sabilité de dépollution d’'un
site ou remplacer une grande
partie d’'un traitement actif
(par pompage ou excavation
etc...) contre cette méthode
douce. L’application de la
PCR demande des équipe-
ments conséquents en labo-
ratoire, plutot typiques de la
médecine biochimique géné-
tique. Deux laboratoires de
ce type ont été équipés ; un a
Diisseldorf en Allemagne et
un en Normandie (gréce,
entre autres, a des subven-



tions régionales et européennes) en partena-
riat entre un service de biochimie de la Facul-
té de médecine d’une université et les socié-
tés HPC Envirotec en France et Planreal en
Suisse (135),

L’application de cette technologie, dans le
cadre d’une étude de faisabilité technico-éco-
nomique de dépollution par Band d’un site
pollué, nécessite la combinaison de toute une
batterie d’analyses et de tests bio-géochi-
miques, microbiologiques et écotoxicolo-
giques afin de déterminer les meilleures
conditions d’un traitement Band. Cette
étude de faisabilité technico-économique de
la mise en ceuvre de la Band est aussi appe-
lée Bio-Restoration Protocol.

L’application de la Band permet d’éco-
nomiser des millions d’euros lors de la réha-
bilitation d’un site pollué, car elle remplace
partiellement ou complétement des traite-
ments actifs comme I’excavation et traite-
ment des sols, le pompage et traitement des
eaux souterraines etc...

Les polluants pour lesquels cette techno-
logie est actuellement applicable, sont les
hydrocarbures aliphatiques(?), les HAP
(hydrocarbures aromatiques polycy-
cliques)®, BTEX (hydrocarbures mono-
aromatiques) ), solvants chlorés ¢*), PCB
(polychlorobiphényls)?9, produits nitrés!!
15 et amines 19, D’autres produits sont a
Iétude et pourront étre traités par cette tech-
nologie dans les 3 a 5 ans.

Dans tous les cas la non-utilisation de la
capacité naturelle de dépollution du sous-sol
d’un site conduit a un gaspillage. Si elles sont
nécessaires, les mesures de dépollution actives
complémentaires, seront beaucoup moins
onéreuses, que si elles sont lancées a priori.

Le Biorestoration Protocol

Le Biorestoration Protocol a pour objec-
tif de déterminer les conditions d’applica-
tion des techniques de traitements les plus «
soft » possibles et les moins onéreuses
comme la Band.

Les étapes de I'étude de faisabilité sont les
suivantes :

La premiere étape consiste en la réalisa-
tion au laboratoire d’une batterie de tests
spécifiques aux milieux physico-chimiques
et microbiologiques du site pollué par des
produits organiques (hydrocarbures alipha-
tiques, aromatiques, solvants chlorés, etc.).

Suite a la réalisation de tests, des réponses
aux questions suivantes seront trouvées :

— Existe-t-il en sous-sol du site des micro-
organismes capables de détruire les pol-
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La technologie de la Polymerase Chain Reaction a bouleversé le monde de a biochimie
et de la biotechnologie moléculaire ; elle est utilisée par exemple pour le dépistage des
maladies (détection des virus qui se cachent dans le génome). La PCR est trés sensible,
par ex. 1pg d’ADN génomique mutagéne introduit dans un bassin de 2 millions de litres

peut étre détecté par la PCR (soit 0,5 pico-g/L).

Aujourd'hui la PCR est quasiment le seul moyen de prouver une dégradation naturelle
des polluants par des micro-organismes (excepté quelques applications de la fracturation
de certains isotopes), surtout dans le cas de formation des métabolites difficilement
détectables. Ceci est trés important pour écarter le phénomene d'atténuation naturelle
du seul fait d’'une dilution dans les eaux souterraines.

La réaction biochimique de la PCR permet l'amplification des séquences d’ADN utilisant
des « primers-amorces » qui sont spécifiques pour un géne (dans notre cas celui
responsable pour la production des enzymes de dégradation des polluants). La réaction
biochimique se réalise en 3 parties : par exemple 'ADN a double brin est dénaturé a
95°C, les amorces se fixent a 55 °C puis UADN est synthétisé a 72°C. Ce cycle
microbiologique est répété entre 30 et 40 fois.

L'application de la PCR permet une amplification sélective des régions spécifiques d'un
ADN, c'est a dire des séquences d’ADN recherchées (par exemple dans notre cas pour la
recherche des séquences correspondantes a la production des enzymes de dégradation
des polluants). De courtes séquences d’ADN synthétiques complémentaires a ces régions
spécifiques sont ajoutées a 'ADN extrait. Si les séquences spécifiques recherchées sont
présentes (comme celles responsables pour la production des enzymes de dégradation
des polluants), deux nouveaux brins d’ADN seront créés.

La répétition en chaine de la dénaturation et polymérisation d’ADN provoque une
amplification exponentielle des séquences recherchées. Apres 30 cycles d’amplification,
plus d'un million de copies de la séquence spécifique recherchée sont synthétisées.
Ensuite les séquences amplifiées d’ADN sont détectées par l'électrophorése sur gel.

Le résultat d'un test est considéré positif lorsque 'ADN d’une séquence recherchée est
détecté. Dans ce cas la présence des micro-organismes capables de dégrader les
polluants a été prouvée dans des échantillons d’eaux ou des sols d'un site pollué. Ceci
est appliqué de facon sélective pour les différents polluants pour lesquels des « primers-
armorces » spécifiques sont utilisés pour trouver les séquences d’ADN

correspondantes. FK

luants ?

— Quel est le pouvoir actuel de dégradation ¢
— Un traitement actif microbiologique est-
il nécessaire ?

— Quels sont les facteurs inhibiteurs pour la
dégradation microbiologique sur site ?

— Quel est le degré optimal de dégradation
microbiologique réalisable sur le site ?

— La dégradation microbiologique in situ
est-elle une option valable sur le site ?

— Comment et avec quels moyens, la dégra-
dation microbiologique in situ peut-elle étre
effectuée sur le site ?

Les tests appliqués ont pour objectif de
déterminer la faisabilité de la ou des tech-
niques les plus économiques applicables sur
le site parmi les suivantes :

— Bio-atténuation naturelle controlée
(Banc)

— Bio-atténuation naturelle dynamisée
(Band)

— Traitement microbiologique in situ

— Traitement microbiologique On-site

— Traitement Off-site

Environnement & Technique » Novembre 2003« N° 11

— Traitement par des techniques combinées

Les tests effectués sont basés sur des
méthodes écotoxicologiques, microbiolo-
giques, bio-géochimiques, et bien entendu
sur des méthodes biotechnologiques géné-
tiques (comme la PCR), etc. ..

La deuxieme étape consiste en I'exploita-
tion de données spécifiques au site (obtenues
par les tests de la premiere étape) afin d’effec-
tuer des simulations par le BPCM (Bioresto-
ration Protocol Computer Model). Le résul-
tat en est la définition de la faisabilité des
techniques diverses de Bio-restauration.

Origine du Biorestoration Protocol

Le Biorestoration Protocol a été élaboré
par le projet de recherche Orlando ), effec-
tué conjointement par :

— ICI Paints (Grande Bretagne - U.S.A. -
Allemagne),

— HPC Group (France - Allemagne),

— RMIT - University (Australie),

— Kings College- Université de Londres
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(Grande Bretagne),
— Planreal (Suisse).

L’objectif initial de son application était,
dans un premier temps, la réhabilitation des
sites du groupe ICI (pollués par des hydro-
carbures aliphatiques, des BTEX, des HAP,
des solvants chlorés) et par la suite d’autres
sites similaires.

Imperial Chemical Industries (ICI), en
tant qu’industriel, possede des milliers de
sites, et a souhaité développer un outil
d’investigations afin d’examiner les possibi-
lités d’application de I'atténuation naturelle
dynamisée, I'objectif sous-tendu étant de
valoriser le plus possible son patrimoine
immobilier. Le Biorestoration Protocol
comme PEDR(8-25) (évaluation détaillée des
risques) est devenu un outil d’aide a la gestion
immobiliere déja appliqué par ICI sur de
nombreux sites comme a Toronto (Canada),
Hilden (Allemagne), Valenciennes (France),
Sao Paolo (Brésil), etc. ainsi que pour la
dépollution douce des contaminations géné-
rales organiques en environnement.

ATorigine I'équipe du Professeur Mason
du Kings College (Université de Londres) a
recherché les séquences ¢’ ADN des micro-
organismes responsables de la production
d’enzymes capables de détruire les polluants.
Ceci a permis d’appliquer la biotechnologie
génétique pour la recherche des séquences
ADN des micro-organismes d’un site via la
PCR. Cette technologie est maintenant
appliquée en routine sur les sites pollués des
groupes d’industrie chimique ICI et Ruet-
gers Chemicals. Des applications sur d’autres
sites pollués ont débuté pour les groupes
Total et Bosch.

Une équipe de 'Université RMIT de Mel-
bourne a regroupé I'ensemble des tests bio-
technologiques spécifiques aux sites pollués et
a élaboré avec HPC et Planreal un modele
informatique de simulation des scenarii de
réhabilitation basé sur les tests spécifiques du
bio-restoration protocol. Il s’agit du BPCM :
Bio-Restoration Protocol Computer Model,
qui est aujourd’hui appliqué en Europe, en
Asie et sur le continent Américain.
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Figure 1 : Exemple d'une pollution de la nappe phréatique par le TCE (Trichloréthyléne)
et zonage des paramétres bio-géochimiques des accepteurs d'électrons
utilisés par des microorganismes de dégradation des polluants.

La démarche du Biorestoration
Protocol

Décrire la totalité du Biorestoration Pro-
tocol est impossible en quelques pages.
Néanmoins, les étapes suivantes décrivent
ses principes d’application O sur le « réac-
teur naturel » présent sur un site pollué :

Prélevements des sédiments, des eaux ou
des sols sur le site

Pour une application du Biorestoration
Protocol sur les sols et les eaux, des préleve-
ments sont nécessaires sur les sites pollués.
Des « frogs » (préleveurs passifs spécifiques
permettant la colonisation par des micro-
organismes d’un site sous forme de biomas-
se) sont mis en place pendant 3 a 4 semaines
dans des puits ou piézometres. Ensuite les
analyses génétiques et microbiologiques
(PCR etc.) pourront étre réalisées sur la bio-

masse des eaux souterraines ou le sol du site.

Tests génétiques par PCR

Les analyses par PCR sur la biomasse pré-
levée servent a quantifier le potentiel géné-
tique microbiologique de dégradation des
polluants sur site. La PCR nécessite une
bonne connaissance des séquences ¢’ ADN
pour les enzymes spécifiques aux divers pol-
luants. Il s’agit d’un savoir-faire qui n’est pas
facilement divulgué par les laboratoires.

Tests de minéralisation

Les tests de minéralisation sont effectués
pour quantifier la métabolisation réelle par
les micro-organismes. Une minéralisation
totale est effectuée quand I'ensemble des pol-
luants organiques est transformé en CO, (en
milieu aérobie) ou CH, (en milieu anaéro-
bie). Les tests sont effectués par 'application
des polluants d’intérét ayant un marquage

HPC ENVIROTEC

- SITES POLLUES -

Spécialiste des solutions relatives au domaine des sites pollués en Europe et Outre-Mer (72 agences)
afin de répondre aux attentes des collectivités, des industriels et des sociétés immobilieres.

Nos services incluent :

e Investigations et Evaluation Simplifiée des Risques (ESR)

o Evaluations Détaillées des Risques (EDR),
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radioactif C!* et mesure par scintillation
des isotopes C*0O, ou C!H,, C!,Hg
d’origine des polluants.

Challenge test

Le challenge test est utilisé afin d’identi-
fier le maximum de concentration en pol-
luants supportable pour les micro-orga-
nismes tout en conservant une activité de
dégradation.

Respiration test

Le Respiration test donne des informa-
tions sur la dynamique de métabolisation des
polluants vers le CO, ou le CH,,. Il sert a déter-
miner le bon paramétrage du contrédle sim-
plifié par des gaz du réacteur naturel du site.

Micro cosmos study

Le développement de la culture des
micro-organismes est testé sous des condi-
tions physico-chimiques différentes (pH, Eh,
accepteurs d’électrons, etc.).

Analyse des parameétres bio-géochimiques

L’analyse des paramétres bio-géochi-
miques sur site se concentre surtout sur les
accepteurs d’électrons comme I’O,, le NOj,
le SO,%, le ratio Fe?* / Fe**, etc. pour bien
identifier les capacités de dégradation micro-
biologique en dépendance des parametres
analysés et du pH et Eh (potentiel redox) du
milieu.

Tests écotoxicologiques

L’objectif des tests écotoxicologiques est
de déceler les parametres génant la dégrada-
tion microbiologique. Par exemple des tests
écotoxicologiques apres un stripping des
échantillons indiquent sile parametre génant
est une substance volatile. Des tests écotoxi-
cologiques sur les résidus métalliques d’un
échantillon indiquent si le parametre génant
pour les micro-organismes consiste en un
ou plusieurs métaux lourds, etc. 17

Dans ce cas, une stabilisation microbio-
logique i situ est planifiée, par exemple pour
transformer par des bactéries, le plomb
soluble en sulfate de plomb insoluble ou
I'arsenic III-valent mobile en V-valent
immobile.

Les tests écotoxicologiques sont effectués
par des bactéries du sol du type pseudomonas
ou coli génétiquement modifiées pour pro-
duire la Luciferase (enzyme responsable de la
production de lumiere).

Ces micro-organismes ont été élevés pour
l'application en laboratoire dans le cadre du
projet Orlando . I’avantage par rapport
aux tests écotoxicologiques classiques du

DEpolltion des sols

type Microtox vient du fait qu’il s’agit d’une
application de bactéries typiques du sol et
non pas de bactéries marines qui ne sont pas
réellement significatives pour les études sur
les sols pollués. Les tests écotoxicologiques a
'aide de bactéries marines sont utilisés dans
le cadre des pollutions marines et cotiéres.

Analyses physico-chimiques

Les analyses physico-chimiques sont
effectuées afin de connaitre les concentra-
tions exactes en polluants et leurs métabo-
lites ou produits de dégradation abiotique
(hydrolyse, etc.). Le fait que les métabolites
sont souvent des produits polaires nécessite
la réalisation d’analyses par GC-MS (chro-
matographie gazeuse — spectrométrie de
masse) avec des procédures préalables de
dérivation (estérification, éthérification, syla-
tion, etc.).

BPCM - Biorestoration Protocol Compu-
ter Model

L’application du BPCM nécessite 'obten-
tion préalable des résultats des étapes du Bio-
restoration Protocol, pour que la simulation
des scenarii de dégradation naturelle ou ren-
forcée (dynamisée) soit spécifique au site.

L’objectif de I'application du BPCM est
d’effectuer :

— Une cartographie des délais par atténua-
tion naturelle de dégradation des polluants
jusqu’au niveau souhaité,

— La détermination des zones ol une atté-
nuation naturelle dynamisée est applicable,
des moyens et du temps de traitement néces-
saire,

— La détermination des zones oi1 un traite-
ment microbiologique in situ (par exemple
avec un apport de micro-organismes) est
nécessaire,

— La détermination des zones qui nécessi-
tent des traitements actifs (on-site, off-site),
la ou1 la présence des polluants est la plus
forte (source des pollutions),

— La définition des mesures nécessaires en ce
qui concerne les changements des milieux
physico-chimiques et microbiologiques
(nutriments, accepteurs d’électrons, pH, Eh,
etc.) pour une application de latténuation
naturelle dynamisée.

Ces mesures simples sont par exemple la
mise en place de murs bio-réactifs ou 'appli-
cation des produits du type ORC (oxygen
released compounds) ou HRC (hydrogen
released compounds) comme par exemple le
peroxyde de magnésium (MgO, modifié ),
etc.

La définition des mesures de controle
(monitoring) est nécessaire afin d’assurer un
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maximum d’efficacité du traitement comme

par exemple par la Band et pour assurer
absence de risques.

Ceci est possible par la réalisation de pré-
levements et analyses périodiques ou on-line
en temps réel qui pourraient étre couplés
avec un logiciel d’EDR-Santé (évaluation
détaillée des risques) (18225 en temps réel.
Le monitoring du bon fonctionnement du
réacteur naturel dynamisé et de 'absence des
risques peut étre suivi par un poste de com-
mandement centralisé qui permet des inter-
ventions automatiques.

Ce type d’application de la Band est
méme possible aprés un accident ou apres
la vente d’un terrain et d’une utilisation plus
sensible qu’industrielle car ce monito-
ring/EDR—on-line prouvera efficacité et
Iabsence de risques. Ce principe est possible
grace a l'utilisation de détecteurs (spectro-
scopie laser, etc.) et Pacquisition de données
en temps réel qui permet des interventions
interactives.

L’ensemble d’une étude de faisabilité
technico-économique du bio-restoration
protocol permet :

— La détermination des zones nécessitant
des traitements actifs et de zones traitables
par des méthodes douces (passives).

— Le controle de la bio-atténuation naturel-
le au cours de son application dans le cadre
de la réhabilitation d’un site pollué (terrestre
ou marin).

— L’application de campagnes de tests et
analyses du cotit économique pour rempla-
cer une dépollution lourde et colteuse par
un traitement doux controlé (atténuation
naturelle avec ou sans dynamisation).

— D’assurer la bonne surveillance du trans-
fert des polluants et des risques potentiels.
— De prouver que la bio-atténuation natu-
relle utilisée comme méthode de traitement
des sites est applicable et fiable dans le cas
d’un bon contrdle qui permet une interven-
tion éventuelle dans le cadre d’'une parfaite
maitrise du réacteur naturel : sous-sol.

28
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L’objectif final
est Papplication des
meilleures condi-
tions de la Band
pour dégrader, par
la voie microbiolo-
gique naturelle, les

polluants a wune

vitesse maximale
afin de limiter les
traitements prolon-
gés et coliteux. Le
but est surtout
d’économiser sur les
temps de traitements actifs qui s’avérent trop
onéreux. ll
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