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AVANT-PROPOS

A I’automne 2018, j’ai effectué un retour aux études aprés quelques années au poste
de soutien aux opérations au sein de la compagnie ECRC-SIMEC, organisme d’intervention
accrédité a intervenir lors de deversements pétroliers dans la voie maritime du Saint-Laurent.
J’ai participé a des interventions impliquant plusieurs types d’hydrocarbures pétroliers
(diesel marin, pétrole brut, diverses huiles) et ce, au sein de différents environnements cotiers
et fluviaux. Ces expériences m’ont aidé a développer une solution innovante et
complémentaire aux méthodes d’intervention en place, afin d’améliorer la récupération des

hydrocarbures résiduels dans les milieux cétiers lors de cette maitrise.

Durant cette maitrise, j’ai mené les expériences en laboratoire a ’'UQAR-ISMER.
J’ai assisté aux analyses réalisées par le CRBM (Centre de Recherche sur les Biotechnologies
Marines) et j’ai effectué¢ moi-méme les analyses réalisées au SEREX (Service de recherche
et d’expertise en transformation des produits forestiers).

De plus, j’ai participé & une mission scientifique hivernale a bord du brise-glace de
recherche NGCC Amundsen ou un journaliste du Devoir m’a rencontré pour la rédaction

d’un article (https://www.ledevoir.com/societe/science/548123/la-bacterie-mangeuse-de-

petrole) et qui a mené a une entrevue a Radio-Canada Ici Premiére (https://ici.radio-

canada.ca/premiere/emissions/dessine-moi-un-

dimanche/segments/entrevue/107404/odyssee-saint-laurent-ugar-cratere-methane-

amundsen). J’ai aussi participé au forum québécois en la science de la mer et a la rencontre
annuelle du collectif de recherche appliquée aux bioprocédés et a la chimie de

I’environnement avant le début de la pandémie Covid-19.
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RESUME

Lors de déversements pétroliers cdtiers, I’efficacité des techniques d’intervention est
principalement limitée par 1’épaisseur de la nappe de pétrole. Lorsqu’elle n’est qu’une fine
couche iridescente, la récupération des hydrocarbures résiduels devient colteuse étant donné
les quantités importantes d’eau huileuse collectées. La biodégradation du pétrole par les
microorganismes hydrocarbonoclastes est alors 1’ultime voie d’élimination des
hydrocarbures et est nettement diminuée en conditions hivernales. Ce travail vise a
développer un adsorbant pétrolier novateur permettant la prolifération de bactéries
hydrocarbonoclastes afin de stimuler la dégradation des hydrocarbures.

Le premier objectif est de confirmer la présence de bactéries hydrocarbonoclastes dans
I’estuaire maritime du Saint-Laurent en conditions hivernales par des analyses de
metabarcoding. Cette étude a identifié onze genres bactériens hydrocarbonoclastes. Le
deuxiéme objectif est de démontrer le potentiel d’un biochar, issu de la pyrolyse de biomasse
forestiere, enrichi par un hydrolysat de maquereau (peuplier450-EN) comme agent de
bioremédiation du pétrole brut Heidrun. Cette maitrise propose un protocole permettant de
déterminer la capacité intrinséque d’adsorption du pétrole par le biochar. Le potentiel
adsorbant de six biochars bruts (épinette blanche, peuplier faux-tremble et biomasse
forestiere confondue) pyrolysés a 400°C et 450°C a été déterminé et ils sont tous similaires.
Le biochar de peuplier pyrolysé a 450 °C (peuplier450) posséde une capacité d’adsorption
intrinséque du pétrole de 0,83 + 0,04 g de pétrole /g de biochar et le biochar peuplier450-EN
de 0,53 + 0,16 g/g. Une expérience de bioremédiation in vitro du pétrole Heidrun par la
souche bactérienne hydrocarbonoclaste Alcanivorax borkumensis a permis de comparer
I’effet des biochars peuplier450 et peuplier450-EN sur les taux de biodégradation. Les ratios
diagnostiques n-Ciz/pristane et n-Cig/phytane ont démontré une biodégradation similaire
pour ces deux biochars. La biocolonisation des grains de biochar a été visualisée par
microscopie a balayage électronique. Ces biochars permettent la croissance bactérienne a
leur surface et dans leurs interstices.

Ainsi, I'utilisation du biochar peuplierd50 permettrait un retrait des hydrocarbures
résiduels et contribuerait a ’atténuation naturelle d’un déversement pétrolier. Un tel
adsorbant serait un atout pour la gestion des déversements pétroliers en milieux cétiers
comme la voie maritime du Saint-Laurent.

Mots clés : Biochar, coproduits de transformation du bois, Alcanivorax Borkumensis,
biostimulation, biodégradation, pétrole brut, hydrolysat de maquereau, adsorbant pétrolier,
capacité d’adsorption intrinséque, bactéries hydrocarbonoclastes



ABSTRACT

In coastal oil spills, the effectiveness of response techniques is mainly limited by the
thickness of the oil slick. When it is only a thin iridescent layer, the recovery of residual
hydrocarbons becomes costly given the large amounts of oily water collected. The
biodegradation of petroleum hydrocarbons by hydrocarbonoclastic microorganisms is then
their ultimate route of elimination and is markedly reduced in winter conditions. This work
aims to develop an innovative petroleum adsorbent allowing the proliferation of
hydrocarbonoclastic bacteria to stimulate the biodegradation of hydrocarbons.

The first objective is to confirm the presence of hydrocarbonoclastic bacteria in the
Lower St. Lawrence Estuary under winter conditions by metabarcoding analysis. This study
identified eleven hydrocarbonoclastic bacterial genera. The second objective is to
demonstrate the potential of a biochar, derived from wood pyrolysis, enriched with mackerel
hydrolyzate (poplar 450-EN) as a bioremediation agent for Heidrun crude oil. This paper
proposes a protocol to determine the intrinsic oil adsorption capacity by the biochar. Thus,
the adsorbing potential of six biochars (white spruce, poplar and combined forest biomass,
pyrolyzed at 400 °C and 450 °C) was determined and they are all similar. Poplar biochar
pyrolyzed at 450 °C (poplar450) has an intrinsic oil adsorption capacity of 0.83 £ 0.04 g
crude oil / g biochar and the poplar450-EN of 0.53 £+ 0.16 g/g. An in vitro bioremediation
experiment of Heidrun crude oil by the hydrocarbonoclastic bacterial strain Alcanivorax
borkumensis allowed to compare the effect of poplar450 and poplar450-EN biochars on
biodegradation rates. The diagnostic ratios n-Ciz/pristane et n-Cig/phytane showed similar
biodegradation for these two biochars. The visualization of the biocolonization of biochar
grains by scanning electron microscopy indicates that these two biochars allow bacterial
growth on their surface and in their interstices.

Thus, the biochar poplar450 allows the removal of residual hydrocarbons and
contributes to the natural attenuation of an oil spill. This adsorbent would be an asset for the
management of oil spills in coastal environments such as the St. Lawrence Seaway.

Keywords: Biochar, wood processing by-products, Alcanivorax Borkumensis,
biostimulation, biodegradation, crude oil, mackerel hydrolyzate, petroleum adsorbent,
intrinsic oil adsorption capacity, hydrocarbonoclastic bacteria
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INTRODUCTION GENERALE

Le systeme du Saint-Laurent, reliant les Grands Lacs a I’océan Atlantique, est la plus longue
voie maritime du globe et génére plus de 30 G$ US de revenus commerciaux pour le Canada
et les Etats-Unis (Martin Associates 2011). Le transport maritime sur le fleuve Saint-Laurent
est un enjeu économique, social et environnemental particulierement important.
Annuellement, plus de 800 pétroliers naviguent sur ces eaux et 110 millions de tonnes de
marchandises sont transportées au Québec par les navires commerciaux (SODES 2015 ;
Innovation Maritime 2014). Ce fleuve est un patrimoine culturel intangible de grande valeur
pour la société québécoise, tout en ¢tant 1’hdte de nombreux écosystémes hautement
diversifiés (Archambault et al., 2017). Le systeme du Saint-Laurent est composé de plusieurs
sections hydrographiques, dont I’estuaire maritime du Saint-Laurent (EMSL) illustré a la
figure 1. L’EMSL est un écosystéme subarctique possédant une forte productivité et
biodiversité grace a la variabilité annuelle des conditions océaniques et climatiques de la
région. Cette saisonnalité induit des variations importantes de la température de 1’air, soient
d’une température minimale moyenne de -11,5 °C en janvier et d’une température maximale
moyenne de 24,6 °C en juillet (Environnement Canada 2017). Les températures froides
permettent la formation d’un couvert de glace débutant normalement a la mi-décembre et se
terminant a la mi-avril (GENIVAR 2013).

L’EMSL et le golfe du Saint-Laurent font partie des zones les plus a risque d’un déversement
pétrolier majeur au Canada et ces probabilités augmentent en présence de glace
(Gouvernement du Québec 2015 ; GENIVAR 2013). En conditions hivernales, un manque
relatif a la capacité d’intervention en cas de déversements pétroliers a été soulevé lors de
I’évaluation environnementale stratégique sur la mise en valeur des hydrocarbures dans les
bassins d’Anticosti, de Madeleine et de la Baie-des-Chaleurs (GENIVAR 2013). De plus, ce

rapport indique aussi une lacune sur I’état des connaissances de cet écosystéme en hiver.
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Figure 1: Sections hydrographiques du fleuve Saint-Laurent (plan d’action Saint-Laurent
2012)

TECHNIQUES D’INTERVENTION EN CAS DE DEVERSEMENTS PETROLIERS
COTIERS

Au Québec, les plus récents déversements pétroliers maritimes d’envergure étaient d’origine
terrestre. En 2013, la compagnie Cliff Ressources Naturelles a déversé 145 000 L de mazout
lourd, dont au moins 5 000 L se sont écoulés dans la baie de Sept-iles (figure 2). En 2014,
un oléoduc de la compagnie Hydro-Québec a libéré 100 000 L de diesel dans le port de Cap-
aux-Meules, aux lles-de-la-Madeleine (Radio-Canada 2016). Le succes des efforts de
nettoyage dépend d’une panoplie de facteurs tels que le type d’hydrocarbures déversés,
I’emplacement et I’ampleur du déversement, les conditions météorologiques et les
réglementations en vigueur (Prendergast et Gschwend 2014). Le comportement et le devenir
d’une nappe de pétrole dans 1’environnement marin sont intimement liés a ses propriétés
(densité relative, caractéristiques de distillations, pression vapeur, viscosité et point
d’écoulement), elles-mémes dépendantes de la composition chimique du pétrole (ITOPF
2011a). Plusieurs processus biologiques et physico-chimiques affectent la nappe de pétrole :



I’étalement de la nappe, I’évaporation, la dissolution, la photo-oxydation, la dispersion,
I’émulsification, la biodégradation, 1I’adsorption sur les particules en suspension menant a la
sédimentation et a la formation de balles de goudron « tar ball » (Nikolopoulou et Kalogerakis
2009).

Figure 2: Opérations de nettoyage d’un déversement de mazout dans la baie de Sept-Tles a
I’aide d’estacades et de boudins adsorbants (La Presse 2013)

Le degré d’altération d’une nappe de pétrole par les processus biologiques et physico-
chimiques implique 1’élaboration de différentes stratégies d’intervention. Les techniques
d’intervention peuvent étre classifiées entre trois catégories : mécanique, chimique/physique
et biologique (figure 3) (EPA 2017 ; Prendergast et Gschwend 2014). Au Canada, les
techniques d’intervention mécaniques sont priorisées afin de confiner, récupérer et nettoyer

un déversement (Environnement Canada 2014).
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Figure 3: Techniques d’intervention employées lors d’un déversement pétrolier extracotier
et cOtier (Mapelli et al., 2017)

Techniques d’intervention mécaniques

Les techniques mécaniques incluent principalement 1’utilisation d’estacades, d’écrémeurs et
d’absorbants de polypropyleéne, disponibles en plusieurs modeles, afin de répondre aux
différentes conditions lors de déversements pétroliers (Mapelli et al. 2017 ; Gouvernement
du Canada 2015). Les estacades produisent 1’effet d’une barri¢re flottante permettant de
confiner la nappe de pétrole, de la diriger en un point stratégique pour la récupérer ou de
protéger des environnements écologiquement ou économiquement sensibles (ITOPF 2011b).
Les écrémeurs permettent de retirer le pétrole de la surface de 1’eau et leur performance est
directement liée au taux de rencontre avec les hydrocarbures. Le taux de rencontre se
caractérise par la quantité de pétrole disponible a la récupération dans un temps spécifique et
est principalement limité par 1’épaisseur de la nappe d’hydrocarbures (Al-Majed et al., 2012 ;
ITOPF 2012a). Les colts d’opérations relatifs a I’entreposage et a 1’élimination de 1’eau
huileuse augmentent lorsqu’un écrémeur est peu efficace di au volume important d’eau

contaminée récupérée. La démobilisation de ce type d’équipement a lieu bien avant que le



déversement soit entierement nettoye, puisque le taux de rencontre diminue de maniére
similaire a la quantité de peétrole a la surface (ITOPF 2012a). Le retrait passif des
hydrocarbures se réalise a 1’aide d’adsorbants de polypropyléne qui sont a la fois
oléophiliques et hydrophobes (Environnement Canada 2014). Les adsorbants flottent a la
surface de la nappe de pétrole et retirent les hydrocarbures de 1’eau par adsorption. Leur
utilisation excessive augmente les colits d’opérations en raison d’une logistique plus
complexe afin d’éviter la contamination secondaire lors de la récupération des adsorbants et
de leurs éliminations. Ils sont généralement priorisés a la fin d’une intervention en
complémentarité aux écrémeurs (ITOPF 2012b). Toutefois, il est improbable de retirer les
hydrocarbures résiduels a I’aide de ces adsorbants, puisqu’une fine nappe de pétrole (< 5 pum)
caractérisée par une apparence iridescente argentée ou arc-en-ciel n’est pas collectée par les
adsorbants de polypropyléne (communication personnelle, Gauvreau 2020 ; Accord de Bonn
2016). La présence de telles nappes est fréquente notamment a la fin d’une intervention ou

encore lorsque 1’étalement de la nappe de pétrole est non controlé.
Techniques d’intervention chimiques et physiques

Les dispersants chimiques, tels que le Corexit® EC9500A (Corexit), sont une solution de
surfactants et de solvants permettant de réduire la tension interfaciale entre le pétrole et 1’eau.
Les composés non ioniques et anioniques conferent aux dispersants des propriétés
hydrophobes et hydrophiles permettant la dispersion des hydrocarbures en fines gouttelettes
dans la colonne d’eau (tableau 1) (National Academies of Sciences, Engineering, and
Medecine 2020). Leur application permet d’éviter la contamination des berges et de limiter
la contamination sur la faune marine a la surface de ’océan. Au Canada, 1’utilisation du
Corexit comme agent de traitement est prévue uniquement en milieu extracotier et est

autorisée de maniére discrétionnaire (Gouvernement du Canada 2016).



Tableau I: Composition chimique du Corexit® EC9500A
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La plus grande application de dispersants a été réalisée lors du déversement pétrolier
provenant de la plateforme Deepwater Horizon en 2010, dans le golfe du Mexique, ou 7,57
millions de litres ont été utilisés (Lehr 2010). Depuis cette application massive, plusieurs
recherches se sont intéressées aux effets potentiels d’une exposition aux dispersants sur la
santé humaine et la santé des ecosystemes. Ces etudes ont démontré une forte association
entre I’exposition aux dispersants et des symptomes respiratoires aigus et d’irritation de la
peau et des yeux chez les travailleurs (Krishnamurthy et al., 2019 ; Alexander et al., 2018 ;
McGowan et al., 2017). Elles sont cependant actuellement critiquées en raison de 1’absence
de biomarqueurs dans le processus d’auto-déclaration des travailleurs interrogés (National

Academies of Sciences, Engineering, and Medecine 2020). Les avantages environnementaux



nets reliés a I’application de dispersant est aussi sujet a controverse. Un des arguments
favorisant I’application de dispersant est 1’augmentation de la biodégradabilité¢ du pétrole
dispersé par les microorganismes (National Academies of Sciences, Engineering, and
Medecine 2020). Pourtant, certaines études démontrent le contraire tel que souligné par la
revue de Cusson et al., (2017). Une récente étude par Schreiber et al., (2019) indique que
I’ajout de Corexit entraine le développement d’une communauté microbienne complexe
dégradant davantage les hydrocarbures Iégers associés au Corexit, que les hydrocarbures
dispersés. L’étude de Kleindienst et al., (2015) rapporte également une diminution de la
biodégradation des hydrocarbures par la communauté microbienne indigene en présence de
dispersant étant donné une plus forte compétition pour les nutriments essentiels. De plus,
I’application de dispersant augmente la quantité de pétrole au sein de la colonne d’eau, tant
sous forme dissoute que particulaire, exposant davantage la vie marine pélagique et
augmentant ainsi la toxicité du déversement, en particulier pour les jeunes stades larvaires
(Cusson et al., 2017). La quantification de I’impact du pétrole dispersé sur la vie marine est
également critiquée en raison de 1’absence de protocoles standardisés entre les différents

laboratoires (National Academies of Sciences, Engineering, and Medecine 2020).

Plusieurs travaux de recherche sont actuellement en cours afin d’élaborer des alternatives
aux dispersants chimiques. Parmi ces alternatives, les dispersants physiques y sont retrouveés.
Ce type de dispersant s’inspire du processus naturel d’agrégation du pétrole sur les particules
en suspension. Une des techniques proposées consiste a utiliser de fines particules
inorganiques afin de provoquer la formation d’agrégats de particules colloidales/granulaires
d’hydrocarbures, plus connue sous le terme anglais « oil-mineral aggregats » (OMA). En
emprisonnant les gouttelettes de pétrole dans les agrégats, la reformation de nappe de pétrole
a la surface est limitée. Les taux de dissolution et de biodégradation dus a la prolongation du
temps de résidence des hydrocarbures dans la zone aérobique sont augmentés et les agrégats
induisent une sédimentation éventuelle du pétrole vers le fond marin (National Academies
of Sciences, Engineering, and Medecine 2020). A la fin des années 90, I’utilisation d’OMA
a été employée a la suite d’un déversement dans le fjord du Saguenay afin d’éviter que le

pétrole ne se trappe en dessous de la glace et qu’il y ait relargage des hydrocarbures au



printemps suivant. En présence d’un couvert de glace, ce phénomeéne est fréquent étant donné
le comportement du pétrole déversé pouvant s’accumuler et/ou migrer dans la glace de mer

(figure 4).
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Figure 4: Schéma du comportement du pétrole brut conventionnel en présence de glace de
mer (Cusson et al., 2017)

L’application d’OMA a provoqué une dispersion rapide du pétrole dans la colonne d’eau et
aucun résidu de pétrole n’a été observé sur les rives (Blouin, 2001). Pour mieux comprendre
ce phénomene, un déversement expérimental de pétrole brut a été réalisé au large de Matane
en 2008 afin d’étudier I’efficacité de ’ajout de particules de calcite mixées dans la colonne
d’eau par 1’action des moteurs d’un navire et ce, en présence de glace (Lee et al., 2011). Sur
place, une dispersion efficace du pétrole a pu étre observée. En laboratoire, une
biodégradation significative des hydrocarbures totaux a également été mesurée. Bien que
cette méthode semble efficace, il demeure nécessaire d’évaluer son effet sur les communautés

biologiques indigenes et de quantifier I’ampleur du transport du pétrole vers le fond marin.



echniques d’intervention biologiques

Les techniques biologiques, ou de bioremédiation, permettent 1’¢limination des
hydrocarbures par 1’action des microorganismes hydrocarbonoclastes qui utilisent les
hydrocarbures comme unique source de carbone et d’énergie (Yang et al., 2009 ; Head et al.,
2006). En milieu marin, les bactéries hydrocarbonoclastes (BH), communément appelées en
anglais « oil-degrading bacteria » se positionnent comme les principales actrices de la
biodégradation du pétrole étant donné leur efficacité supérieure comparativement aux autres
microorganismes hydrocarbonoclastes tels que les algues, les champignons et les archées
(Das et Chandran 2011 ; Munn 2011). Ces bactéries sont omniprésentes étant donné
I’introduction chronique de faibles quantités d’hydrocarbures d’origine naturelle (e.g.
résurgences océaniques, évents gazeux) ou anthropique (e.g. trafic maritime, industries
cotiéres) dans les océans et les milieux cotiers. Ces apports réguliers d’hydrocarbures dans
le milieu permettent le maintien d’une communauté bactérienne hydrocarbonoclaste (Head
et al., 2006). Ces bactéries bénéficient donc d’un avantage sélectif important a la suite d’un
déversement pétrolier et dominent la communauté microbienne globale aprés quelques jours
(Schreiber et al., 2019 ; Coulon et al., 2007 ; Head et al., 2006). Une fois I’épuisement des
nutriments limitants tels que 1’azote et le phosphore, leur abondance revient a la normale et

le taux de biodégradation des hydrocarbures déversés diminue (Munn 2011).

Une dégradation optimale des hydrocarbures déversés reléve d’un consortium varié de BH,
car les hydrocarbures complexes sont dégradés en molécules de plus petits poids
moléculaires par différentes bactéries et par différents mécanismes de dégradation (Munn
2011). Ce consortium dynamique consiste a une succession bactérienne se développant aux
rythmes de la biodégradation des hydrocarbures, alimentant ainsi une communauté
microbienne globale complexe (Schreiber et al., 2019 ; Dubinsky et al., 2013 ; Head et al.,
2006). Par exemple, la biodégradation des n-alcanes se réalise via des réactions d’oxydation,
sous l’action d’enzymes oxygénases, tandis que la biodégradation des hydrocarbures
aromatiques polycycliques (HAP) se réalise selon différentes voies initiées par une

carboxylation permettant une réduction des anneaux aromatiques et leur séparation (figure
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5) (Munn 2011). Les genres Alcanivorax et Cycloclasticus, respectivement spécialisés dans
la dégradation des alcanes et des aromatiques, sont reconnus pour jouer un réle majeur dans
la biodégradation des hydrocarbures (figure 5) (Yakimov et al., 2007 ; Harayama et al.,
2004).

Le taux de biodégradation du pétrole par la communauté bactérienne hydrocarbonoclaste est
lié & plusieurs facteurs, tels que la composition initiale de la communauté bactérienne, sa
capacité d’adaptation et la disponibilité des nutriments (Lemarchand et Desbiens 2015). Il
existe deux approches a la bioremédiation soient la bioaugmentation et la biostimulation. La
bioaugmentation implique I’ajout de BH a I’environnement contaminé tandis que la
biostimulation apporte une modification a I’environnement permettant une meilleure
croissance bactérienne, tel que 1’ajout de nutriments organiques ou inorganiques (Munn
2011 ; Nikolopoulou et Kalogerakis 2009). La littérature a démontré le fort potentiel de la
biostimulation afin de répondre aux déversements d’hydrocarbures en milieu marin (Doshi
et al., 2018 ; Head et al. 2006 ; Yang et al. 2009). Afin d’¢liminer les hydrocarbures de
I’environnement, la biostimulation s’avere moins intrusive, plus économique et plus
socialement acceptable (Benard et Piakong 2018 ; Das et Chandran 2011 ; Yang et al., 2009 ;
Coulon et al., 2007).

Au Canada, les technigues biologiques ne sont actuellement pas exploitées dans le domaine

de I'urgence maritime.
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Figure 5: Evolution temporelle de la composition d’un déversement pétrolier ; changements associés dans ’abondance des

bactéries hydrocarbonoclastes clés et transformation chimique de la biodégradation des n-alcanes illustrée par le pentane (Munn
2011 ; Head et al., 2006)



BIODEGRADATION DES HYDROCARBURES EN MILIEU FROID : ESTUAIRE
MARITIME DU SAINT-LAURENT

L’EMSL est considéré comme un environnement sain, présentant peu de sources naturelles
d’hydrocarbures, dans lequel les BH constitueraient environ 0,1 % de la communauté
bactérienne indigéne (Yang et al., 2009). En milieu froid, I’efficacité des processus de
biodégradation des hydrocarbures pétroliers est limitée par la baisse du métabolisme global
des BH comparativement a un milieu tempéré ou chaud (Yang et al., 2009). En effet, les taux
de biodégradation des hydrocarbures sont supérieurs en été soulignant 1’influence de la
saisonnalité (Schreiber et al., 2019 ; Tremblay et al., 2017). La température n’est pas la seule
responsable de cette baisse de productivité microbienne. Un changement marqué de la
diversité bactérienne hydrocarbonoclaste ainsi qu’un temps de latence plus important lors de
la succession bactérienne ont été observés en période hivernale (Schreiber et al., 2019 ;
Lofthus et al., 2018 ; Ribicic et al., 2018 ; Vergeynst et al., 2018). Dans les milieux froids,
les BH psychrophiles et psychrotolérantes jouent un réle important dans la biodégradation
du pétrole en raison de leur compétitivité de croissance dans ces conditions (Coulon et al.,
2007). Les genres hydrocarbonoclastes majoritaires en milieu froid sont répertoriés et

référencés au tableau Il.



Tableau I1: Taxonomie des genres hydrocarbonoclastes connus des Gammaproteobacteria

Ordre

en milieux froids

Références

Oceanospirillales

Alteromonadales

Thiotrichales

Pseudomonadales

Pseudoalteromonadaceae

Famille Genre
Alcanivoracaceae Alcanivorax
Oleispira

Oceanospirillaceae Oceaniserpentilla

Thalassolituus
Oceanospirillum

Oleibacter
Oleiphilaceae Oleiphilus
Colwelliaceae Colwellia
Glaciecola

Alteromonas
Marinobacter

Alteromonadaceae

Pseudoalteromonas
Shewanellaceae Shewanella
Piscirickettsiaceae Cycloclasticus

Pseudomonadaceae Pseudomonas

(Tremblay et al., 2017)
(Vergeynst et al., 2018)
(Lofthus et al., 2018)
(Schreiber et al., 2019)
(McFarlin et al., 2018)
(Vergeynst et al., 2018)
(Lofthus et al., 2018)
(Vergeynst et al., 2018)
(Head et al., 2006)
(Head et al., 2006)
(Vergeynst et al., 2018)
(Head et al., 2006)
(Schreiber et al., 2019)
(McFarlin et al., 2018)
(Lofthus et al., 2018)
(Tremblay et al., 2017)
(Tremblay et al., 2017)
Tremblay et al., 2017)
(Schreiber et al., 2019)
(Tremblay et al., 2017)
(Lofthus et al., 2018)
(Tremblay et al., 2017)
(Lofthus et al., 2018)
(Vergeynst et al., 2018)

Note : Les références correspondent aux études ayant identifiées la bactérie dans un milieu froid, et non, a la
découverte du genre bactérien. Les références ne sont pas exhaustives.

A ce jour, il n’existe que peu de données exhaustives sur la biodiversité de la communauté

bactérienne indigene et sur la capacité de biodégradation potentielle des hydrocarbures dans

I’EMSL (Lemarchand et Desbiens 2015). Les derniéres études abordant ce sujet datent des

années 1990 et sont basées sur la culture d’organismes hydrocarbonoclastes (Padros et al.,
1999 ; Siron et al., 1996 ; Siron et al., 1995 ; Delille et Siron 1993). Ainsi, aucune étude

exhaustive n’a été menée afin d’identifier et de quantifier la présence de BH dans ’EMSL

par des techniques de métagénomique. Afin de pallier ce manque de données, ce projet de

maitrise a bénéficié¢ d’un échantillonnage d’eau de mer dans I’lEMSL en février 2019 lors de

la mission Odyssée Saint-Laurent financee par le Réseau Québec Maritime. L’obtention de

ces échantillons a permis d’acquérir de meilleures connaissances sur la diversité
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taxonomique des bactéries indigenes, incluant les genres hydrocarbonoclastes et
méthanotrophes, durant la période hivernale. Le premier chapitre de ce mémoire est dédié a

ce sujet.

POTENTIEL DU BIOCHAR ENRICHI COMME TECHNIQUE
D’INTERVENTION EN CAS DE DEVERSEMENTS PETROLIERS COTIERS

Le biochar est défini comme un matériel solide obtenu par la conversion thermochimique
d’une biomasse dans un environnement limité en oxygene (International Biochar Initiative
2015). La pyrolyse est le processus responsable de cette conversion et elle génére trois
coproduits : le gaz de synthése, la biohuile et le biochar (Chhiti et Kemiha 2013).
Dépendamment du produit désiré, plusieurs processus thermochimiques peuvent étre
employés tels que la pyrolyse lente, la pyrolyse rapide, la carbonisation hydrothermale, la
carbonisation instantanée, la torréfaction et la gazéification. La pyrolyse lente est la plus
commune pour la production de biochar (Tan et al., 2015).

Actuellement, I’ajout de biochar aux terres agricoles est largement employé, car elle permet
la séquestration du carbone provenant de la biomasse dans le sol et améliore certaines
propriétés de la terre (International Biochar Initiative 2015). Le biochar est aussi reconnu
comme un agent de remédiation environnementale prometteur en raison de sa capacité a
adsorber les polluants organiques et inorganiques (figure 6) (Bartoli et al., 2020 ; Dai et al.,
2019).
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Figure 6: Avantages du biochar comme agent adsorbant en milieu aqueux pour le traitement
des eaux usées (Tan et al., 2015)

Les efforts de recherche afin d’élaborer de nouvelles techniques d’intervention efficaces et
écoresponsables lors de déversements pétroliers maritimes sont en constante augmentation
(Doshi et al., 2018). Les adsorbants d’origine naturelle comme le biochar sont une option
intéressante étant donné leur ratio codt-efficacité et leur production locale (ITOPF 2012b).
Dans le cadre de cette recherche, des biochars issus de résidus forestiers a été choisis en
raison de I’abondance de I’industrie forestiére au Canada. Le SEREX (Service de recherche
et d’expertise en transformation des produits forestiers, Amqui, Qc), fournisseur des biochars
al’étude, s’intéresse a la production de biohuile dont le biochar est le coproduit. Les biochars
étudiés dans ce projet proviennent de trois biomasses forestiéres (biomasse forestiere
confondue, épinette et peuplier) pyrolysées a deux différentes températures (400 °C et 450
°C).
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Mécanismes d’adsorption des hydrocarbures sur le biochar

L’affinité entre les particules de biochar et les hydrocarbures provient de nombreuses
interactions simultanées : 1’attraction électrostatique, le remplissage des pores, les
interactions 7-7, les liaisons hydrogéne, les interactions hydrophobiques et la répartition du
polluant sur la fraction non carbonisée (figure 7) (Tan et al., 2015). L’influence de chacun de
ces mecanismes dépend de la nature du contaminant et des propriétés physico-chimiques du
biochar. Ces propriétés sont directement liées a la biomasse utilisée ainsi qu’aux conditions
de pyrolyse (Chhiti et Kemiha 2013 ; Chen et al., 2008). 1l faut aussi noter la présence de
goudron pyrolytique retrouvé en faible quantité dans les pores du biochar provenant de la

condensation de certains hydrocarbures lors de la pyrolyse (Chhiti et Kemiha 2013).

Le biochar est reconnu pour sa structure poreuse et aromatique dont la surface est chargée
négativement (Tan et al., 2015; Ahmad et al.,, 2014). La pyrolyse de la biomasse
lignocellulosique induit un agencement aromatique des atomes de carbone qui lui confere un
avantage pour 1’adsorption des polluants organiques. L’adsorption de HAP en solution
aqueuse par un biochar de bois est principalement induite par le remplissage des pores et
assisté par I’interaction -m (Nguyen et al., 2007 ; Zhu et al., 2005). Un biochar composé
d’une structure aromatique forte posseédera une meilleure capacité d’adsorption des polluants
aromatiques avec une influence plus prononcée des interactions n-n. A ’inverse, la capacité
d’adsorption d’un biochar composé d’une structure plus aliphatique sera davantage
influencée par la partition sur les fractions non carbonisées et les interactions polaires telles
que les liens d’hydrogene (Chen et Chen 2009).
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Figure 7: Mécanismes d’adsorption des contaminants organiques sur le biochar (Tan et al.,
2015)
Il existe une corrélation entre la capacité d’adsorption du pétrole et les propriétés physico-
chimiques du biochar (surface spécifique, porosité, aromaticité et polarité) (Kandanelli et al.,
2018 ; Silvani et al., 2017 ; Hale et al., 2012 ; Chen et al., 2008). Généralement, la surface
spécifique et la porosité augmentent avec la température de pyrolyse étant donné le
délogement des composés volatils de la biomasse (Tan et al., 2015). Une température de
pyrolyse supérieure a 400 °C permet le développement d’une plus grande surface spécifique
et d’une plus grande porosité. Cela produit aussi une structure aromatique forte et condensée
grace au retrait des liens CO- aromatiques, -OH phénoliques et -CH. aliphatiques (Ahmad et
al., 2014). La polarité d’un biochar est influencée par la présence de groupes fonctionnels
polaires liée a la teneur en résidus organiques au sein du biochar. Ceux-ci sont principalement
réduits lors de la disparition des liens aliphatiques a partir de 400 °C (Chen et al., 2008). Les
ratios atomiques H/C et O/C sont des indices d’aromaticité d’un biochar, car un processus de

carbonisation plus avancé diminue la teneur en hydrogene et en oxygene (Tan et al., 2015).
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Le ratio (O+N)/C est utilis¢ comme indicateur de la polarité étant donné la présence de
groupes fonctionnels polaires associés a ’oxygene et a I’azote présents a la surface du
biochar (Tan et al., 2015).

Biochar en tant qu’agent adsorbant des hydrocarbures

Les données présentées dans la littérature sur la capacité d’adsorption des hydrocarbures par
le biochar sont hautement variables. Ces différences, présentées dans le tableau IlI,
s’expliquent notamment par la divergence de définition de la capacité d’adsorption et par

I’absence d’un protocole standardisé.

Tableau I1l: Capacités d’adsorption du pétrole brut par différents biochars

Epaisseur du film Capacité

Type de biochar pe(tJ?r:;er d’adsorption (g/g) Réferences
Mousse de tourbe 993,90 32,5 (AlAmeri et al., 2019)
Balle de riz 296,03 2,56 (Kandanelli et al., 2018)
Erable 198,94 3,8-6,2 (Nguyen et Pignatello 2013)
Sapin de Douglas NS 6,87 (Navarathana et al., 2020)
Polypropyléne NS 40 (ITOPF 2012h)

NS : non spécifié.

Les propriétés physico-chimiques du biochar sont responsables de 1’adsorption initiale d’un
pétrole brut a sa surface, mais il y a un transfert rapide de ces mécanismes vers le principe
d’adhérence pétrole-pétrole en raison des nombreuses couches d’adsorption, de leur
épaisseur et du caractére oléophilique des hydrocarbures (Navarathna et al., 2020). La
majorité des études impliquant 1’adsorption du pétrole brut par le biochar ont mesuré la
capacité d’adsorption par différence de masse sans tenir compte de I’adhérence du pétrole-
pétrole (Kandanelli et al., 2018 ; Nguyen et Pignatello 2013). Dans ce mémoire, deux
appellations distinctes seront utilisées afin de différencier la capacité d’adsorption par la
surface du biochar uniquement et sa capacité d’adsorption globale incluant 1’adhérence
pétrole-pétrole soit la capacité d’adsorption intrinseque et la capacité d’adsorption

opérationnelle, respectivement.



Une analyse attentive des différents protocoles employés dans la littérature a permis d’établir
un biais important : 1’absence de considération pour 1’adsorption de 1’eau de mer par le
biochar lors de 1’adsorption de pétrole (AlAmeri et al., 2019 ; Kandanelli et al., 2018 ;
Nguyen et Pignatello 2013). En effet, la quantité d’ecau de mer adsorbée par le biochar est
non negligeable et peut influencer les résultats d’adsorption rapportés dans la littérature
(Navarathna et al., 2020). De plus, il a été remarqué que certaines études utilisent des solvants
ne pouvant extraire la totalité des fractions du pétrole tels que I’hexane ou le toluéne lors de
la quantification de 1’adsorption du pétrole par le biochar (Kandanelli et al., 2018 ; Nguyen
et Pignatello 2013). Un protocole standardisé permettrait de comparer adéquatement les

résultats publiés pour les études a venir.

Ce mémoire présente un protocole reproductible déterminant la capacité d’adsorption
intrinséque du pétrole brut des six biochars a ’étude. A ma connaissance, ce travail est le
premier a apporter une distinction entre la capacité d’adsorption intrinséque et opérationnelle

d’un biochar.
Biochar enrichi en tant qu’agent de bioremédiation des hydrocarbures

Plusieurs études s’intéressant a la bioremédiation des sols ont démontré une stimulation de
la biodégradation des hydrocarbures lors de I’ajout conjoint de biochar et de nutriments a des
sols contaminés (Yang et al., 2018 ; Wang et al., 2017 ; Qin et al., 2013). Yang et al., (2018)
a observé une abondance et une diversité importante de bactéries dans les interstices du
biochar a la suite d’expérience de biostimulation de la dégradation du phénanthréne dans des
sédiments d’eau douce, suggérant ainsi que le biochar pourrait étre un bon support pour la
croissance bactérienne. En effet, la grande porosité et la structure carbonée réfractaire du
biochar offrent des environnements propices pour la colonisation et la croissance
microbienne (Shackley et Sohi 2010 ; Lehmann et al., 2006).

Lors des études en milieu marin, la biostimulation de la dégradation des hydrocarbures
pétroliers par 1’ajout de nutriments inorganiques tel que la formule Bushnell-Haas est
fréeqguemment employée (Schreiber et al., 2019 ; Tremblay et al., 2017 ; Munn 2011 ; Coulon
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et al., 2007). La formule Bushnell-Haas apporte de I’azote et du phosphate inorganique SOus
les formes de phosphate monopotassique, de phosphate dipotassique et de nitrate
d'ammonium pour un ratio 1:1:1 afin d’éviter une carence en nutriment essentiel (Sigma-
Aldrich 2021). Les environnements cotiers et marins sont des milieux dynamiques ou 1’ajout
de nutriments hydrosolubles sera rapidement dilué dans la masse d’eau. Les nutriments ne
seront donc pas disponibles a I’interface pétrole-eau pour stimuler la croissance des BH
(Nikilopoulou et Kalogerakis 2009). L’usage d’un support stable ou les bactéries
hydrocarbonoclastes, les nutriments et les hydrocarbures se rencontrent est donc une
approche a fort potentiel. A ma connaissance, la récente étude de Wei et al., (2020) est la
seule ayant utilisé une application conjointe de biochar, d’azote et d’un biosurfactant dans
un milieu dynamique (marais salants). Leur étude repose sur I’hypothése que le biochar
retient I’azote, a marée haute, tout en adsorbant les hydrocarbures pétroliers. Leurs résultats

démontrent une stimulation de la biodégradation des hydrocarbures.

Le deuxieme chapitre de cette maitrise se concentre sur I’effet du biochar enrichi sur la
dégradation du pétrole brut par la bactérie A. borkumensis. Cette étude s’appuie sur
I’hypothése que I’enrichissement du biochar par un hydrolysat de coproduits des péches,
riche en azote et phosphore, permettra 1’adhérence des nutriments a la surface du biochar
pour ainsi créer des microenvironnements propices a la croissance bactérienne. A ce jour,
aucune étude n’a proposé ce type d’enrichissement afin de stimuler la biodégradation des
hydrocarbures. L’approche unique proposée ici vise donc a utiliser un biochar d’origine
forestiére enrichi par un hydrolysat de maquereau comme support nutritif a la croissance de
la bactérie A. Borkumensis. Cette bactérie Gram-négative, aérobique en forme de batonnet,
est considérée comme un organisme modéle depuis que son génome complet est disponible
(Yakimov et al. 2007 ; Head et al. 2006). L’efficacité de la biodégradation des hydrocarbures
pétroliers se mesure par 1’évolution de la concentration des alcanes linéaires relativement a
celle des alcanes ramifiés pristane (2,6,10,14-tétraméthylpentadécane, CigHa0) et phytane
(2,6,10,14-tétrameéthylhexadécane, C20Ha2), qui sont deux biomarqueurs reconnus en raison
de leur résistance plus importante a la biodégradation, comparativement aux n-alcanes

associes soient n-Ci7 (heptadécane, Ci7Hzss) et n-Cig (octadécane, CigHzs) (Bayona et al.,



2015 ; Wang et al., 2006). Les ratios n-Cz7/pristane et n-Cig/phytane sont réguliérement
utilisés dans les suivis environnementaux a la suite de déversements pétroliers. Ces ratios
diagnostiques sont utilisés comme indice de biodégradation du pétrole Heidrun dans cette

étude.

Ainsi, cet effort de recherche repose donc sur la valorisation de coproduits de I’industrie

forestiére et des péches : deux industries d’importance au Canada.

OBJECTIFS

Considérant les limites opérationnelles des techniques d’intervention mécaniques liées a
I’épaisseur de la nappe, I’absence de consensus sur 1’usage des dispersants chimiques et
I’importance de développer des outils d’intervention en présence de glace, I’objectif principal
de cette maitrise est de démontrer le potentiel du biochar enrichi comme agent de
bioremédiation des déversements pétroliers en milieu cotier. Le projet se divise en deux
chapitres, soit 1’étude de la communauté bactérienne hydrocarbonoclaste de ’EMSL en
condition hivernale et I’étude du biochar enrichi comme agent de bioremédiation. Les

objectifs spécifiques de cette recherche sont les suivants :

- Confirmer la présence de bactéries hydrocarbonoclastes et méthanotrophes dans
I’EMSL en condition hivernale par des analyses de metabarcoding;

- Déterminer la capacité d’adsorption intrinséque du petrole Heidrun par différents
biochars grace a un protocole développé a cet effet;

- Déterminer le potentiel d un biochar enrichi a stimuler la biodégradation du pétrole
conventionnel Heidrun par la souche bactérienne Alcanivorax borkumensis (ATCC
700651) en milieu contr6lé, par I’analyse des profils des alcanes par chromatographie
en phase gazeuse et spectrométrie de masse (GC-MS) et I’analyse qualitative au
microscope a balayage électronique (MEB) de la colonisation des biochars.



CHAPITRE 1
CAPACITE POTENTIELLE DE BIOREMEDIATION DES HYDROCARBURES
PETROLIERS PAR LA COMMUNAUTE BACTERIENNE INDIGENE DE
L’ESTUAIRE MARITIME DU SAINT-LAURENT EN CONDITION
HIVERNALE

1.1 INTRODUCTION

L’EMSL représente une voie maritime majeure pour I’Amérique du Nord, ce qui 1’expose a
une contamination chronique aux hydrocarbures et au risque de déversements pétroliers
(Gouvernement du Québec 2015). A ce jour, peu de données existent sur la présence et la
diversité de la communauté microbienne hydrocarbonoclaste de cet écosystéeme. Les seules
études disponibles a ce sujet remontent a plus de vingt ans et ont été réalisées en mésocosmes
dans les installations de ’UQAR/ISMER. Les résultats de ces études ont permis de démontrer
une augmentation des bactéries hétérotrophes a la suite d’une contamination aux
hydrocarbures pétroliers et d’un enrichissement en nutriments ainsi que la présence de
quelques especes de bactéries hydrocarbonoclastes par culture (Delille et Siron 1993; Padros
etal., 1999; Siron et al., 1995; Siron et al., 1996). La capacité et I’efficacité de la communauté
microbienne indigene de ’EMSL a dégrader les hydrocarbures pétroliers dépendent de deux
facteurs intrinséques : la composition de celle-ci et sa capacité d’adaptation a la présence
d'hydrocarbures (Lemarchand et Desbiens 2015). Il est actuellement impossible de
déterminer la capacité potentielle de biodégradation des hydrocarbures pétroliers dans
I’EMSL compte tenu de I’absence de données exhaustives sur la diversité de la communauté

bactérienne indigene.

Face a cette lacune, ce projet de maitrise propose un premier apercu de la diversité

bactérienne hydrocarbonoclaste présente au sein de la colonne d’eau de ’EMSL en condition



hivernale. Le fond marin de ’EMSL est composé de plusieurs évents gazeux de méthane qui
relargue ce gaz dans la colonne d’eau et dont la concentration se dilue en remontant vers la
surface (communication personnelle, Huixiang Xie 2020 ; Lavoie et al., 2010). Les
environnements marins riches en méthane sont reconnus pour présenter une communauté
microbienne riche en méthanotrophes (Niu et al., 2018). Ainsi, la distribution des genres
bactériens hydrocarbonoclastes et méthanotrophes de la colonne d’cau de ’EMSL a été

étudiée relativement a la présence d’un évent gazeux de méthane.

1.2 METHODOLOGIE

1.2.1 Sites d’échantillonnage

Les échantillons ont été récoltés durant la mission Odyssée Saint-Laurent 2019 a bord du
NGCC Amundsen du ler au 16 février 2019. Des échantillons d’eau de mer ont été récoltés
au large de Rimouski (48° 40,626 N, 68° 35, 504 O) et de Matane (48° 59, 558 N, 67° 37,
092 O) (figure 8). La collecte d’eau de mer s’est réalisée a I’aide d’une rosette de bouteilles
Niskin de 12 L, a trois différentes profondeurs établies en fonction de la bathymétrie du site
(10 m, 200 m et 326 m pour la station Rimouski ; 25 m, 260 m et 290 m pour la station
Matane). Les échantillons ont donc été nommeés ainsi : Rimouski_10m, Rimouski_200m,
Rimouski_326m, Matane_25m, Matane_260m et Matane_290m.



Figure 8: Localisation des stations échantillonnées dans 1’estuaire et le golfe du St-Laurent a
I’hiver 2019. Les stations encadrées sont celles de Rimouski et Matane, échantillonnées dans
le cadre de ce projet (Tiré de St-Onge 2019).

1.2.2 Abondance bactérienne

A la suite de 1’échantillonnage, des sous-échantillons de 4,5 mL d’eau de mer ont été fixés
au glutaraldéhyde (concentration finale : 0,14 %) dans des tubes de cryoconservation de 5
mL en duplicat. lls ont été mis au noir pendant 15 minutes et conservés a -80 °C avant leur
analyse. Les échantillons ont été marqués au SYBR Green | et ont été analysés par cytométrie
en flux (CytoFLEX, Beckman Coulter) selon le protocole décrit par Belzile et al., (2008).



1.2.3 Diversité bactérienne

Un volume d’un litre d’eau de mer a été filtré sur une membrane Durapore (GVWP,
Millipore) de 47 mm de diamétre et de 0,2 pm de porosité. Les échantillons ont été conservés
au congélateur -80 °C jusqu’a I’extraction de I’ADN. L’extraction a été réalisée avec
I’ensemble d’extraction E.N.Z.A molluscs extraction DNA selon le protocole du fabricant
(Omega Bio-Tek). Les extraits ont été purifiés et conserveés a -20 °C jusqu’a leur analyse par
metabarcoding 16S. Ces analyses ont été effectuées par le centre de recherche sur les
biotechnologies marines (CRBM, Rimouski). La quantification d’ADN a été réalisée avec le
lecteur de plaque SPARK (TECAN) et I’ensemble de quantification AccuClear® Ultra High
Sensitivity dsDNA (Biotium). Les extraits d’ADN ont été séquencés par le systeme Illumina
MiSeq selon le protocole 16S Metagenomic Sequencing Library Preparation (Illumina 2013).
Une premiere amplification PCR a été réalisée avec le couple d’amorces 341F 5°-TCG TCG
GCA GCG TCA GAT GTG TAT AAG AGA CAG CCT ACG GGN GGC WGC AG-3’ et
785R 5'-GTC TCG TGG GCT CGG AGA TGT GTA TAA GAG ACA G GAC TAC HVG
GGT ATC TAA TCC-3’ visant la région V3-V4 du géne bactérien 16S rRNA (Klindworth
et al. 2013). Une fois la premiére PCR terminée, les échantillons ont été purifiés et les
amorces référencées ont été ajoutées pour la réalisation d’une deuxiéme amplification afin
de créer les bibliotheques requises pour le séquencage. Un deuxieme nettoyage a suivi afin
de quantifier, normaliser et regrouper les bibliothéeques. La bibliotheque finale a été
séquencée par le systeme MiSeq et I’ensemble réactif MiSeq v3 (2 x 300pb) de 600 cycles

(IMlumina).

Les séquences obtenues ont été alignées et traitées par 1’équipe du CRBM avec I’application

Kraken Metagenomics, version : 2.0.1 (Wood et Salzberg 2014).
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1.3 RESULTATS & DISCUSSION

1.3.1 Abondance bactérienne

En condition hivernale, I’abondance bactérienne dans ’EMSL est de 1’ordre de 10°
bactéries/mL, soit similaire aux abondances mesurées dans d’autres environnements
océaniques froids (Uhlig et al., 2018 ; Powell et al., 1987). Comme indiqué dans le tableau
IV, I’abondance bactérienne est plus faible dans les échantillons collectés en surface (10 m
et 25 m) comparativement aux échantillons collectés plus en profondeur. Cette différence
peut étre expliquée par la faible productivité primaire hivernale qui limite la croissance
bactérienne en surface ainsi que par la présence de glace de mer. La présence de glace peut
en effet induire un biais, car les bactéries présentent dans la couche de surface colonisent
rapidement la glace de mer par les canaux de saumure ce qui diminue leur abondance dans
I’eau sous-jacente (Munn 2011). Les résultats d’abondance bactérienne des échantillons
Rimouski_200m, Rimouski_326m, Matane_260m et Matane _290m sont similaires. Cela
révele que la présence de I’évent gazeux a la station de Matane n’affecte pas 1’abondance

bactérienne.

1.3.2 Diversité bactérienne

Les résultats démontrent une abondance relative des genres méthanotrophes, organismes
chimiotrophes, plus importante en profondeur et une abondance relative des genres
hydrocarbonoclastes, organismes principalement aérobiques, plus importante en surface
(tableau 1V et figure 9). La diversité des genres hydrocarbonoclastes et méthanotrophes des
échantillons Rimouski_200m, Rimouski_326m, Matane 260m et Matane_290m est
similaire et différente de Rimouski_10m et Matane 25m. Ce résultat s’accorde avec la
répartition hivernale de ’EMSL en deux masses d’eau distinctes (EI-Sabh et Silverberg
1990).
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Figure 9: Diversité des genres hydrocarbonoclastes et méthanotrophes appartenant a la classe
Gammaproteobacteria identifiés au large de Rimouski et de Matane au mois de février 2019. Les anneaux
représentent 1’abondance relative des genres bactériens hydrocarbonoclastes, méthanotrophes et des autres
genres bactériens tandis que les barres empilées identifient les genres associés selon leur abondance relative
proportionnelle.
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La distribution des genres hydrocarbonoclastes est similaire aux deux stations et sur
I’ensemble de la colonne d’eau. Les genres hydrocarbonoclastes identifieés sont présents dans
tous les échantillons, a 1’exception de Thalassolituus qui est absente de 1’échantillon
Matane_290m. Le genre Thalassolituus est cependant en trés faible abondance relative dans
tous les échantillons pour une abondance relative maximale de 0,03 %. La diversité des
genres hydrocarbonoclastes identifiés dans ’EMSL est similaire a la diversité connue en
milieu froid, telle que répertoriee dans le tableau Il. Les résultats de 1’étude menée par
Tremblay et al., (2017) démontrent aussi une diversité similaire dans les eaux de Terre-
Neuve-et-Labrador. Cela concorde avec la faible variabilité des communautés bactériennes

a travers les différents écosystémes océaniques du globe (Wietz et al., 2010).

Tableau 1V: Abondance bactérienne totale et diversité bactérienne des genres
hydrocarbonoclastes et méthanotrophes au large de Rimouski et de Matane au mois de

février 2019
Abondance relative Abondance relative
Abondance
. Profondeur ‘. des genres des genres
Station bactérienne moyenne )
(m) - hydrocarbonoclastes | méthanotrophes (%)
(10°cell/mL) (%)
25 3,8 +0,08 7,02 0,51
Matane 260 4,6 +0,01 4,21 3,47
290 4,6 £0,09 3,51 3,42
10 4,0 £0,03 5,42 1,09
Rimouski 200 4,5+0,01 4,64 5,92
326 4,6 £0,03 4,22 7,02

La distribution des genres méthanotrophes n’est pas la méme dans chaque échantillon, mais
la diversité est somme toute similaire. Tel qu’illustré par la figure 9 et le tableau 1V, une plus
grande abondance des genres méthanotrophes est observée a la station Rimouski et au sein
des échantillons pres de la surface. Les données de 1I’équipe du chercheur Huixiang Xie
(UQAR/ISMER), s’intéressant au profil de méthane dans la colonne d’eau du I’EMSL,
démontrent une concentration de méthane a Matane_290m de 74 nM qui diminue a 21 nM a
une profondeur de 285m et a 15 nM a une profondeur de 280 m. Cette plume de méthane est

donc fortement concentrée pres du fond marin et se dilue en remontant la colonne d’eau




(communication personnelle, Huixiang Xie 2020; St-Onge 2019). L’eau de mer utilisée pour
les analyses de concentration de méthane provient de la méme bouteille Niskin que celle de
I’analyse de diversité bactérienne. Les résultats obtenus par metabarcoding démontrent que
la présence de méthane au niveau de I’évent gazeux ne contribue pas a modifier la diversité
et ’abondance relative des genres méthanotrophes. Ce résultat differe de ce qui est
communément reporté dans la littérature, puisque les bactéries méthanotrophes sont
habituellement largement distribuées dans les environnements riches en méthane (Niu et al.,
2018 ; Boetius et Wenzhofer 2013 ; Hanson et Hanson 1996). Deux facteurs peuvent

expliquer la discordance entre nos données et celles de la littérature.

Le premier facteur est 1’échantillonnage. L’étude de Pimenov et al., (2008) a démontré que
I’abondance bactérienne méthanotrophe associée a la présence de méthane atteint les valeurs
typiques @ 10 m du fond marin dans 1’écosystéme de la mer Baltique. Il est donc probable
que les résultats obtenus soient en réalité ’abondance normalement retrouvée dans I’EMSL
étant donné la présence répandue d’évents gazeux dans ’EMSL (Pinet et al., 2015). A la
station Matane, le fond marin est a 304 m de profondeur (livre de bord NGCC Amundsen) et
I’échantillonnage a eu lieu a 290 m de profondeur. Un échantillonnage plus vaste permettrait
de déterminer les valeurs typiques d’abondance bactérienne méthanotrophe de la colonne
d’eau et ensuite, il serait possible de déterminer 1’effet potentiel de I’évent gazeux sur cette

communauté.

La deuxieme voie d’explication peut provenir de la base de données utilisée afin d’aligner
les séquences obtenues a la suite des analyses de metabarcoding. Plusieurs bases de données
existent afin d’interpréter ce type de données selon le champ de recherche. Le logiciel Kraken
Metagenomics (version : 2.0.1) aligne les séquences a I’aide la base de données du centre
national pour I’information biotechnologique (National Center for Biotechnology
Information, U.S. National Library of Medicine) intégrée, ce qui réduit les ressources en bio-
informatique autrement nécessaires. Ce logiciel n’utilise pas la base de données SILVA
comme plusieurs études portant sur la biodégradation du pétrole (Schreiber et al., 2019 ;
McFarlin et al., 2018 ; Vergeynst et al., 2018). La base de données SILVA est actuellement
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la base de données contenant la plus grande diversité de seéquences provenant de
microorganismes de milieux naturels. Dans le cadre de ce mémoire, il n’a pas été possible de
traiter nos données avec la base SILVA en raison de contraintes de temps. Il sera intéressant
de travailler davantage avec les données brutes obtenues dans le cadre de ce projet de maitrise
afin d’approfondir le traitement bio-informatique de ces données. Cela permettra aussi
d’acquérir plus de connaissances sur la diversité¢ microbienne totale de ’EMSL en condition

hivernale.

1.4 CONCLUSION

Cet effort de recherche constitue un premier pas concret afin d’établir la capacité potentielle
de réponse de ’EMSL en cas de déversement pétrolier. Grace aux analyses de
metabarcoding, la présence de BH a été confirmée et 1’identification de ces genres bactériens
a été réalisée. Ces données indiquent que ’EMSL posséde I’une des deux caractéristiques
afin de pouvoir statuer sur son potentiel de biodégradation des hydrocarbures, soit la présence
de BH (Lemarchand et Desbiens 2015). Toutefois, une étude beaucoup plus vaste englobant
différentes saisons serait nécessaire. La seconde caractéristique a déterminer est la capacité
de la communauté bactérienne a s’adapter a la présence d’hydrocarbures. A ce jour, il est
impossible de savoir a quelle vitesse cette communauté peut s’adapter afin de dégrader
efficacement les hydrocarbures pétroliers. Une meilleure compréhension de la capacité
potentielle de biodégradation in situ des hydrocarbures implique 1’étude de la succession
bactérienne afin de déterminer leur rapidité d’adaptation. Cela bonifierait grandement 1’état

des connaissances sur la communauté bactérienne hydrocarbonoclaste indigene de 'EMSL.

L’élaboration de techniques de bioremédiation est primordiale afin de bonifier les techniques
d’intervention actuelle, puisque la biodégradation des hydrocarbures pétroliers en milieu
naturel est ’ultime voie de retrait de ces composes (Head et al., 2006). Ayant confirmé la
présence d’une communauté bactérienne hydrocarbonoclaste dans I’EMSL, il est valide
d’étudier le développement d’un nouvel adsorbant pétrolier permettant la prolifération de ces

bacteries, tel que le biochar enrichi.



CHAPITRE 2
UTILISATION DU BIOCHAR ENRICHI COMME AGENT DE
BIOREMEDIATION DES HYDROCARBURES PETROLIERS EN MILIEU
COTIER

2.1 INTRODUCTION

L’élaboration de nouvelles techniques d’intervention abordables et écoresponsables en cas
de déversements pétroliers maritimes est largement étudiée a 1’échelle internationale. Les
adsorbants d’origine naturelle comme alternatives aux absorbants conventionnels de
polypropylene sont des options intéressantes étant donné leur bon ratio codt-efficacité et leur
production a 1’échelle locale (ITOPF 2012Db). L’utilisation du biochar comme agent adsorbant
des hydrocarbures pétroliers est une application émergente et prometteuse (Bartoli et al.,
2020). Des biochars issus de diverses biomasses et de divers traitements ont été étudiés
comme le biochar magnétique (Navarathna et al., 2020 ; Nazifa et al., 2018), le biochar a
porosité augmentée par imprégnation au KOH (Cai et al., 2019 ; Fu et al., 2019) et le biochar
brut (AlAmeri et al., 2019 ; Kandanelli et al., 2018 ; Nguyen et Pignatello 2013). La
biostimulation de la dégradation du pétrole par I’ajout combiné de nutriments et de biochar
a déja été démontrée (Wei et al., 2020 ; Yang et al., 2018), mais aucune étude ne s’est
penchée, a notre connaissance, a 1’élaboration d’un biochar enrichi prét a I’emploi. Un tel
biochar constituerait un support nutritif favorable a 1’adsorption des hydrocarbures et a la
colonisation par les bactéries hydrocarbonoclastes, entrainant une augmentation de la

capacité de biodégradation du pétrole.

Ce chapitre présente dans un premier temps, le potentiel de six biochars bruts comme
adsorbant pétrolier et par la suite, le potentiel d’un biochar de peuplier enrichi par un
hydrolysat de maquereau comme agent de bioremédiation des hydrocarbures.
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2.2 METHODOLOGIE

2.2.1 Production des biochars

Les six biochars a 1’étude ont été produits par le SEREX (Service de recherche et d’expertise
en transformation des produits forestiers, Amqui, Qc) a partir de trois biomasses forestiéres
(biomasse forestieére confondue, épinette blanche et peuplier faux-tremble) a I’aide d’une
unité de pyrolyse intermédiaire de type réacteur a vis sans fin (Auger) congue et développée
au SEREX (figure 10). Cette unité est principalement utilisée pour la production d’huiles
pyrolytiques et le biochar représente le coproduit de cette production. Les biochars ont été
obtenus a deux différentes températures (400 et 450 °C) avec un temps de résidence de la
matiére premiére de 3,5 min. Un flux d’azote a été appliqué en continu afin de préserver
I’atmosphére inerte du milieu. Les biochars ont été nommés en fonction de leur biomasse et
de leur température de pyrolyse, a savoir, biomasse400, biomasse450, épinette400,

épinette450, peuplier400 et peuplierd50. Ces biochars sont des particules solides de

différentes tailles, trés friables et d’apparence similaire (figure 11).
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Figure 10: Unité de pyrolyse intermédiaire de type réacteur a vis sans fin du SEREX
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Figure 11: Biochar d'épinette400

2.2.2 Morphologie des biochars

La morphologie des particules des biochars a été observée par microscopie électronique a
balayage (MEB) (JSM-6460LV, JEOL). Les échantillons ont été préalablement séchés a 60
°C dans une étuve jusqu’a ce que leur masse soit constante et conserves dans un dessiccateur.
Lors des analyses, les particules de biochar ont été déposées sur un collant carbone de 12 mm
de diametre (Electron Microscopy Sciences) recouvrant un talon d’aluminium 12,5 mm de
diamétre (Electron Microscopy Sciences). Le MEB a été opéré a un voltage de 20 kV au

mode « high vaccum » pour la prise d’image a un grossissement de x750.

2.2.3 Pétrole Heidrun

Le peétrole brut Heidrun (Mer du Nord, Norvege) a été fourni par 1’équipe du chercheur
Thomas King de Péches et Océans Canada du centre Offshore Oil, Gas and Energy Research

(Nouvelle-Ecosse, Canada). Le pétrole Heidrun, un brut conventionnel, posséde une densité
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de 0,8835 g/mL a 25 °C (Statoil 1997). L’équipe de T. King a étudié le comportement de ce
pétrole dans des environnements marins simulés et réels, entre autres lors de 1’expérience

d’un déversement contrdlé en mer au large de Matane (Lee et al., 2011).

2.2.4 Capacité d’adsorption intrinséque du pétrole Heidrun par les différents
biochars

La capacité d’adsorption intrinséque du pétrole brut Heidrun par les différents biochars a
I’étude a été déterminée en laboratoire a une température de 20 °C, selon le protocole présenté
a la figure 12. De I’eau de mer naturelle a été collectée le 31 juillet 2019 a la station aquicole
de I''SMER (Pointe-au-Pere, Rimouski, Québec) et filtrée sur un filtre GF/F de 47 mm de
diamétre et de 0,7 um de porosité. 150 mL de cette eau ont ensuite été disposes dans des
contenants en verre de 7 cm de diamétre. Pour les biochars de biomasse, six quantités
différentes de pétrole, variant entre 0 g et 0,07 g, ont ét¢ ajoutées a la surface de 1’eau afin de
former une nappe pétroliére (épaisseur de nappe : 0 um a 20,27 um). Cette gamme de
quantités permet d’obtenir un plateau d’adsorption. Pour les biochars d’épinette et de
peuplier, sept quantités différentes de pétrole, variant entre 0 g et 0,1 g, ont été ajoutées a la
surface de I’eau afin de former une nappe pétroliere (épaisseur de nappe : 0 um a 29,42 um)
et d’obtenir un plateau d’adsorption. La quantité de pétrole a été convertie en épaisseur de la
nappe a I’aide de la formule du volume d’un cylindre. Puis 0,03 g de biochar a été dépose a
la surface de la nappe de pétrole. Ces échantillons ont été mis en agitation sur une plaque
agitatrice afin d’obtenir un vortex de 2 cm pendant 45 minutes. Le contenu des échantillons
a ensuite été filtre sur un filtre GF/F de 47 mm de diamétre et le biochar chargé en pétrole a
€té rincé par de 1’eau osmosée afin de dissoudre le sel provenant de I’eau de mer. Il a ensuite
été récolté a partir du filtre a I’aide d’une spatule pour ensuite étre déposé dans une éprouvette
de verre. Les éprouvettes ont éte congelées a -80 °C puis lyophilisées pendant 24 h. La
quantité d’eau de mer adsorbée par le biochar a ete déterminée par différence de poids avant
et aprés la lyophilisation. Une fois lyophilisé, le pétrole a été extrait du biochar par une
macération dans 5 mL de dichlorométhane (DCM) de grade HPLC (AccusolvTM) pendant



10 min suivie d’une filtration sur une colonne de laine de verre d’une hauteur de 14 cm et
d’un diamétre de 6 mm (monster-pett, Fisher). Les éprouvettes ont subi deux ringages

successifs par 3 mL de DCM et la colonne de verre a subi un ringage par 2 mL de DCM.

mimimim,

150 mL Heidrun 0,03 g biochar plaque agitatrice filtration
eau de mer (masse variable) 45 minutes (GF/F)
lyophilisation macération au filtration sur évaporation du
dichlorométhane colonne DCM

Figure 12: Protocole schématisé de la préparation des échantillons afin de déterminer la
capacité d’adsorption intrinséque du pétrole Heidrun par les biochars

Le mélange final DCM-pétrole a été récupéré dans un ballon de 50 mL. La quantité de pétrole
adsorbée a été quantifiée par la différence de masse avant et apres 1’évaporation du DCM a
I’aide d’un évaporateur rotatif (Rotovapor R-200, Biichi). L’expérience a été réalisée en
triplicat et les résultats obtenus ont été normalisés par la quantité moyenne de goudron

pyrolytique extrait du biochar par la formule suivante :

Adsorption 4,4y = masse Heidrun g — (goudron g, 4y * masse biocharg)

La quantité de goudron pyrolytique extrait a été déterminee par la différence de masse a I’aide

des étapes de macération au DCM, de filtration sur colonne et d’évaporation du DCM
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présente a la figure 12. Le goudron pyrolytique extrait de chacun des biochar a été quantifié
a I’aide de six réplicats. Ce goudron a été initialement observé en raison d’un dép6t visqueux

et foncé sur la paroi du ballon a la suite de 1’évaporation du DCM (figure 13).

A B

Figure 13: Pétrole adsorbé par le biochar aprés 1’évaporation du DCM (A) absence de
goudron pyrolytique (B) présence de goudron pyrolytique

2.2.5 Production de I’hydrolysat de maquereau

Le maquereau (Scomber scombrus) a été fourni par Lelievre, Lelievre et Lemoignan Ltée
(Grande-Riviere, Sainte-Thérése-de-Gaspé, QC, Canada). La production de I’hydrolysat, par
hydrolyse enzymatique des résidus de la transformation du poisson, a eu lieu au centre
technologique des produits aquatiques (CTPA, MAPAQ, Gaspé, QC, Canada), selon le
procédé décrit dans I’article de Beaulieu et al., (2009) et illustré a la figure 14. L’hydrolysat
de maquereau utilisé résulte d’une ultra filtration et provient du lot 2Ma061-RN-18S.

L’hydrolysat de maquereau se présente sous la forme d’une poudre de protéines hydrosoluble
et riche en nutriments essentiels dont la composition élémentaire est la suivante :

o 44,74 % de carbone,

e 0,74 % d’hydrogene,



e 32,79 % d’oxygene,
e 14,68 % d’azote.
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Figure 14: Schématisation de la production d'hydrolysat de maquereau (Beaulieu et al., 2009)

2.2.6 Enrichissement du biochar peuplier450 par I’hydrolysat de maquereau

L’enrichissement du biochar peuplier450 par I’hydrolysat de maquereau a été réalisé a 1’aide
d’une colonne de verre d’une hauteur de 30 cm et d’un diamétre de 2,5 cm. De la laine de
verre a été déposée a la base de la colonne ainsi que 1,50 g de biochar peuplier450. 1,50 g
d’hydrolysat a été dissout dans 100 mL d’eau osmosée et la solution a été steérilisée par
filtration sur une membrane Durapore (GVWP, Millipore) de 47 mm de diametre et de 0,2

um de porosité. De 1’acide trifluoroacétique (TFA) (EMD millipore corporation) de grade
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HPLC a été ajouté a I’hydrolysat en solution (concentration finale: 0,1 %). Cette
acidification a permis de protoniser les groupements négatifs de 1’hydrolysat favorisant ainsi
son adsorption par le biochar. La solution d’hydrolysat acidifiée a ensuite été versée dans la
colonne de biochar afin de réaliser le processus d’enrichissement par d’adsorption. Le faible
point d’ébullition du TFA permet une évaporation rapide de 1’acide a la suite de
I’enrichissement. Le biochar enrichi a ensuite été congelé a -80 °C, lyophilisé pendant 24h
et conservé au congelateur, a -20 °C dans un dessiccateur. 1l y a eu la production de deux
biochars enrichis peuplier450-EN-1 et peuplierd50-EN-2. Le premier a été produit en octobre
2019 et le deuxieme en juin 2020 selon le méme protocole avec les mémes sources de biochar
peuplierd50 et d’hydrolysat de maquereau. La deuxiéme production de biochar enrichi a été
réalisée puisque la premicre n’était pas suffisante pour I’ensemble des analyses. Le
peuplier4d50-EN-1 et peuplierd50-EN-2 ne peuvent pas étre considérés comme duplicata, car

leurs caractéristiques different selon les analyses présentées a la section résultat et discussion.

2.2.7 Analyses thermogravimétriques (TGA)

Les analyses TGA permettent de mesurer la perte de masse en fonction de la température
afin de caractériser la capacité d’adsorption du pétrole Heidrun et le processus
d’enrichissement. Elles ont été réalisées sur les biochars peuplier450, peuplier450-EN-1,
peuplierd50-EN-2 ainsi que sur des versions chargées en pétrole, peuplier450-heidrun et
peuplier450-EN-2-heidrun. Ces derniers proviennent d’un processus d’adsorption réalisé
dans des contenants en verre de 19 cm de diameétre rempli avec 1 L d’eau de mer. L’eau de
mer utilisée a été collectée le 31 juillet 2019 a la station aquicole de I''SMER (Pointe-au-
Pere, Rimouski, Québec) et filtrée sur un filtre GF/F de 47 mm de diamétre et de 0,7 um de
porosité. La production du peuplier450-heidrun a été réalisée en ajoutant 1,00 g de pétrole a
la surface de 1’eau, suivi de 1,20 g de biochar peuplier450 a la surface du film pétrolier
(épaisseur de film pétrolier : 50 pum). La production du peuplier450-EN-2-heidrun a été

réalisée en ajoutant 0,61 g de pétrole a la surface de 1’eau, suivi de 1,20 g de biochar



peuplierd50-EN-2 a la surface du film pétrolier (épaisseur de film pétrolier : 32 um). Les
deux contenants ont ensuite été déposés sur une plaque agitatrice afin d’obtenir un vortex de
2 cm pendant 45 minutes. La quantité de pétrole utilisée pour chacun des biochars a été
déterminée selon leur capacité d’adsorption intrinséque respective afin qu’ils soient saturés

en pétrole.

La TGA a éte effectuée a I’aide de 1’analyseur thermique STA6000 (PerkinEImer) sous une
atmosphere d’azote ayant un débit de 100 mL/min. Une quantité de 10 mg a été déposée dans
un creuset de porcelaine. Un creuset vierge a été utilise comme blanc analytique. L’étendue
thermique de 1’analyse est de 30 °C a 900 °C avec une rampe de chauffage de 10 °C/min. Le
controle de I’instrument et I’acquisition des données ont été réalises a 1’aide du logiciel Pyris,

version 13.3.2.0030 (PerkinElmer).

2.2.8 Caractéristiques chimiques des biochars peuplier450

La composition élémentaire et la spectroscopie infrarouge par transformée de Fourier (FTIR)
permettent de mieux comprendre I’influence des différents mécanismes d’adsorption grace
aux liaisons chimiques présentes a la surface du biochar. Leur utilisation conjointe est
complémentaire et fréquemment utilisée afin d’acquérir des informations qualitatives sur les
groupes fonctionnels de surface. Les analyses ont éte réalisées sur le biochar peuplier450,
peuplier450-EN-1 et peuplier450-EN-2.

2.2.8.1 Analyses €lémentaires

La composition élémentaire des différents biochars a été déterminée par procédure standard
sous la responsabilité du SEREX. La teneur en oxygene a été obtenue par difference de
pourcentage. Les ratios atomiques H/C et O/C sont utilisés comme indice d’aromaticité et le
ratio (O+N)/C est utilisé comme indice de polarité. Six réplicats par échantillon ont été

analyseés.
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2.2.8.2 Spectroscopie infrarouge par transformée de Fourier (FTIR)

Les analyses FTIR du biochar peuplier450, peuplier450-EN-1 et peuplier450-EN-2 ont été
effectuées par la technique de réflectance totale atténuée (ATR) a 1’aide du spectrométre
Nicolet 6700 (Thermo Scientific). Les biochars ont été broyés manuellement a 1’aide d’un
pilon et d’un mortier afin de créer une fine poudre. Les spectres ont été réalisés avec 256
balayages a une résolution de 4 cm™. Des corrections ont été apportées aux spectres
d’absorbance avec le logiciel OMNIC (Thermo Scientific) dans 1’ordre suivant:
normalisation a la bande d’absorbance a 1588 cm™ (A=1) puisqu’elle est de plus forte
intensité, correction manuelle de la ligne de base et lissage automatique du spectre. Un

spectre par échantillon a été réalisé et leur interprétation est qualitative.

2.2.9 Biostimulation de la dégradation du pétrole Heidrun par la souche
bactérienne Alcanivorax Borkumensis sous conditions controlées

La souche bactérienne Alcanivorax borkumensis (ATCC-700651, Cedarlane) a été utilisée
comme organisme modeéle hydrocarbonoclaste afin de déterminer si le biochar enrichi
stimulait la dégradation microbienne du pétrole brut Heidrun en milieu contr6lé. La souche
bactérienne a été mise en culture dans un milieu de culture composé de Marine Broth
(DIFCO) et de pyruvate, a 30 °C, sous agitation constante a 150 rpm (Innova 4000, New
Brunswick Scientific). En raison du peu de littérature disponible concernant la croissance
d’A. borkumensis en eau de mer naturelle, une cinétique de croissance a 20 °C en milieu de
Marine Broth sans pyruvate a été réalisé sur une période de 96 h afin d’estimer la croissance
cellulaire de la souche en absence d’hydrocarbures (conditions de croissance minimale). Les
résultats obtenus ont permis d’établir la durée de 1’expérience. Il est a noter que 1’utilisation
d’A. borkumensis repose sur sa mise en culture documentée et facilement réalisable, et non

sur les résultats de diversité bactérienne présentés au chapitre 1.

L’eau de mer utilisée a été collectée le 23 janvier 2020 a la station aquicole de I''SMER

(Pointe-au-Pere, Rimouski, Québec) et stérilisée par filtration sur une membrane Durapore



(GVWP, Millipore) de 47 mm de diamétre et de 0,2 um de porosité. La concentration de
I’eau de mer en nitrate est de 38,90 umol/L et celle en phosphate est de 9,58 pmol/L durant
le mois de janvier 2020. Des tubes ventilés de 50 mL (Corning® mini bioreactor) ont été
utilisés comme microcosmes. Ces microcosmes contenaient : 40 mL d’eau de mer stérile, A.
borkumensis a la concentration finale de 10° bactéries/mL, 29 pL de pétrole Heidrun (volume
basé sur la formation d'une épaisseur de nappe de 50 um) et 0,02 g de biochar peuplier450
ou de biochar peuplier450-EN-1 (tableau V). L’expérience a été réalisée en triplicat pour une
durée de quatre semaines, a une température de 24 °C sous une agitation de 75 rpm dans
incubateur Innova 4000 (New Brunswick Scientific). Cet incubateur ne permet pas de
conserver une température plus froide que celle ambiante, ce qui justifie les conditions
d’incubation utilisées. Deux seéries de microcosmes ont été réalisées simultanément : 1’une
pour les analyses chimiques quantifiant la biodégradation du pétrole Heidrun et 1’autre pour

les analyses microbiennes déterminant la biocolonisation du biochar par A. borkumensis.

Aprés les 4 semaines d’incubation, les échantillons ont été fixés au glutaraldéhyde (Sigma-
Aldrich, Grade 1) pour une concentration finale de 0,25 %. Les différents traitements ont été
nommeés par leur composition selon la désignation suivante : A = A. borkumensis, H =
heidrun, B = biochar peuplier450, BE = biochar peuplier450-EN-1. Les contrbles sont

constitués de la souche bactérienne tandis qu’A. borkumensis est absente des blancs.
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Tableau V: Composition des différents traitements utilisés afin d’établir la biocolonisation
du biochar peuplier450 et du peuplier450-EN-1 ainsi que leur effet sur la biodégradation du
pétrole Heidrun par Alcanivorax borkumensis en milieu contrélé

borklﬁﬁensis Heidrun Biochar ?nor(;gﬁir
(1X106 cell/mL) (29 L) (0,029) (0,02 g)

Eau de mer

Traitements (40 mL)

Contréle A
Contr6le AB
Contr6le ABE
AH

AHB

AHBE

Blanc H
Blanc HB
Blanc HBE
TO chimie

2.2.9.1 Biodégradation du pétrole Heidrun en présence des biochars peuplier450
et peuplie450-EN-1

Les analyses par chromatographie en phase gazeuse couplée a la spectrométrie de masse
(GC-MS) permettent d’évaluer la biodégradation du pétrole Heidrun des différents
traitements en fonction des changements de la signature chimique des hydrocarbures. A la
fin de I’incubation, une extraction des échantillons a été effectuée par la méthode d’extraction
en phase solide (SPE) sur des cartouches SPE C-18 (Supelco, 6cc) conditionnées au DCM.
Chacun des microcosmes a été Iégerement agité afin de remettre le contenu en suspension et
verser dans une cartouche SPE C-18. Les microcosmes ont subi deux ringages successifs par
10 mL d’eau de mer stérile et ils ont été versés dans la cartouche SPE C-18. Une élution par
5 mL de DCM de la cartouche a ensuite suivi. Les traces d’eau ont été retirées des éluats avec
I’ajout de sulfate de sodium, une centrifugation et la récupération du surnageant constitue
d’hydrocarbures dissous dans le DCM. Les extraits ont ensuite été préservés a 4 °C, dans des

fioles en verre, jusqu’aux analyses.

Les analyses GC-MS ont été réalisées a I’aide d’un chromatographe (6850 Series 11, Agilent

Technologies) couplé au spectrométre de masse (5975B VL MSD, Agilent Technologies). A



la suite de I’ionisation par impact électronique, les ions ont été détectés en mode positif par
balayage de I’intervalle de masse de 50 a 550 amu. Le contrdle de I’instrument, 1’acquisition
des données et leur traitement ont été réalisés avec le logiciel Chemstation (Agilent
Technologies). Un volume de 100 pL d’échantillon a été pipetté dans un tube a insertion de
250 pL, suivi de 75 pL de DCM et de 25 pL d’un standard deutéré (concentration finale de
1 ppm) a suivi. L’étalon interne est une solution de naphthaléne-d8, anthracene-d10 et
peryléne-d12. Une courbe de calibration a été préalablement réalisée a 1’aide de 1’étalon
interne. La méthode analytique utilisée permet la quantification des HAP et la détection de

I’ensemble des hydrocarbures. Elle est détaillée a I’annexe 1.

Bien que la quantification des HAP faisait partie du protocole analytique, 1’évolution de la
biodégradation du pétrole Heidrun a été déterminée a partir des profils chromatographiques
des alcanes, tracés selon I’intensité de I’ion m/z = 57, caractéristique des alcanes linéaires et
ramifiés. Les ratios diagnostiques n-Ci7/pristane, n-Cig/phytane ont été calculés et interprétés
sur la base de I’intensité relative des pics chromatographiques. La valeur de chacun des
alcanes permettant d’établir les ratios diagnostiques correspond a I’aire sous la courbe du pic
chromatographique associé. Les ratios diagnostiques des différents traitements ont été
corrigés par le signal des traitements contrdles associés et ensuite comparés aux échantillons

a temps 0. L’incubation des échantillons correspondant au temps 0 s’est terminée apres 3 h.

2.2.9.2 Biocolonisation des biochars peuplier450 et peuplier450-EN-1

Les échantillons dédiés aux analyses microbiennes ont été filtrés sur des membranes
Durapore (GVWP, Millipore) de 47 mm de diamétre et de 0,2 um de porosité. Les filtres ont
ensuite subi une succession de trois bains de tampon phosphate salin (PBS), afin d’éviter
I’éclatement des cellules, suivie d’une dessiccation par quatre bains d’éthanol (50%,70%,
90% et 100%) d’une durée de 15 minutes chacun, afin d’éliminer la présence d’eau. Les
filtres ont été conservés a -20 °C dans un dessiccateur jusqu’aux analyses de colonisation

bactérienne par microscopie électronique a balayage (MEB) (JSM-6460LV, JEOL). Lors des
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analyses, les grains de biochar ont été déposés sur un collant carbone de 12 mm de diametre
(Electron Microscopy Sciences) recouvrant un talon d’aluminium (12,5 mm de diameétre
(Electron Microscopy Sciences). Le MEB a été opéré a un voltage de 10 kV au mode « high
vacuum » pour la prise d’image. Six champs par échantillon ont été photographiés et

analysés.

La colonisation bactérienne du biochar a été évaluée qualitativement a 1’aide d’une
classification en quatre catégories : tapis microbiens, microcolonies, cellules éparses et
absence de cellules (figure 15). Les images ont été classifiées selon la catégorie représentant
le mieux le stade de colonisation microbien global de I’'image. Dix-huit images par traitement

ont été analysées (réplicats et champs confondus).
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Figure 15: Exemple de colonisation bactérienne du biochar par une classification en quatre
catégories : tapis microbiens, microcolonies, cellules éparses et absence de cellules



2.2.10 Analyses statistiques

Le logiciel R et son interface R studio ont été employés afin de réaliser les tests statistiques.
Des ANOVA ont été utilisées afin de déterminer 1’influence du type de biomasse et de la
température de pyrolyse sur la capacité d’adsorption intrinséque du pétrole Heidrun des
biochars. Le test non paramétrique de Kruskal-Wallis a été employé afin de déterminer si le
type de biomasse et la température de pyrolyse influencent la quantité de goudron pyrolytique
extrait des biochars. La limite de significativité statistique utilisée est de 0,05 pour I’ensemble
des tests statistiques. Les barres d’erreur des différents graphiques présentent les écarts-types

associes aux replicats.

2.3 RESULTATSET DISCUSSION

2.3.1Morphologie des biochars

Les images MEB des biochars démontrent des structures en feuillet, hétérotrophes et
poreuses, sans distinction évidente entre les biochars provenant de différentes biomasses ou
de différentes températures de pyrolyse (figure 16). Les structures observées varient au sein
d’un méme échantillon avec une répartition de pores non uniformes et de grosseurs variables.
L’étude de Silvani et al., (2017) souligne aussi cette hétérogénéité lors de 1’analyse de la
morphologie des pores d’un biochar de pin. Les structures observées a la figure 15 sont aussi
retrouvées dans les études portant sur les biochars de bois (Navarathna et al., 2020 ; Baltrénas
et al., 2015).
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Figure 16: Morphologie des biochars de biomasses forestieres confondues, d’épinette et de
peuplier pyrolyses a 400 °C et 450 °C analysée par microscopie a balayage électronique a un
grossissement de x750



2.3.2 Capacité d’adsorption intrinséque du pétrole Heidrun par les biochars

Les capacités d’adsorption intrinseéque du pétrole Heidrun par les biochars provenant de
biomasses forestiéres confondues, d’épinette et de peuplier pyrolysés a 400 °C et 450 °C sont
toutes similaires. Les tests statistiques ont démontré que ni le type de biomasse (p-value =
0,891) ni la température de pyrolyse (p-value = 0,147) n’influencent la capacité d’adsorption
intrinséque des biochars. Les courbes d’adsorption des différents biochars sont visuellement
semblables et la capacité d’adsorption intrinséque est maximale lorsque 1’épaisseur de nappe
pétrolicre est d’environ 15 um (figure 17). Cela se traduit par le plateau d’adsorption visible
a partir de cette épaisseur. Malgré 1’absence de différence significative, les biochar de
peuplier, toutes températures confondues, possédent une capacité d’adsorption intrinséque

du pétrole Heidrun plus intéressante.
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Figure 17: Capacité d’adsorption intrinséque du pétrole Heidrun des différents biochars en
fonction de 1’épaisseur de la nappe de pétrole
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La quantification du goudron pyrolytique extrait a permis d’établir que la présence de ce
goudron n’est pas influencée par la biomasse utilisée (p-value = 0,395) et la température de
pyrolyse (p-value = 0,117) (figure 18). Malgré 1’absence de différence significative, les
biochars produits a 450 °C contiennent Iégerement moins de goudron pyrolytique que leurs
homologues pyrolysés & 400 °C, ce qui est expliqué par une température de pyrolyse

supérieure permettant un processus de carbonisation plus complet.

Le biochar peuplier450 a été sélectionné afin de créer une version enrichie par un hydrolysat

de maquereau.
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Figure 18: Goudron pyrolytique extrait des biochars provenant de biomasses forestieres
confondues, d’épinette et de peuplier pyrolysés a 400 °C et 450 °C par macération au
dichlorométhane



Le biochar peuplier450 possede une capacité d’adsorption intrinséque du pétrole Heidrun de
0,83 £ 0,04 g/g (n=9) et le biochar peuplier450-EN-1 de 0,53 £ 0,16 g/g (n=12). Ces valeurs
ont été déterminées en moyennant celles des plateaux d’adsorption a la figure 19. Dans le cas
du biochar peuplier450, les trois derniers points de la courbe d’adsorption constituent le
plateau d’adsorption, tandis que ce sont les quatre derniers points de la courbe du biochar
peuplier4d50-EN qui ont été considéres. Les deux courbes d’adsorption du pétrole Heidrun
sont visuellement différentes et il est possible d’observer deux tendances: la capacité
d’adsorption intrinséque supérieure du biochar peuplier450 et sa variabilité inférieure. Le
processus d’enrichissement par 1’hydrolysat de maquereau induit un changement des
propriétés absorbantes du biochar. Une hypothése probable serait 1’augmentation du
caractere polaire du biochar enrichi. Cela explique la diminution de la capacité d’adsorption
intrinséque du pétrole Heidrun et la diminution de sa flottabilité, tel qu’observé a la figure
19 et 20. Cette hypothése est soutenue par les résultats d’adsorption moyenne de 1’eau de mer
par les biochars. En effet, I’adsorption d’eau de mer par le biochar peuplier450 est de 0,78 =
0,17 g/g (n=18) et de 1,00 + 0,39 g/g pour le biochar peuplierd50-EN-1 (n=18). Lorsque le
biochar possede une certaine polarité, les sites d’adsorption sont davantage occupés par les
molécules d’eau, ce qui réduit la capacité d’adsorption d’un composé non polaire, tels que
les hydrocarbures (Chen et Chen 2009).
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Figure 19: Capacité d’adsorption intrinséque du pétrole Heidrun par le biochar peuplier450
et peuplier4d50-EN-1en fonction de I’épaisseur de la nappe de pétrole
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Figure 20: Flottabilité du biochar peuplier450 et du biochar peuplier450-EN-1 en absence de
pétrole et aprés agitation



Plusieurs études impliquant 1’adsorption du pétrole brut par le biochar en conditions marines
simulées ne prennent pas en considération 1’adsorption de I’eau de mer (AlAmeri et al.,
2019 ; Kandanelli et al., 2018 ; Nguyen et Pignatello 2013). Pourtant, nos résultats
démontrent que cette adsorption est non-négligeable, tel qu’avancé par Navarathna et al.,
(2020). L’adsorption moindre du pétrole Heidrun par le biochar enrichi est aussi expliquée
par un second facteur : le remplissage partiel des pores du biochar par I’enrichissement. La
courbe d’adsorption du pétrole Heidrun par le biochar enrichi présentée a la figure 19 indique
une valeur d’adsorption de 0,27 + 0,41 g/g en absence de pétrole (x=0). Il est probable que
cette valeur correspond a la présence de résidus d’enrichissement qui a été extrait lors des
manipulations déterminant la capacité d’adsorption intrinséque, et ce malgré la normalisation
par la valeur de goudron extractible qui prend en compte toute matiere extractible. Il a aussi
été remarqué que le biochar enrichi présente une valeur moyenne plus faible de goudron
(figure 18). Cela provient de I’action de 1’acide TFA lors du processus d’enrichissement qui
retire le goudron résiduel (Tsai et al., 2020). Il est important de souligner I’augmentation des
valeurs des écarts-types a la suite de I’enrichissement, ce qui semble se traduire par une plus
grande hétérogénéité des sites d’adsorption au sein du biochar peupier450-EN-1 comme

illustré par la figure 19.

Plusieurs observations intéressantes ont été réalisées lors des manipulations en laboratoire.
La saturation du biochar par le pétrole a été observée dans les échantillons contenant une
quantité de pétrole supérieure a sa capacité d’adsorption intrinséque. En effet, lorsque le
plateau d’adsorption du pétrole est atteint, il reste un film pétrolier visible a la surface de
I’eau (figure 21). De plus, une adsorption en quelques minutes du pétrole Heidrun a été
observée. Les études de Navarathna et al., (2020) et de Nazifa et al., (2018) abondent dans le
méme sens en démontrant que les biochars atteignent 1’équilibre d’adsorption du pétrole brut
en moins de 15 minutes. La rapidit¢ d’adsorption représente une caractéristique
opérationnelle intéressante pour un adsorbant pétrolier. Finalement, il a été observé que les
particules de biochar et de biochar enrichi chargées en pétrole semblent posséder une
meilleure flottabilité que les particules brutes. Cela est aussi mentionné par Nguyen et
Pignatello (2013).
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Figure 21: Biochar chargé de pétrole aprés 45 min d’adsorption. (A) sans pétrole. (B) 12 um
(C) 28 um

2.3.3 Caractérisation de I’adsorption de pétrole et du processus d’enrichissement
par TGA

La figure 22 montre trois régions de degradation thermique. La région d’évaporation des
molécules d’eau (< 130 °C), la région de dégradation des composés organiques (200 — 550
°C) et la région de dégradation du carbone réfractaire (> 550 °C) (Gasco et al., 2011 ;
Carmody et al., 2008). La différence entre la perte massique des différents biochars chargés
en pétrole et le biochar brut peuplier450 permet d’établir le pourcentage massique attribuable
au pétrole Heidrun. 25,11 + 4,47 % de la masse du biochar peuplierd50-heidrun est
attribuable au pétrole tandis que 15,88 + 2,36 % de la masse du biochar enrichi peuplier450-
EN-2-heidrun est attribuable au pétrole. Ce résultat s’accorde avec les résultats obtenus en
laboratoire indiquant une adsorption inférieure du pétrole Heidrun par un biochar enrichi
(figure 19). La TGA permet aussi de comparer les deux productions de biochar enrichi. 0,38
+ 1,07 % du poids de biochar peuplier450-EN-1 est attribuable a I’hydrolysat de maquereau
tandis que 0,81 + 0,99 % du poids du biochar peuplierd50-EN-2 est attribuable a
I’enrichissement. Ces résultats indiquent un processus d’enrichissement variable ou le
biochar peuplierd50-EN-2 est davantage enrichi. Les résultats des analyses élémentaires

s’accordent avec ceux de la TGA en révélant un enrichissement en azote du peuplier450-EN-



2 significativement supérieur a celui du peuplier450-EN-1 (tableau V1). Cet azote est associé

aux protéines dont est constitué 1’hydrolysat.
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Figure 22: Perte massique des biochars peuplier450 et de leurs versions chargées en pétrole
Heidrun en fonction de la température par TGA

2.3.4 Caractéristiques chimiques des biochars peuplier450

La composition élémentaire du biochar peuplierd50, peuplier450-EN-1 et peuplier450-EN-2
démontre des structures riches en carbone variant entre 71,57 et 73,33 % (tableau VI). Les
teneurs en hydrogéne et en oxygene de ces biochars sont similaires puisque le taux
carbonisation est le méme. Ainsi, les ratios d’aromaticité H/C et O/C ne sont pas affectés par
I’enrichissement du biochar. Ces valeurs sont typiques des biochars de bois pyrolysés a 450
°C (Yaoetal., 2012 ; Chen et al., 2011).

Les valeurs d’azote supérieures des biochars enrichis (peuplier450-EN-1 et peuplier450-EN-

2) comparativement au biochar peuplier450 indiquent que I’enrichissement de ce dernier par
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un hydrolysat de maquereau fonctionne (tableau V1). Le taux d’enrichissement est cependant
variable, car le biochar peuplie450-EN-1 est composé de 0,54 + 0,02 % d’azote et le
peuplier4d50-EN2 de 1,25 £ 0,04 %. L’indice de polarité (O+N)/C augmente léegérement a la
suite de I’enrichissement, ce qui est attribué a une augmentation des groupes fonctionnels
polaires composés d’azote. Ce résultat était attendu étant donné une adsorption d’eau de mer
plus importante par le biochar peuplierd50-EN-1. En effet, 1’augmentation de cet indice
indique une augmentation des groupes fonctionnels polaires du biochar et implique un
biochar plus hydrophile (Chen et Chen 2009).

Tableau VI: Composition élémentaire, ratios d’aromaticité et ratio de polarité des biochars
peuplierd50, peuplier450-EN-1 et peuplier450-EN-2

% atomique (O+N)
H/C o/C
C H N O /IC

Peuplier450 7333+0,35 | 408+0,04 | 037+010 | 22,21+0,28 0,06 0,30 0,31
Peuplier450-EN-1 | 71,57 £0,60 | 4,09+0,09 | 054 +0,02 | 23,72 0,67 0,06 0,33 0,34
Peuplierd50-EN-2 | 72,49+0,39 | 403+0,04 | 1,25+0,04 | 22,17 +0,36 0,06 0,31 0,32

Les spectres FTIR du biochar peuplierd50, peuplierd50-EN-1 et peuplier450-EN-2 sont
présentés a la figure 23. L’interprétation des bandes provient de la revue de littérature de Tan
etal., (2015), sauf si autrement spécifié. Le spectre du biochar peuplier450 présente une large
bande de faible intensité a 2922 cm™ et une étroite bande de faible intensité a 1444 cm™
indiquant 1’étirement des liens aliphatiques -CH>. La large bande de forte intensité présente
a 1588 cm™ provient de I’étirement des liens aromatiques C=0 et C=C. La bande large
présente & 1207 cm™ provient de I’étirement des liens aromatiques -CO et phénolique -OH
(Chen et al. 2008). La bande présente a 3300 cm™ provient de I’étirement des groupes
fonctionnels -OH. Le biochar peuplier450 présente donc des traces de composés organiques
polaires qui favoriseront ’adsorption d’eau, représentées par la bande large de 2922 cm™,

tout en possédant une certaine aromaticité étant donné la bande large et intense & 1588 cm™.



L’enrichissement modifie 1égérement le spectre du peuplier450, plus particuliérement visible
sur le spectre du peuplier450-EN-2 étant donné la teneur en azote plus importante. Les
modifications sont visibles dans la région spectrale entre 1800 et 1300 cm™. Les principales
bandes associées aux hydrolysats de poisson sont celles de la déformation de NHs™ a 1516
cm?, celle de I’étirement des COO™ & 1400 cm™?, celle de I’amide I a 1650 cm™ et de I’amide
1121550 cmt (Ishak et Sarbon 2018 ; Kristoffersen et al., 2019). La présence plus importante
des groupes fonctionnels polaires -NH> a la surface du biochar enrichi explique 1’adsorption
d’eau de mer plus importante comparativement au biochar brut ainsi que la diminution de

I’affinité avec le pétrole.
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Figure 23: Spectre FTIR des biochars peuplier450, peuplier450-EN-1 et peuplier450-EN-2. Les pointillés noirs représentent les
bandes associées au biochar. Les pointillés orange représentent les principales bandes associées aux hydrolysats de poisson.



Les résultats de la capacité d’adsorption intrinséque du pétrole Heidrun par le biochar
peuplier4d50 et le biochar peuplier4d50-EN-1 ont permis d’établir que le processus
d’enrichissement par I’hydrolysat de maquereau induit un changement des propriétés
absorbantes du biochar. Une augmentation de 1’adsorption d’eau de mer et une diminution
de la flottabilité du biochar enrichi ont été observées indiquant une augmentation de son
caractére polaire. Les résultats de la caractérisation des propriétés physico-chimiques
valident aussi cette hypothese. Le biochar peuplierd50-EN-1 posséde une capacité
d’adsorption intrinseque du pétrole Heidrun moindre gque le biochar peuplier450 étant donné
I’occupation des sites d’adsorption par les molécules d’eau (Chen et Chen 2009). Cette
capacité d’adsorption supérieure est aussi confirmée par les analyses TGA. De plus, ces
analyses soulévent un enjeu de reproductibilité du protocole d’enrichissement. Afin de
poursuivre cet effort de recherche pour le développement d’une nouvelle méthode
d’intervention pour les déversements de pétrole en mer, il faudra s’assurer de la constance
du processus d’enrichissement du biochar par I’hydrolysat de coproduits marins. Une piste
de solution serait d’assurer un débit fixe lorsque la solution d’hydrolysat s’écoule dans la

colonne de biochar afin d’optimiser le temps de contact.

2.3.5 Biostimulation de la dégradation du pétrole Heidrun par Alcanivorax
Borkumensis sous conditions contrdlées

Lors de I’expérience de biostimulation de la dégradation du pétrole Heidrun par A.
borkumensis, une contamination bactérienne a été observée dans les échantillons controles
contenant du pétrole non inoculés. Cette contamination est fortement visible sur les images
Jalde lafigure 24. Elle semble provenir du pétrole Heidrun, car toutes les composantes des
microcosmes ont été stérilisées et I'absence de bactéries dans le biochar a été confirmée par
microscopie en épifluorescence. Dans ce mémoire, le terme « bactéries résidentes »
représente les bactéries introduites dans les microcosmes a partir du pétrole Heidrun. Ces

bactéries peuvent étre associées aux bactéries indigénes des réservoirs pétroliers Heidrun ou
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provenir d’une contamination du baril de pétrole utilisé, celui-ci ayant été ouvert avant

I’expérience.

Cela dit, aucune distinction morphologique entre les bactéries résidentes et les cellules A.
borkumensis n’a été possible par MEB (figure 24). Les réservoirs pétroliferes sont les hotes
d’une riche communauté bactérienne proliférant majoritairement aux interstices eau-pétrole
(Pannekens et al., 2019). L’¢étude de Dellagnezze et al., (2016) évalue I’efficacité de
différents supports (arénite, schiste et mousse de polyuréthane) pour 1’enrichissement
microbien en condition sulfato-réductrice étant donné la faible densité cellulaire du pétrole.
Leurs analyses génétiques indiquent que les genres Petrotoga, Bacillus, Pseudomonas,
Geobacillus et Rahnella représentent majoritairement la communauté bactérienne des
réservoirs petroliferes étudiés. Ces bactéries forment aussi des biofilms de différentes
densités, selon le type de support employé et sans distinction morphologique possible entre
les cellules bactériennes (Dellagnezze et al., 2016). Il est donc impossible de confirmer si la
dégradation des hydrocarbures et la colonisation du biochar proviennent de 1’action
individuelle d’A. borkumensis pour les traitements inoculés. A I’inverse, il est possible
d’affirmer que les effets observés dans les traitements sans inocula proviennent de 1’action

des bactéries résidentes.

La figure 25 présente différents stades de colonisation bactérienne : distribution éparse des
cellules, agglomération des cellules en structure de microcolonies et I’interconnexion par
filament EPS (substance polymérique extracellulaire) ainsi que développement de tapis
microbiens denses en biofilm. En présence d’hydrocarbures, certains génes d’A. borkumensis
sont régulés, a la hausse ou a la baisse, induisant la production de biosurfactants qui conférent
un caractere plus hydrophobe a la cellule et une capacité de fixation a I’interface pétrole-eau
(Abbasi et al., 2018 ; Godfrin et al., 2018 ; Sabirova et al., 2011). L’agglomération des
cellules induit le processus de « quorum-sensing » et contribue au développement de biofilm
dans une matrice EPS (Sabirova et al., 2011). En absence de biofilm, les bactéries observées

présentent une faible diversité morphologique avec une prédominance en forme de batonnet.



Les cellules bactériennes se fixent a la surface du biochar sur leur axe longitudinal, ce qui est

attribué au pontage de biosurfactant permettant leur fixation (Omarova et al, 2019).
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Peuplier450-EN_heidrun_4. borkumensis

Figure 24: Biocolonisation microbienne des particules de biochar peuplier450 et de biochar
peuplier450-EN-1 en présence de pétrole Heidrun observée par microscopie a balayage
électronique a un grossissement de x3000. Les images A-B-C présentent la biocolonisation
du biochar peuplier450-EN-1 par A. borkumensis et/ou les bactéries résidentes et les images
D-E-F présentent celle du biochar peuplier450. Les images J-K-L illustrent la biocolonisation
du biochar peuplier450-EN-1 par les bactéries résidentes et les images G-H-1 illustrent celle
du biochar peuplier450
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Figure 25: Développement de différents stades de biocolonisation au sein d'une méme
particule de biochar peuplier4d50 d’un traitement composé aussi d’A. borkumensis et de
pétrole Heidrun observé par microscopie a balayage électronique a un grossissement de
x3000

Les analyses MEB montrent que le biochar peuplier 450 et le biochar peuplierd50-EN-1
supportent une colonisation bactérienne, tel que démontré par les images de la figure 24. Ce
résultat souligne le fort potentiel du biochar issus des résidus forestiers comme support
microbien et est en accord avec la littérature (Yang et al., 2018 ; Shackley et Sohi 2010 ;
Lehmann et al., 2006). Malgré le biais induit par la présence des bactéries résidentes,
plusieurs tendances ont été mises en évidence. La figure 26 présente la répartition en
pourcentage des stades de développement microbien dominants selon les traitements. En
présence d’A. borkumensis, de pétrole et de biochar (AHB), la biocolonisation des particules
de biochar peuplier 450 est plus importante étant donné le développement de tapis microbien
de 33 % comparativement a 11 % pour le biochar peuplier450-EN-1. La biocolonisation du
peuplierd50 par les bactéries résidentes est aussi caractérisée par un stade de développement
bactérien supérieur comparativement a celle du biochar peuplier450-EN-1. De plus, aucun
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tapis microbien n’a été observé au sein des échantillons sans pétrole contenant A.
borkumensis et les biochars (AB et ABE), dont les échantillons sont principalement
caractérises par une absence de cellules. La survie de quelques cellules bactériennes au sein

de ces traitements peut provenir des traces de goudron pyrolytique dans les pores du biochar.

AHBE AHB ABE
6%

17%

33%

61%

44%

39%

44%

78%

39%

® tapis microbien = microcolonies * cellules éparses = absence de cellule

Figure 26: Répartition des stades de développement bactérien observés sur les images
obtenues en MEB pour les différents traitements nommeés par une combinaison de ces lettres
A = A. borkumensis, H = heidrun, B = biochar et BE = biochar enrichi

Ainsi, le biochar peuplier450 et le biochar peuplier450-EN-1 offrent un support adéquat a la
croissance bactérienne en eau de mer. Cependant, le biochar peuplier450 enrichi par
I’hydrolysat de maquereau ne stimule pas davantage la biocolonisation des particules de
biochar. La technique d’analyse par MEB représente une approche qualitative et 1’analyse
des ratios diagnostiques de biodégradation du pétrole par GC-MS a été effectuée afin de

complémenter ces résultats.



Les ratios diagnostiques de biodégradation des hydrocarbures (n-Ciz/pristane et n-
Cus/phytane) sont présentés au tableau VII. Les résultats montrent une diminution des ratios
diagnostiques comparativement au temps 0, ce qui indique la présence de biodégradation des
hydrocarbures dans I’ensemble des traitements, a I’exception du traitement AHBE. Les ratios
diagnostiques du traitement AHBE démontrent une absence de dégradation, ce qui est
surprenant. Une hypothése probante serait une dégradation des biomarqueurs pristane et
phytane puisqu’A. borkumensis peut dégrader les alcanes ramifiés apres épuisement de la
fraction d’alcanes plus dégradables (Hara et al., 2003). Cette hypothése est validee par
I’analyse des chromatogrammes présentés a la figure 27. Au temps 0, les pics
chromatographiques associées au Ci7 au temps de rétention de 12,814 min, au pristane au
temps de rétention de 12,865 min, au C1g au temps de rétention de 13,546 min et au phytane
au temps de rétention de 13,619 min sont bien visibles et possédent une forte intensité. Le
chromatogramme du traitement AHB indique une biodégradation compléte des alcanes C17
et C1g étant donné la disparition des pics associés aux biomarqueurs. Le chromatogramme du
traitement AHBE dévoile une dégradation de ces alcanes, mais aussi des biomarqueurs.
Wang et al., (2006) indigquent que plusieurs auteurs ont déclaré une réduction de ces

biomarqueurs lors d’études sur plusieurs mois.

Finalement, il est intéressant de constater qu’en absence de biochar et de biochar enrichi
(traitements AH et H), les ratios de biodégradation du pétrole sont similaires a ceux des
traitements avec biochar. Pourtant, I’étude de Warr et al., (2018) indique que la présence de
support solide stimule la biodégradation du pétrole par A. borkumensis, car les cellules se
fixent au support gréce a la grande surface de contact disponible et la proximité avec les
nutriments. Une hypothése viable serait que les bactéries résidentes n’ont ni besoin de
support, ni de nutriments additionnels afin de dégrader le pétrole puisqu’elles proliféraient

déja dans un pétrole brut.
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Tableau VII: Ratios diagnostiques de la dégradation des alcanes n-C17/pristane et n-
Cis/phytane des différents traitements a la suite de I’expérience de biostimulation du
pétrole Heidrun en microcosme

Ratios diagnostiques

n-Ciz/pristane n-Cis/phytane
Heidrun_TO 0,95+0,10 1,59+£0,16
AH 0,04 £ 0,02 0,29 + 0,07
AHB 0,20 £ 0,15 0,55+ 0,67
AHBE 2,34+ 0,42 2,43+ 3,83
H 0,29 + 0,29 0,23 + 0,27
HB 0,04 + 0,03 0,10+ 0,10
HBE 0,09 + 0,06 0,37+ 0,31
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Figure 27: Chromatogrammes de I'ion 57 des échantillons Heidrun_TO, AHB et AHBE
exprimé par I’intensité relative des composés chimiques. Dans le cercle jaune, les bandes
associees au C17 (12,814 min) et au pristane (12,865 min). Dans le cercle orange, les bandes
associées au Cig (13,546 min) et au phytane (13,619 min).



Les analyses MEB et GC-MS indiquent donc la méme tendance. Le biochar peuplier450-
EN-1 ne stimule pas davantage la biodégradation du pétrole Heidrun comparativement au
biochar peuplierd50. Cela dit, la biodégradation des hydrocarbures a été effectuée dans
I’ensemble des traitements Soit par 1’action de A. borkumensis ou des bactéries résidentes.
Considérant que la croissance d’A. borkumensis nécessite une quantité importante de
nutriments, principalement d’azote organique et inorganique (Schneiker et al., 2006) et que
la stimulation de la dégradation du pétrole par un ajout combiné de biochar et de nutriments
a été demontrée dans différents milieux (Wei et al., 2020 ; Yang et al., 2018 ; Wang et al.,
2017 ; Qin et al., 2013), il est possible que le taux d’enrichissement du biochar peuplier450
ne soit pas suffisant pour stimuler davantage la croissance bactérienne ou que les nutriments
ne soient pas biodisponibles pour les bactéries. La composition élémentaire ne montre pas
une grande différence d’azote entre le peuplier450 (0,37 £ 0,10 %) et peuplier450-EN-1 (0,54
+0,02), ce qui supporte cette hypothése. En milieu marin, les microorganismes hétérotrophes
ont besoin d’un ratio C:N:P de 69:16:1 (Suttle 2007). Il serait intéressant de valider le ratio
N:P de I’hydrolysat de maquereau afin de s’assurer que le ratio moléculaire est approprié,
puisque le carbone est non-limitant en présence de pétrole. De plus, 1’évolution des
concentrations en azote et en phosphate des microcosmes n’a pas été suivi durant notre étude.
Il est donc possible que ces éléments soient rapidement devenus limitants dans les
microcosmes et n’aient pas permis de soutenir une croissance optimale des bactéries en place.
L’objectif d’enrichir le biochar est de pallier une limitation éventuelle en azote dans un milieu
oligotrophe. Dans notre étude, 1’eau de mer utilisée contenait une concentration élevée en
azote au début de I’expérience, tel qu’indiqué a la section 2.2.9. Il est donc possible que

I’effet de I’enrichissement du biochar ait ét¢ masqué.

Les résultats obtenus lors de cette étude ne permettent pas de confirmer le potentiel du
biochar peuplier450 enrichi par un hydrolysat de maquereau comme agent stimulant la
biodégradation microbienne en cas de déversement d’hydrocarbures. Toutefois, ils
soulignent le fort potentiel du biochar peuplier450 comme agent adsorbant pétrolier grace a

sa capacité d’adsorption intrinseéque du pétrole Heidrun et son caractere hydrophobe.
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2.4 CONCLUSION

Ce chapitre visait a déterminer le potentiel de six biochars bruts comme adsorbant pétrolier
et celui d’un biochar de peuplier enrichi par un hydrolysat de maquereau comme agent de
bioremédiation des hydrocarbures. Ce travail présente pour une premiére fois un protocole
permettant de déterminer la capacité d’adsorption intrinseéque du pétrole Heidrun par un
biochar. La capacité d’adsorption intrinséque considere I’adsorption du pétrole par la surface
du biochar uniquement. Cette notion permet de comparer plus adéquatement 1’adsorption de
différents biochars afin de limiter les biais induits par la capacité d’adsorption opérationnelle,
incluant I’adhérence pétrole-pétrole, puisque cette derniére est influencée par plusieurs
facteurs, dont 1’épaisseur de nappe de pétrole. Le développement de ce protocole résulte
d’une analyse des méthodologies présentées dans la littérature et d’un travail rigoureux en
laboratoire. L’absence de différence significative entre les capacités intrinseques
d’adsorption des biochars (biomasse400, biomasse450, épinette400, épinette450,
peuplier400 et peuplier450) implique un avantage stratégique advenant la production a
grande échelle de biochar comme agent adsorbant en cas de déversements pétroliers cétiers.
Ce projet est aussi le premier a proposer 1’enrichissement méme du biochar en nutriments
essentiels par un hydrolysat de maquereau afin d’accroitre la biodégradation du pétrole. Le
biochar peuplier450 présente une capacité d’adsorption intrinseéque plus intéressante que le
biochar enrichi peuplier4d50-EN-1. L’ expérience de biostimulation du pétrole Heidrun par A.
borkumensis en microcosme n’a pu démontrer le potentiel du biochar enrichi afin de stimuler
la colonisation bactérienne et la biodégradation du pétrole Heidrun. Ce protocole nécessite
donc des améliorations qui n’ont pu étre réalisées dans le cadre de cette maitrise étant donné
le caractere innovateur de ce projet et les restrictions de temps. Cette expérience a toute de
méme démontrer que le biochar brut peuplier4d50 et enrichi peuplier450-EN-1 permettent

tous deux la prolifération bactérienne ainsi qu’une biodégradation du pétrole.

Ainsi, ce travail présente une preuve de concept forte concernant 1’usage du biochar
peuplierd50 comme adsorbant pétrolier permettant la croissance de bactéries

hydrocarbonoclastes. De plus, I’applicabilité d’un biochar lors d’un déversement cotier



s’avere intéressante. Son application et sa récupération seraient opérationnellement viables
et faciles d’exécution étant donné sa capacité d’adsorption des hydrocarbures résiduels et sa
bonne flottabilité. Son application serait possible a partir de petites embarcations lors de
conditions environnementales calmes. Le biochar chargé en pétrole pourrait étre récupéré a
I’aide de filet a maillage fin lors d’une récupération manuelle. La figure 28 permet une
extrapolation simple sur un cas de pollution au diesel survenu en 2014 aux lles-de-la-
Madeleine. Les estacades jaunes confinent une section du quai d’une superficie de 400 m?.
Il serait actuellement impossible de retirer les hydrocarbures résiduels étant donné la fine
épaisseur du film de pétrole estimée a 5 um. Une quantité de 2,3 kg de biochar aurait été
nécessaire afin retirer ces hydrocarbures résiduels et représenterait un faible codt
opérationnel. La capacité a retirer les hydrocarbures résiduels représente un usage

complémentaire aux techniques d’intervention actuelles.

. ——

Figure 28: Déversement de diesel aux lles-de-la-Madeleine (Le Soleil 2014)
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Cela dit, plusieurs défis et pistes d’amélioration se dessinent afin d’atteindre un portrait
global du biochar en tant qu’agent adsorbant pétrolier. Le principal enjeu identifi¢ lors des
manipulations en laboratoire est I’hétérogénéité du biochar. Afin d’augmenter la précision
des resultats, il serait intéressant de tamiser le biochar pour ’obtention d’échantillons
présentant des grains plus uniformes. Des études a plus grande échelle seraient aussi
hautement pertinentes afin de limiter I’influence de divers facteurs tels que I’hétérogénéité
du biochar et ’adhérence du pétrole aux parois des contenants sur la capacité intrinseque

d’adsorption du pétrole par le biochar.

De plus, une caractérisation des propriétés physico-chimiques plus approfondie permettra de
trouver de meilleurs comparatifs au sein la littérature. La prochaine étape serait d’établir la
porosité du biochar peuplier450 avec la méthode adsorption/désorption d’azote BET
(Brunauer-Emmett-Teller). Plusieurs études utilisent cette analyse puisque 1’adsorption de
pétrole sur un biochar est en partie corrélée a sa porosité et a sa surface spécifique (Cai et al.,
2019 ; Kandanelli et al., 2018 ; Nguyen et Pignatello 2013 ; Chen et al., 2008). L’analyse de
la porosité était initialement prévue dans 1’échéancier de la maitrise, mais en raison de la

pandémie a COVID-19 au printemps 2020, elle n’a pas pu étre réalisée.

Finalement, il serait pertinent de confirmer la source de la contamination présente dans
I’expérience de biostimulation de la dégradation du pétrole Heidrun avant d’amorcer d’autres
recherches a ce sujet. L’article de Melo et al., (2006) décrit la méthodologie a appliquer afin
de validation de I’introduction de bactéries par le pétrole Heidrun. De plus, 1’évaluation de
la biocolonisation du biochar par le MEB représentait une approche préliminaire et il est
intéressant de constater qu’elle apporte des résultats viables. Cette technique mérite d’étre
approfondie par une étude complémentaire axée sur la méthodologie afin de s’assurer de la
représentativité de 1’échantillonnage. La nature électrostatique du biochar a engendré des
défis techniques lors des analyses au MEB. Afin d’augmenter la qualité des images ainsi que
la rapidité des analyses, il serait pertinent de recouvrir les échantillons d’une pellicule d’or

ou de palladium tel que décrit par Omarova et al., (2019) et Abbasi et al., (2018).



En conclusion, ce projet de maitrise démontre que le biochar peuplier4d50 agit comme
adsorbant petrolier tout en offrant un support permettant la prolifération bactérienne en
milieu marin. Cet adsorbant d’origine naturelle, carboneutre et prometteur mérite une plus
grande attention, car son application permettrait un retrait des hydrocarbures résiduels. Les
techniques d’intervention associés au nettoyage d’un déversement pétrolier évoluent
lentement et il est essentiel de préconiser des méthodes d’intervention en harmonie avec les
valeurs d’aujourd’hui. L’élargissement des options de commercialisation du biochar
contribue a 1’effort de valorisation de coproduits d’industries québécoises et canadiennes.
Plusieurs usines de transformation du bois en produits de carbone végétal, dont la production
du biochar, sont présentes sur ce territoire (AIREX Energie, Xylo-Carbone et BioChar
Boréalis). L’utilisation du biochar comme adsorbant pétrolier pourrait apporter une nouvelle
avenue commerciale pour ces usines. La production d’adsorbant local émergeant de la
valorisation d’une ressource abondante permettra le développement d’un transport maritime

plus responsable.



CONCLUSION GENERALE

Chaque déversement pétrolier maritime est un cas unique ou une multitude de stratégiques
seront mises en ceuvre afin de limiter les conséquences sociales, économiques et
environnementales. Toutes les techniques d’intervention possédent leur lot d’avantages et
d’inconvénients. 1l est donc primordial d’atteindre une stratégie globale dont les bénéfices
nets sont les plus avantageux (National Academies of Sciences, Engineering, and Medecine
2020). La biostimulation de la dégradation des hydrocarbures est considérée comme
I’approche de bioremédiation la plus efficace et 1’¢laboration de nouvelles techniques
d’intervention impliquant ces processus est intimement liee a la compréhension du

fonctionnement de la communauté microbienne hydrocarbonoclaste (Mapelli et al., 2017).

Le rapport de GENIVAR (2013) constate un mangquement relatif a la capacité d’intervention
en cas de déversements petroliers en présence de glace dans ’EMSL et le rapport de
Lemarchand et Desbiens (2015) souligne I’absence de donnée sur 1’état actuel des
communautés microbiennes de cet écosysteme. Cette maitrise constitue un premier pas
concret en identifiant pour une premiere fois les genres hydrocarbonoclastes présents en hiver
dans PEMSL. Elle contribue aussi & mettre de 1’avant le potentiel du biochar comme
adsorbant pétrolier qui permettrait un retrait des hydrocarbures résiduels et contribuerait a
I’atténuation naturelle du déversement en offrant un support de croissance aux bactéries
hydrocarbonoclastess. Un tel adsorbant permettrait d’améliorer la capacité d’intervention en
présence de glace lorsque la récupération mécanique est plus difficile. Ainsi, il pourrait avoir
un fort potentiel d’application dans les eaux cotiéres du Canada et cela bonifierait
significativement les méthodes d’intervention actuelle en incluant les principes de
bioremédiation. Un approfondissement des connaissances sur 1’état actuel de la communauté

bactérienne hydrocarbonoclaste de I’EMSL est cependant nécessaire afin de statuer sur le
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potentiel réel de la stimulation de la biodégradation des hydrocarbures du biochar en milieu

cOtier naturel.

Ce projet de recherche établit donc une preuve de concept prometteuse concernant
I’utilisation du biochar comme technique d’intervention a la suite de déversements pétroliers

maritimes.



ANNEXES

Annexe | : Méthode analytique GC-MS

Les analyses GC-MS ont été réalisées a I’aide d’un chromatographe (6850 Series I, Agilent
Technologies) couplé au spectrometre de masse (5975B VL MSD, Agilent Technologies).
Les injections ont été réalisées par 1’échantillonneur automatique (autosampler 6850 series,
Agilent Technologies). La colonne installée est la Rxi-5ms (30m x 0,25mm ID x 0,25 um
FT, 5% diphényle et 95% polysiloxane) (Restek). Le four a été programmé comme suit : a
50 °C pour 2 minutes, augmentation a 275 °C a un taux de 15 °C/min pendant 3 minutes,
augmentation a 325 °C a un taux de 15 °C/min pour 15 min. Une injection continue de 1 pL
d’échantillon a été appliquée a une température de 250 °C avec I’hélium comme gaz vecteur
a un débit de 1 mL/min. La calibration des instruments a été réalisée par une méthode
impliquant la quantification d’HAP. La limite de détection de la méthode a éte calculée pour
la quantification d’HAP comme le suggere I’article de Childress et al., (1999).
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