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Contexte: Remédiation des sites & sols polluées

En Europe:

PAH
10.9%

Cyanides
1.1%

Phenols
1.3%

Sites contaminés: 342 000
Sites potentiellement contaminés:
2,5 millions sur 38 pays européens (Panagos et al., 2013)

En France:

Nombre de sites
Basol par canton

37

[t (source: BASOL) 0 5 100kn

Source : Meddtl, DGPR {Basol au 16 novembre 2011),2011.

Région Nord-Pas de Calais: 581 sites pollués répertoriés:
13% des sites recensés en France.

1¢% place avec la Région Rhone-Alpes qui recense 613 sites
(13,7 % des sites frangais).




Polluants Organiques (PO)

Hydrocarbures Aromatiques Dioxines
Polycycliques (HAP)
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Champignons saprotrophes

AN

Eucaryotes
Ubiquistes dans les écosystemes terrestres

Mycélium constitue d’hyphes: permet la prospection d’'un
grand volume de sol avec un ratio surface/volume important

Réseau filamenteux tridimensionnel
Reproduction: sexuée et asexuée (spores)
Métabolisme chimiohétérotrophe et diversité métabolique

AN

AN




Diversité de communautés fongiques

Wood-decaying Fungi

Phanerochaete
Phlebia
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Mycorrhizal Fungi

Litter-decomposing Fungi

Champignons lignolytiques,
agents de la pourriture blanche

Bjerkandera sp.
Basidiomycota - Aphyllophoromycetideae —
Polyporales - Hapalopilaceae

Trametes sp.
Basidiomycota - Aphyllophoromycetideae -
Polyporales - Polyporaceae




Définitions

Photoorganohétérotrophie
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Démarche scientifique

v" Paramétres limitant la bioremédiation fongique des polluants organiques:
» Biodisponibilité
» Amorcage de I'oxydation

v" Etapes liées a la biodégradation des PO en sol:
» Augmentation de la solubilité des HAP en phase aqueuse
» Incorporation des HAP a l'intérieur des cellules
» Mécanismes impliques dans la dégradation des polluants
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Démarche scientifique

Prelev?r.nen.t % |solements Sélection d’isolats selon
. caragterlsatlon fongiques et leurs capacités de
d echannlllons de sols E> constitution ':> deégradation
h|sto.r|q’uement d’une mycothéque des polluants
contaminés en HAP

Milieu
Sol :: Minéral

Expériences de
bioaugmentation Etude des mécanismes impliqués
en microcosmes de sols dans la dégradation du polluant
historiquement <:| chez Fusarium solani
contaminés en PO et autres souches fongiques
(HAP, Dioxines)
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Echantillonnage de sols historiquement contaminés

Sites Ateliers Francais pour
I'Innovation et la Recherche

Ensemble de sites frangals ‘constituant un
dispositif venant en support de la R&D en
matiere de gestion des sols, tant vis-a-vis de
la politique nationale en la matiere, que pour les
initiatives individuelles de porteurs de projets.

Chaque site, représentatif d'une problématique
en lien avec le territoire et les attentes des
parties prenantes, accueille des projets R&D
qui participent a la recherche de solutions, en
lien avec les questions de recherches posées
dans le cadre d’'un cahier des charges.
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Pollution sols: HAP
Parcelle Dépét de bus 1930-2006
Parcelle Usine a Gaz 1878-1958
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Pollution sols Dioxines | et
UIOM 1968-1998
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Krigeage
otal équivalent toxique p_sec (ng/kg) mew Elevée : 18,7777
© 489-624 i

L Faible : 5,65225
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266.8+ 37,1

67,6 +3,2

PCDDIL (I-TEQ ng/kg)

24,3 +42

5,1+ 0,04
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Isolement de champignons saprotrophes

(L
» Sols historiquement contaminés (en HAP ou Dioxines) du Nord de la France
» 4 origines industrielles : usine a gaz, dépdt de bus, site de traitement du bois, UIOM
» Caractérisation pédologique des sols
» Caractérisation de la contamination : 16 HAP de la liste de 'US EPA, Dioxines

|dentification des isolats:

Inoculation directe Suspension/Dilution > par microscopie optique
» par biologie moléculaire

20



Mycotheque ULCO UCEIV Dunkerque

21



Isolement de champignons saprotrophes

Mortierella alpina

Penicillium canescens

Cladosporium cladosporioides

Haematonectria haematococca

Pseudallescheria sp.

Fusarium solani

Davidiella allicina

Zygomycota
Mucoromycotina, Mortierellales, Mortierellaceae

Ascomycota
Pezizomycotina, Eurotiomycetes, Eurotiomycetidae, Eurotiales, Trichocomaceae

Ascomycota
Pezizomycotina, Dothideomycetes, Dothideomycetidae, Capnodiales, Davidiellaceae

Ascomycota
Pezizomycotina, Sordariomycetes, Hypocreomycetidae, Hypocreales, Nectriaceae,

Haematonectria

Ascomycota
Pezizomycotina, Sordariomycetes, Hypocreomycetidae, Microascales, Microascaceae

Ascomycota
Pezizomycotina, Sordariomycetes, Hypocreomycetidae, Hypocreales, Nectriaceae

Ascomycota
Pezizomycotina, Dothideomycetes, Dothideomycetidae, Capnodiales, Mycosphaerellaceae
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Pourcentage de dégradation du benzo[a]pyréne apres 7 jours
d’incubation en milieu minéral par les différents isolats fongiques

Rafin et al. 2013 ESPR 24
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Identification des métabolites de dégradation du BaP
par Fusarium solani

0035, D

0.030 A O
031 0.025 | O ‘
3 @
g S 0020 |
£ 02 £ -
2 2 0.015 | 080s
< ©
0.1 0.010 A
0.005 H
~
0.0 0.000 i T T T !
200 220 240 260 280 300 320 340 200 250 300 350 400 450

wavelenght (nm) wavelenght (nm)

A : 1,6-benzo[a]pyrene quinone, B : 3,6-benzo[a]pyrene quinone
C : metabolite with UV spectrum similar with dibutylphthalate
D : 6-hydroxybenzo[a]pyrene sulfate

Veignie et al. 2002 Polycyclic Aromatic Compounds; Rafin et al. 2006 New Frontiers in Environmental Research 21



Relations: physiologie de Fusarium solani , écologie

et compeétences

pour la dégradation du BaP
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Rafin et al. 2006 New Frontiers in Environmental Research
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Nouvelles voies metaboliques de degradation du BaP
1
\\\‘ ;

par Fusarium solani

Compétence cellulaire

Enzymes? ROS ?
Production ’ERO
lors de chocs oxydatifs:
Germination
Mort cellulaire fongique (autolyse)
2
WQ 0 xrhside
Phenol

/mﬂe Oxide \
?.&5“ 0“
in P
n <Loxidases, ose trans- Dihydrodol
P
irdumaﬁe X Lacoases
Hydrocarbon PAH-Quinongs ———————Jjm= F“I'Iﬂ Fission Products —a CO.

Rafin et al. 2006 New Frontiers in Environmental Research 29




De nombreux champignons saprotrophes telluriques sont capables
d'absorber des HAP. Cette photographie de microscopie montre
Iincorporation du benzo(a)pyrene (fluorescence bleue), composé de cing
cycles benzéniques, dans les cellules fongiques de Fusarium solani.

Fayeulle et al. 2014 ESPR 30
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O Coniothyrium 8 Fusarium

60 60 60

50 50 50
g 40 c 40 5 40
= 2 B
g 30 8 B 30
2 B 20 5
3 20 -g 2 'O\E 20 -

10 4 ) 10 4

10 -
01 — 04 -
g T X 5 5 g
HAP 3 cycles : Cl 49 mg/kg soil HAP 4 cycles: Cl 305 mg/kg soil HAP 5-6 cycles : Cl 438 mg/kg soil

v Concentration initiale totale CI: 794 mg /kg soil
v" 30 jours d’incubation
v" Inoculation: mycélium de Coniothyrium sp. (™) et Fusarium sp. (H)

Potin et al. 2004 International Biodeterioration & Biodegradation 32
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Désorption des POP:

Deux homopolymeres de D-glucose :
Amylose

%W%H
Amylopectine /w %

4 HOH

“M
W HOH
H HOH

H H HOH

OoH Ho
OH
o7y H HOH
OH

oy H
o

Intérét de I'amidon: S on
v"Abondant

v’ Issu de bioressources renouvelables

v" Peu onéreux

v Biodégradable

v" Bonne réactivité chimique

Rosu et al. Carbohydrate Polymers 2011, 2013; Delsarte et al. 2015, submitted 35
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Syntheses et caracterisation d’amidons modifiés

Groupement alkyl —— Stimuler la désorption des POP

=@

Groupement chargé ——»  Augmenter sa solubilité

Amidon natif 4 Butanesultone 4 Anhydride

succinique

— Amidon diakylé

Caractérisatio
structure chimique

* Spectroscopie RMN H + FTIR
* Microscopie photonique

Caractérisation des propriétés
physico-chimiques

* Solubilité aqueuse

e Désorption du BaP  par
spectroscopie de fluorescence
moléculaire

Rosu et al. Carbohydrate Polymers 2011, 2013. Delsarte et al. 2015, submitted
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Syntheses et caracterisation d’amidons modifiés

300
250

200 ~P4

150 I

100 . M4

M1

50

M2 m

Transfert en phase aqueuse du BaP (en pg/L)

0 20 40 60 80 100 120 140 160 180
Solubilité aqueuse de I'amidon (en g/L)
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Perspectives R & D

v" Couplage oxydation chimique versus oxydation biologique
v" Augmentation progressive d'échelle et transfert technologique

v Transferts a d’autres polluants organiques, a d’autres écosystémes (eaux, sédiments,
autres matrices)
v Potentialités des micro-organismes pour des applications environnementales: meilleure

connaissance de la diversité des champignons saprotrophes, de leurs fonctionnements et
de leurs interactions avec les autres organismes dans des écosystemes perturbés

v Réhabilitation des sites & sols pollués, reconquéte des friches industrielles et urbaines
dans un souci de diminution des risques pour la santé humaine et les écosystemes,
valorisation de matrices/matériaux/déchets contaminés

v R &D: Essor des écotechnologies et en particulier des biotechnologies fongiques

40



OXYDATION BIOLOGIQUE:
Production d’ERO lors de stress oxydatifs dans les cellules fongiques

Réaction de Fenton /

H,0, + Fe?* > OH®+ OH- + Fe¥*

H,0,/Fe=14a10

OXYDATION CHIMIQUE:
Procédés d’oxydation avancée (AOP)
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Perspectives R & D

DE LA BIODEGRADATION

Phénomene naturel basé sur les capacités des micro-organismes a transformer
partiellement ou totalement des molécules organiques complexes en métabolites, allant
parfois jusqu’a la production de CO, et d'H,0O (Minéralisation)

A LA BIOREMEDIATION

Procédé biotechnologique.

Utilisation intentionnelle de la diversité du métabolisme des microorganismes pour
dégrader des substances polluantes
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Perspectives R & D

2. L’ECHELLE 1:1
ex situ : biotertre, andains
in situ

DU LABORATOIRE
(microscosmes de sol)

Stockage tampon intermédiaire
de terres polluées

Tri des terres

Nutriments S terres ‘
Oxygéne Homogénéisation | =
bactéries 408

Biodégradation Couverture imperméable des gaz
- . Dalle étanche
Drains pour //
] ventilation Pente
brgm

Collecteur des effluents
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Perspectives R & D

Nécessité d'une synergie entre les différents acteurs
ﬂﬁ’ es acteurs
i financiers
réglementaires

’&}% "Q

opérationnels de
Ia rehabilitation
(Ingénierie, travaux)

a SOCIété civile
(Chercheurs, Citoyens,
Collectivités, Territoires)
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Questions & réponses
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