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Introduction

Parmi les nombreuses mesures
d'intervention possibles en cas de
déversement en mer, la
biorestauration a fait 'objet d'une
attention croissante au cours des
dernléres annees. Le présent
article s'adresse & toutes les
personnes visées par les activités
d'intervention en cas de
déversement de pétrole,
notamment ies intervenants sur
place ainsi que les planificateurs

| et les chercheurs. La Hazardous
. Ma Response and

| legons tirées gr2

1e8

programmes de surveillance
connexes.

Historique

La bicdégradation par rapport
4 la biorestauration

La biodégradation constitue le
processus naturel par lequel les
bactéries ou autres
micra-organismes modifient et
décomposent les molécules
organiques en d'autres
substances, comme des acides
aminés et du dioxyde de carbone.
La biorestauration consiste a
ajouter des fertilisants ou d'autres
substances & des milieux
contaminés, comme des sites de
déversements de pétrole, pour
accélérer le processus de
hiodagradation naturelle
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tervention en
er

(Congres des Etats-Unis, 1991).
La biorestauration est également
utilisée dans d'autres
applications, notamment dans le
traitement des eaux usées, les
mesures d'intervention lors de
déversements de pétrole sur terre
et, de fagon experimentale, pour
traiter les déchets dangereux.

Trois principales techniques de
biorestauration sont actueliement
mises au point ou utilisées pour
le traitement des déversements
de pétrole : 'épandage de
nutriments sur les littoraux
mazoutés, 'épandage de
microbes sur ces mémes littoraux
et 'épandage de nutriments ou
de microbes sur les nappes de
pétrole en eau libre. Etant donné
que toutes ces techniques
cherchent & accélérer la
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biodégradation, le présent
numéro résume les procédés de
biodégradation du pétrole, traite
des utilisations possibles de cette
technique, notamment les cas
précis oli la biorestauration a été
appliquée lors de déversements
de pétrole, et présente des lignes
directrices relatives & 'évaluation
et a la surveillance des mesures
de biorestauration.

Comment fonctionne la
blodégradation?

La biodégradation est I'une des
principales méthodes d'altération
du pétrole déversé. Elle est
présente dans presque tous les
milieux, mais A différentes
vitesses, selon les conditions
envircnnementales locales et la
composition du pétrole (p. ex., les
pétroles lourds sont plus
reésistants 4 la biodégradation que
les pétroles |égers (Atlas, 1975)).
Parmi les nombreux facteurs
envirannementaux qui influent sur
la vitesse de la biodégradation,
les plus importants sont
probablement : 'oxygéne, les
nutriments et la température
{(Atias, 1981; DeFiaun et Mayer,
1983).

Le simple fait d’ajouter des
hydrocarbures dans un milieu
stimule la croissance des
microbes qui y vivent, élant
donné que leur source de
nourriture, le carbone, est accrue

. (Lee et Levy, 1991). Plusieurs

chercheurs ont documenté une
griode de latence avant que les
mmunaltés microbiennes
ienes commencent a

or le pétrole (NOAA, 1980;
Oudot, 1984). Cette

e latence peut étre due
e le pétrole est, au

plusieurs semaines (L.ee et Leavy,
1989b).

Les principaux processus de
dégradation microbienne sont
aérobies, bien que la dégradation
anaérobie puisse avoir lieu & des
taux trés faibles. Les milieux
abrités, & basse énergie, ont
probablement tes plus faibles
taux de bicdégradation,
particulierement dans les
sediments souterrains, Le
pétrole qui se trouve dans les
sédiments anaérobies de marais
ou d'autres milieux peuvent se
dégrader trés lentement, le
pétrole y persistant dans cerains
¢as pendant plusieurs annhées
{Delaune of al., 1980; Atlas,
1981; Lee et Levy, 1991). Les
mitieux & énergie élevée {plus
exposés, plus sujets & I'action
des vagues) connaissent
genéralement une biodégradation
rapide, en partie due a altération
mécanigue, mais également
parce que faction des vagues
fournit 'oxygéne et les nutriments
aux communautés microbiennes,
facilitant ainsi la biodégradation
(Lee et Levy, 1989a).

Les populations microbiennes
qui connaissent une croissance
rapide en présence de pétrole
déverse peuvent étre limitées en
raison des quantités inadéquates
de nutriments, comme {'azote

et le phosphore. Des essais
faits sur le terrain relativernent &
la biodégradation d’un pétrole
jourd a base paraffinique (pétrole
Terra Nova) sur des plages
sabionneuses ont indiqué que
I'addition de fertilisants permettait
d'acceélérer la biodégradation
dans les zones trés mazoutées,
mais moins dans les zones
légérement mazoutées (peu
d'accélération a été mesurée
dans ces zones). Ce phénoméne
etait dG au fait que la
biodégradation naturells se
produisait trés rapidement dans
les zones Iégérement mazoutées

(Lee et Levy, 1991). Les
nutriments limitent
vraisemblablement plus la
biodégradation sur les ittoraux
mazoutés ou les nappes de
pétrole que la dégradation des
particules de pétrole en
suspension dans la colonne
d'eau (Atlas, 1981).

Les eaux extrémement salées
empéchent la biodégradation
(Ward et Brock, 1978), mais cela
ne sembile pas constituer un
probléme dans la gamme
normale de salinité généralement
rencontrée dans les milieux marin
et chtier (Lee et Levy, 1989a).

Types de biorestauration

1. Addition de nutriments

l.a théorie sous-jacente a la
biorestauration par addition de
nutriments est simple : des
microbes vivant déja sur un
littoral mazouté ant soudainement
une nouvelle source de
nourriture, ¢.-a-d. les composés
cathonés contenus dans le
pétrole déversé, Une fois que la
toxicité initiale du pétrole a
diminué (aprés I'évaporation des
composés volatils) et que les
espaces indigénes de microbes
dégradant le pétrole
s'acclimatent, eiles commencent
a décomposer le pétrole, et leur
population augmente. A ce point,
{'augmentation soudaine du
nombre de microbes peut épuiser
ies approvisionnements en
nutriments et limiter une
croissance ultérieure de la
population microbienne. Celle-ci
peut continuer & augmenter grace
a I'ajout de nutriments et ainsi
dégrader le pétrole plus
rapidement qu’elle ne le pourrait
sans nutriments supplémentaires.

De nombreuses études en
laboratoire sur 'augmentation de
la dégradation du pétrole par les
microbes naturels & la suite de
{'addition de nutriments ont




conclu que cette technique est
prometteuse sur les littoraux
mazoutés (NOAA, 1978; Atlas,
1981; Lee et Levy, 1987, 1989a).
Des expériences ont également
été faites sur le terrain, mais ces
derniéres n'ont pas toujours
cotroboré les résultats des
racherches en laboratoire
{Fusey et Qudot, 1984; Lee et
Levy, 1991},

Les essals de blorestauration sur
le terrain se sont avérés ardus
pour plusieurs raisons, En
premier fiey, il n'est pas facile de
mesurer guantitativement la
bicdégradation & 'extérieur du
laboratoire. ll a été
particuligrement difficile de
montrer une différence
statistiquement significative dans
la vitesse de bicdégradation entre
les zones témoins et les zones
fertilisées. Ceci est di en partie
au fait que le pétrole déversé sur
les littoraux a tendance a étre
distribué de fagon trés inégale
dans les sediments, ce qui donne
lieu & des données trés variables
d'une analyse chimigue des
échantillons des sédiments a
lautre. La variabllité au niveau
des vitesses de biodégradation
mesurées sur le terrain refiéte
également la variabilité
environnementale sur les lieux,
notamment des parameatres
comme la température ou le type
de substrat (Prince et al,, 1990;
DuPont, 1991; Pritchard et al.,
1991).

Les avantages possibles de toute
technique de biorestauration
doivent compenser les
répercussions nuisibies possibles
sur fenvironnement, notamment
l'introduction de contaminants, la
toxicité pour les organismes
aquatiques et les conséquences
mécanigques. Certains produits
fertilisants, principalement utilisés
en milieu terrestre, peuvent
contenir des éléments traces
comme tes micronutriments

(p. ex., le cuivre ou le men
qui pourraient étre introdul
un milieyu aquatique ol ils

beaucoup plus impertants
{Mearns, 1991). D'autres
peuvent preduire des
sous-preduits comme 'ammoniac
ou les nitrates qui sont toxigues
pour les organismes aquatiques a
cettaines concentrations

(EPA, 1989). l.es organismes
intertidaux qui sont directement
exposés lors de I'application
d’'une solution de nutriments non
dilués peuvent étre touchés de
fagon néfaste. De plus, les
perturbations mecaniques
causees par application et la
surveillance auront certaines
répercussions sur le littoral,
particutidrement dans les milieux
sensibles comme les marais.

L’addition de nutriments en milieu
marin est encore au stade
expérimental; toute application
doit donc comprendre un
programme de surveillance afin
de voir si les objectifs désirés
sont atteints et si les effets nocifs
possibles sur I'environnement
sont gardés & un niveau
acceptable. Voici quelques
résumés de différents lypes de
formules et de techniques
d’application de nuiriments qui
ont été utilisées au cours de
mesures de biorestauration
entreprises récemment.

Types de formules de
nutriments

L’addition de nutriments peut
comprendre diverses techniques
d'application et divers produits
commerciaux {(généralement des
engrais), dont quelgues-uns ont
eté congus pour les intetventions
en cas de déversement de
pétrole, et d’autres qui ont été
adaptés a partir d'utilisations
agricoles ou domestiques. Ces
produits peuvent étre groupés en
trois principales catégories : les

nutriments inorganiques solubles,

| les formules oléophiles et les

ormuies é Ilbératton Iente

s_.nutriments Inorganlques
solubles comprennent une
e varlété d engrals

disponibles, bo
consistent généralement en
composés aux propriétés bien
connues. Cependant, étant
donné gue ces formules sont
hydrosolubles, elles peuvent étre
lessivées du littoral par I'action
des vagues, ce qui nécessite des
applications fréquentes et
répétées. Elles peuvent
également présenter une certaine
toxicité directe pour les plantes
ou les animaux qui vivent dans la
zone intertidale’ et qui sont
directement touchés lors de
I'application,

Les formules oléophiles ont été
mises au point pour résoudre le
probléme du jessivage des
solutions sur les rochers et les
plages, et pour fournir des
nutriments a l'interface
pétrole-eau, ol les bactéries
meétabolisent du pétrole, les
produits oléophiles sont
chimiguement «collants» et
adhérent au pétrole sur les
rochers et autres substrats. Ces
formules sont congues pour
demeurer & 'interface pétrole-eau
et pour étre facilement
accessibles aux microbes qui
décomposent le pétrole. Dansle
golfe du Prince-William, en
Alaska, le produit oléophile

Inipol EAP 22 a été beaucoup
utilisé sur les littoraux mazoutés




et afait l'objet de plu
étudos de

ces

), du
l%fhosphate et du
athanol (tous les deux
s agents tensioactifs)
ichard et al., 1991). Etant

6 qu'a elle seule I'addition

X

. Ces produils semblent-ifs
dgonner un meilleur rendement
parce que les microbes
absorbent le carbone contenu
dans le produit plutdt que les
hydrocarbures déversés? Lee et
Levy (1989b) ont conciu que le
produit oléophile épandu sur una
plage a basse énergie
contaminée par du pétrole brut
était un agent de bicrestauration
inefficace étant donné que les
microbes préféraient absorber les
constituants organigues du
produit plutdt gue le pétrole.

Plusieurs scientifiques ont
prétendu que Pinipol semble étre
efficace étant donné gu'il agit
principalement comme agent
tensioactif chimigue plutdt que
comme agent de biorestauration.
Des agents tensioactifs, comme
ceux contehus dans 'Inipol, se
trouvent dans des agents de
nettoyage et des agents de
dispersion. L'Inipol contient
environ 10 % de butoxy-2
éthanol, un ingrédient commun
dans les produits de nettoyage
domestique et fun des
ingrédients contenus dans I'agent
de dispersion Corexit 9527
{Exxon, 1989a, 1989b). Des
critiques ont soutenu que certains
des effets visuels immédiats
notés au cours d'observations sur
le terrain fors de l'utilisation de
produits oléophiles (comme e

changement de couleur et la
disparition du pétrole & la surface;
Chianelli et af., 1991) peuvent
étre le résultat de leurs propriétés
tensioactives, plutdt que de la
biodégradation stimuiée.

Plusieurs constituants de I'inipol
sont toxiques, & certaines
concentrations, pour les humains
et d'autres organismes,
notammant le butoxy-2 éthanol et
Purée, qui produit de 'ammoniac
lorsgu'il vient en contact avec
feau. Le butoxy-2 éthanol est
toxigue pour las mammiféres,
principalement au cours des

48 premiéres heures suivant
Papplication. Les effets sur
'homme comprennent lirritation
des yeux et de |a peau ainsi que
'endommagement des cellules
sanguines apras des expositions
répétées. C'est pourquoi les
travailleurs appelés a manipuler
I'Inipol doivent prendre des
précautions spéciales comme le
port de vétements speciaux
(bottes et tablier de caoutchouc)
ou des respirateurs lorsqu'il y a
exposition possible aux vapeurs
ou & la poussiere (Exxon, 19839b).

Les formules a libération lente
sont congues pour libérer
certaines quantités de nuttiments
au cours d'une longue période et
pour demeurer dans la zone oll
elles ont été appliquées. Ces
formules comprennent divers
produits avec des mélanges
d'azote, de phosphore et d'alitres
composés, conditionnés en
capsules ou en briqueties
dissolubies. Ces formules sont
congues pour libérer lentement
de faibles quantités de nutriments
sur une longue periode de temps,
Les briquettes peuvent étre
déplacées sur les piages par
F'action des vagues, mais les
granules se iogent généralement
antre les callloux et les galets et
demeurent dans la zone
intertidale. De cette fagon, la
concentration des nutriments

solubles ast maintenue 3 de
faibles teneurs et leur libération
dans la zone souterraine peut
étre facilitée & mesure que les
granules se fraient un chemin
dans ces sédiments.

Plusieurs types de produits &
libération lente ont été mis a
I'épreuve dans le golfe du
Prince-William en 1989 par

{ Environmental Protection
Agency (EPA), et un produit
granulaire, le Customblen, a été
beaucoup utiliseé sur les littoraux
(Glaser et al., 1991; Pritchard
etal, 1991). Le Customblen
contient des nutriments (nitrate
d'ammonium, phosphate de
calcium et phosphates
d'ammonium) dans une huile
végétale polymérisée (Prince et
al., 1990}). En supposant que les
granules demeurent dans la zene
intertidale, le Customblen n'a pas
bescin d'étre appliqué aussi
fréquemment que les formules
liquides. Ce produit présente
cependant quelques
inconvénients, notamment ia
possibilité que les granules soient
lessivées ou qu'elles se logent
dans ia zone de marée haute, sur
les plages fortement balayées par
les vagues. Les granules
peuvent s'accumuler dans un
endroit en concentrations plus
élevées que les teneurs
recommandeées (comme les lits
de marée) et créer des
concentrations dammoniac qui
pourraient étre toxiques pour les
organismes aquatiques.

Application de nutriments

Exxon Valdez
Mars 1989 - 1991

En mars 1989, environ 2 100 km
(1 300 mi} de littoral du goife du
Prince-William ont été mazoutés
par du pétrole brut North Slope
déverse par I'Exxon Valdez
(Pritchard et Costa, 1991). Au
début de 1'été, aprés avoir regu
les résultats préliminaires d'un




programme d'essai de
biorestauration mené par ' Alaska
Qil Spill Bioremediation Profect
de 'EPA, {'équipe d'urgence
régionale (RRT)* de I'Alaska a
autorisé le recours 4 la
biorestauration & I'aide de
nutriments pour traiter les
littoraux mazoutes, Certaines
contraintes ont été imposées &
lapplication de nutriments,
notamment une restriction aux
zones bien iessivées et
{'interdiction d'appliquer das
hutriments dans ies zones
sensibles, comme celles qui se
trouvent & proximité des
ruisseaux peuplés de poissons
anadromes. La décision
d’appliquer la biorestauration &
des littoraux précis a été prise
zone par zone, En 1990,
'utilisation continue de l1a
biorestauration en guise de
traitement a été autorisée a
condition d'étre accompagnée
d'un programme de surveillance
pour évaluer I'efficacité et la
sécurité de |'application de cette
méthode (l.indstrom et a/,, 1891;
Congrés des Efats-Unis, 1991;
Prince et al., 1990; Pritchard

et al., 1991).

Les études menées en 1989 et
en 1990 dans le golife du
Prince-William ont été détaillées
et portaient sur 'efficacité de
différents types d'engrais sur
plusieurs sites, notamment un
échantillonnage répété at
I'utilisation de parcelies témains.
l.a surveillance comprenait
également 'échantilionnage et
I'analyse de divers paramétres de
gualité de l'eau et des essais de
toxicité (Prince et al., 1990,
Pritchard et al., 1991).

En 1989, 'une des deux parcelles
traitées dans Passage Cove
(traitées avec un engrais
hydrosoluble appliqué a l'aide de

*  Les équipes d'urgence réglonales (RAT ou Reglonal Response Teams) sont conslituées des
gouvernemeniales qui s'Intéressent aux ressources naturelles. La RRT ale pouvolr d;
de pétrole, notamment l'uliiisation de dispersants et de la biorestauration,

gicleurs) a montré des
différences statistiquement
significatives relativement au
poids des résidus de pétrole
comparativement a la parcelle
témoin. Le deuxiéme site d'essal
{traité avec de ['Inipol et du
Custombian) n’a pas montré de
différences significatives en ce
qui a trait au poids des résidus de
pétrole comparativement & la
parcelle témoin. (Les mesures
du poids des résidus de pétrole
varialent de un & cent sur tous les
sites.) Les numérations
microbiennes n'ont montré
aucune différence significative
entre les parcelles traitées et les
parcelies témoins. Cependant,
on a trouvé d'importantes
différences entre les sites
mazoutés et les sites intacts, ce
qui démontre que la seule
présence du pétrole stimule la
croissance microbienne

{Glaser et al., 1991; Pritchard

et al., 1991),

Au cours d'une deuxiéme étude
falte en 1989 & Snug Harbour, les
mesures du poids des résidus de
pétrole avec le temps étaient trés
variables (de un & dix) dans
toutes ies parcelles, y compris fes
parcelles témoins. Des
tendances décroissantes au
niveau du poids des résidus de
pétrole ont été trouvées dans
toutes les parcelles, y compris la
parcelle témoin, Aucune donnée
indiquant tes comparaisons
statistiques n'a été préseniée,
mais il ne semble pas y avoir
d'importantes différences entre
les parcelles témoins et les
parcelles traitées en ce qui a trait 4
a la perte de poids des résidus d
pétrole avec le temps. Les |
analyses chromatographiques e
phase gazeuse indiquent des
vitesses de dégradation qui
semblent plus élevéas sur les

sites traités (Pritchard et al.,
1990, 1991).

Les études menées en 1980 ont
rencontré e méme probléme que
celles de 1989, avec de grandes
distributions variables du pétrole
dans les sédiments. De plus,
I'état du pétrole restant variait
d'«assez frais» & «irés altéré»,
d'un site d'essai & l'autre. Cette
situation a donné lieu & une telle
variabilité au niveau du poids des
résidus de pétrole qu'il aurait été
impossible de déceler des
différences dans une analyse
quantitative sans environ dix fois
plus d'échantillons (Prince ef af.,
1990).

D’autres analyses chimiques ont
fait appel au margueur hopans

pour tracer la biodégradation du
pétrole le plus altéré a partir de
1990. Les échantilions de pétro
prélevés sous la surface

trois sites ont indiqué &
d'importantes augment
(statistiquement signific
la vitesse de biodégrad
un site, et des résuitats
importants dans les de
Ces résultats ont gén
fagon encourag

radatlon dans chaque
plus ons'attendraita

onné que la majeure
roie restant étaat

s:de diverses agences
ne activltés jors de déversements




G ;technlque ence qui-atra
i .dégradatlon du pétrole

e - permet:cependa

altérée et résistait donc pius & la
biodégradation, Ces études
peuvent étre mterprétées comme

'réahsée aprés le déve|
¥ Exxon Valdez ont fait

| des études de st

e la vitesse de
imparées a celles
6moins ont été

6 /Certains sites en
19806t en 1990. Cependant,
ces augmentations ne se
trouvaient pas sur tous les sites
d'essai, et les augmentations
calculées pour Fensemble de
{'expérience n'étaient pas
statistiqguement différentes de
celles des sites témoins

(Prince et al., 1990; Pritchard

et al., 1991).

Des essals biologiques menés a
l'aide de larves d'huitre et de
moule ont indigué une certaine
toxicité aigué, tandis que des
essais biologiques a l'aide de
mysis nont indiqué aucun effet
aigu. Ces essais ont été faits a
parir d’échantillons d'eau
provenant des plages aprés un
traitement & l'Inipol et au
Customblen (Sanders et

Gray, 1989; Prince et al., 1990,
Pritchard et al., 1981). Aucun
essal de toxicité chronique n'a

é1é effectué, ni aucune analyse
de la toxicité des sédiments ou
de la toxicité directe de Inipol
pour les organismes intertidaux.

Les mesures de ia qualité de
I'eau n'ont permis de trouver
aucun enrichissement de
nutriments dans les saux voisines
des plages sujettes & la
biorestauration, ni aucune preuve
de croissance accrue des algues
(Prince et al,, 1890).

lle Prall, New Jersey
Juin 1990 - décembre 1990

En janvier 1990, un pipeline a
éclaté & la raffinerie Exxon
Bayway, a Linden au

New Jersey. Du mazout s'est
déversé dans fa voie navigable
Arthur Kill, contaminant une plage
du sanctuaire d'ciseaux de

I'ite Prall. La majeure partie du
mazout a été récupérée par des
moyens mécaniques, mais ces
travaux ont été arrétés en

mars 1990, particulierement afin
d’éviter des effets sur les oiseaux
migrateurs qui séjournent dans
cette région. Le service de
recherche et d'ingénierie d'Exxon
a regu la permission de réaliser
une expérience de
bicrestauration sur le pétrole
restant sur une partie de la plage
(DuPont, 1991).

L.'expérience a fait appel & un
fertilisant & libération lente
(Customblen) placé dans deux
tranchées peu profondes
creusées dans la zone intertidale.
Afin d’'essayer de contourner la
variabilité généralement élevée
de la distribution du pétrole sur la
plage, des sacs de substrats de
cette plage contenant des
concentrations connues de
pétrole ont été enfouis dans
chaque parcelle & 'essai. Les
hydrocarbures pétroliers totaux
ont été mesurés dans chacun de
ces sacs & la fin de 'expérience
pour comparer les vitesses de
biodégradation (DuPont, 1991},

Les numérations microbiennes
faites sur les échantillons
préleveés sur la plage avant la
fertilisation ont indiqué des
tenaurs ambiantes élevées en
microbes dans la zone & I'essai.
Les teneurs ambiantes en azote
et en phosphore mesurées avant
le début de I'expérience étaient
également élevées (DuPont,
1991).

Dans I'ensembie, les résultats ont
indiqué qu'il y avait
biodégradation sur le site, bien
que les différences entre la
parcelle témoin et la parcelle
traitée aux fertilisants n’aient pas
été statistiquement significatives.
Ce phénomene est di en partie &
la grande variabilité des teneurs
en hydrocarbures pétroliers
totaux (HPT) mesurées dans les
sols et les sacs d’échantilionnage
dans toutes les parceiles, y
compris la parcetle témoin.

Le lessivage de nutriments &
partir des parcelles traitées dans
la parcelle témoin 8tait & l'origine
d'un probiéme important au cours
de cette étude. Cette
compromission de la parcelle
témoin peut aveir masqué les
différences existant entre cette
parcelle et fes parcelles traitées.
De plus, le fait que des teneurs
élevées en microbes aient été
mesurées dans le substrat avant
le début du traitement aux
fertilisants indique probablement
que les niveaux ambiants de
biodégradation étaient
natureilement élevés a cet
endroit. Cette situation n'est pas
surprenante gtant donné que
I'fle Prall a régulierement été
touchée par des déversements
de pétrole dans le passé, et que
les populations microhiennes de
{'endroit sont bien adaptées a la
présence d’hydrocarbures. Les
teneurs relativement élevées en
azote et en phosphore mesurées
sur le site avant {'application de
fertilisants étaient déja un




indicateur que es nutriments ne
seraient probablement pas un
facteur limitant dans ce systéme.

Bien qu'aucun essai biologique
n‘ait été effectué dans le cadre de
cette expérience, les teneurs en
ammonmniac dans les eaux ctidres
et interstitielles étaient
généralement inférieures aux
teneurs toxiques pour les
organismes aquatiques (EPA,
1889). Les teneurs en oxygéne
dissous dans les eaux citidras et
les saux interstitielles des
parceiles a 'essai ont été
surveillées tout au long de
I'expérience, Les teneursen
ammoniac étaient les plus
élevées dans les zones
intertidales inférieures des
parcelies traitées, variant de 4 &
10 ppm, tandis qu'elles variaient
de 0 & 2 ppm dans la parcelie
¥emoin.

2. Addition de microbes

L'ajout de microbes dans les
zohes contaminées, ou
I'«ensemencement», a pour but
d’améliorer la biodégradation
d’une zone mazoutée en faisant
appel & des souches choisies de
microbes reconnues pour
dégrader les hydrocarbures.
Cependant, l'efficacité de cette
technique n'est pas bien étayée
dans les documents scientifiques
(Atlas, 1981). De fait, les études
indiquent que I'addition de
microbes dans un milieu ouvert
peut ne pas accroitre la
biodégradation parce que des
souches de bactéries
«étrangéras» sont souvent
déclassées par les espéces
indigénes et disparaissent
rapidement de la population

microbienne (Lee et Levy, 1989h).

Aucune souche microbienne,
qu'elle soit de source indigéne ou
externe, ne devrait pouvoir

dégrader activement le petroie
avant que les composantes les
plus toxiques de celui-ci ne se
soient évaporées (L.ee et Levy,
1987). Les prétendus «succés
instantanés» des produits
contenant des microbes doivent
donc étre considérés avec
scepticisme. On prétend que les
organismes indigénes seront tues
par le pétrole, ¢'est pourquoi il
faut ajouter de nouvelles especes
microbiennes pour démarrer ie
processus de biodégradation. En
fait, des études ont prouvé que la
plupart des régions du monde
contiennent certains microbes
capables de dégrader le pétrole
et que les microbes se
reproduisent généralement
rapidement lorsqu'ils sont
acclimatés a un déversement de
pétrole (Lee et Levy, 1989a).

On n’envisage pas pour l'instant
Tutilisation de micro-organismes
mis au point par génie génétique
pour |a biorestauration (Congrés
des Etats-Unis, 1991).

Jusqu'a présent, peu d'études
sciantifiques objectives ont testé
les produits commerciaux
contenant des formules
microbiennes. La plus compléte
a été menée par le laboratoire

Al Venosa, au bureau de
recherche et de développament
de 'EPA, a Cincinnati (Venosa et
Haines, 1991; Venosa et al.,
1991a, 1991b). En bref, I'étude
en laboratoire a comparé la
biodégradation du pétrole brut de
Prudhoe Bay altéré a l'aide
d'applications individuelles de
onze produits microbiens avec un
échantillon témoin ne contenant
que des nutriments. Deux
produits ont montré une
augmentation statistiguement
significative de |la biodegradation
par rapport & I'échantilion témoin
ne contenant que des nutriments.
Cependant, ces produits ont

donné d'aussi bons résuitats
avec des microbes stérilisés
{morts) qu'avec des microbes
vivants. Les deux produits qui
ont donné les meilleurs résuitats
ont ensuite été sujets & un essai
sur la terrain répété et contrélé en
Alaska. Sur leterrain, aucune
différence significative dans le
poids des résidus de pétrole ni
des alcanes résolubles totaux™
n'a pu étre décelée entre les
parcelles témoins, les parcelles
fertilisées et les parcelles traitées
avec des produits microbiens.

La plupart des produits
microbiens contenaient-un certain
type de nutriments ou en
recommandaient l'utilisation, ¢'est
pourquoi on s'inquiéte également
d'une toxicité possible. De plus,
les produits microbiens devraient
étre vérifiés afin de déceler la
présence possible d’'agents
pathogénes humains ou animaux.
Les autres produits chimiques qui
peuvent faire partie des produits
microbiens (comme les liants et
les agents tensioactifs) pourraient
également étre toxiques pour les
organismes aquatiques. On peut
répondre & la question de toxicité
potentielle en faisant des essais
biologiques ou des essais de
toxicité standard.

Application de microbes

Barges de I'Apex, Texas
Aofit 1930

La collision entre trois barges de
la compagnie Apex et le pétrolier
Shnoussa s'est produite le

28 juillet 1980, causant le
déversement d'environ

2 650 000 L (700 000 gal.) de
pétrole partiellement raffiné dans
la baie de Galveston. Le littoral
et les marais le long de la rive
nord de la baie ont été
contaminés par le pétrole environ
une semaine aprés le

* |as alcanes sont des molécules d'hydrocarbure & lialson simple et & chaine linéalre qui se dégradent plus facilement que d'aulres dans le
pétrole, comme les composés aromatiquas ou cycliques.




déversement initial. La Texas
Water Cormmission a regu
lautorisation de la RRT de la
région 6 de mener l'essai de
I'application d’'un produit de
biorestauration microbienne
{Alpha BioSea) dans un marals
contaminé (Meams, 1991).
L'autorisation de la RRT a été
donnée & certaines conditions,
notamment que I'apptication se
fasse seulement dans les zones
ol la récupération mécanique du
pétrole était impossible et qu'ily
ait un programme de surveillance
scientifiquement valahle. La
Texas Water Commission s'est
chargée du programme de
surveillance de concert avec les
représentants de la NOAA et de
FEPA qui ont également agi
comme observateurs sur les lieux.

l.e 5 ao(t, ja solution
préméiangée contenant le produit
microbien et un méiange de
nutriments a été appligude au
marais & I'aide d'un boyau a
pression & partir d’'une petite
embarcation. Des échantillons
d'eau et de sédiments ont été
prélevés avant le traitement et
environ 24, 48 et 96 h aprés le
traitement. Tous les échantillons
ont été envoyés au laboratoire de
I'EPA aux fins d’analyse (Nadeau
et af,, 1991).

Aucune différence notable entre
les parcelles traitées et non
traitées n’a pu étre décelée dans
les échantilions prélevés 48 h
aprés le traitemant, ce qui a été
corroboré par les données
provenant des analyses
chimiques des échantillons d’'eau
de surface et de fond. La
chromatographie en phase
gazeuse a décelé les marqueurs
C18/phytane et C17/pristane
avec le temps, en comparant ies
parcelles traitées et les parcelles
témoins. Les échantillons
préleveés 0, 24, 48 ot 96 h aprés
le traitement ont montré peu de
changement avec le temps.

Aucune différence
statistiquement significative dans
la vitesse de dégradation n'a été
trouvée entre les échantitlons des
sites traités et non traités
{Nadeau ef al., 1991).

Les résultats chimiques ne sont
pas surprenants pour plusieurs
raisons. D'abord, étant donné
que la baie de Galveston est
fréquemment touchée par des
daversements de pétrole, on
s'attend & ce que les populations
de bactéries indigénes soient
bien adaptées 3 la dégradation
des hydrocarbures. On peut
done se demander si 'addition de
microbes a amélioré la
biodégradation dans ce type de
milieu, Ensuite, la courte péricde
de surveillance n'a probablement
pas permis de mesurer une
accélération de la vitesse de la
biodégradation si celle-ci s'était
en réalité produite, étant donné
gue la biodégradation ne
commence généralement pas
avant plusieurs jours ou plusieurs
semaines aprés un déversement.
D’autre part, il n’existe aucune
fagon de séparer les influences
dues aux produits microbiens des
influences dues aux fettilisants.
Enfin, la source de pétrole dont il
est question dans cet incident est
une forme de pétrole déja
partieliement dégradé, ce qui fait
probablement de ce produit un
candidat moins prometteur pour
la biorestauration (Mearns, 1991;
Nadeau, 1991).

[.e programme de surveillance a
connu plusieurs problémes qui
ont empéché la coliecte
d'information utile et qui ont
biaisé les résultats de
I'expérience. Parmices
problémes, on note : un piétre
contrble sur 'application du
produit, fa perturbation des zones
a |'étude par le bétail et par de
nombreuses activités humaines,
trop peu d'échantilions préleveés,
et une trop courte périods

d'échantillonnage aprés
Fapplication (Mearns, 1991;
Nadeau, 1981).

Les échantillons d'eau prélevés
aprés I'application ont été testés
afin d’en connaitre la toxicité pour
les atherinidés et les mysis. Les
échantillons composites de deux
sites avaient une toxicité aigué
pour les mysis. Aucun des
échantillons n'était toxique pour
les athérinidés. Mearns (1991) a
soulevé d'autres questions au
sujet des effets toxiques
possibles des oligo-éléments
contenus dans le mélange de
nutriments,

Seal Beach, Californie
Novembre 1990

Une éruption de puits de pétrole
au large de Seal Beach, en
Californie, s'est produite le

31 octobre 1990, libérant environ
1 500 L. (400 gal.) de pétrole brut
dans I'atmosphére, entrainant le
mazoutage d'environ deux a
trois acres d'un marais couvert
d'herbes dans le Seal Beach
National Wildlife Refuge
(Département de 'Intérieur des
Etats-Unis, 1990; EPA, 1991).

Un traitement de biorestauration
a l'aide d'un produit microbien et
d'un fertilisant a été entrepris une
semaine aprés I'éruption, suivi
d’une application de fertilisants
seuls deux semaines pius tard.
Le traitement consistait &
vaporiser 3 la main chaque limbe
d’herbe avec une combinaison de
produits microbiens utilisés dans
les usines de traitement des eaux
usées (INOC 8162) et d'un
engrais commercial (Miracle

Gro 30-6-6). Des échantillons
d’herbes non mazoutées,
mazoutées et traitées, ainsi que
mazoutées et non traitées ont été
prélevés et analysés par
I'Environmental Research
Laboratory de 'EPA &

Gulf Breeze, en Floride (EPA,
1991).




Les résultats de plusieurs essais
en laboratoire effectués sur les
échantillons préfevés dans le
marais n'ont indiqué aucune
différence entre les herbes
mazoutées et traitées et les
herbes mazoutées et hon
traitées. Les mesures de fa
dégradation comprenaient les
numérations du nombre le plus
probabie de bactéries et ia
minéralisation au carbone 14,
une mesure relative de la vitesse
de biodégradation. De pius,
'EPA a fait une étude en
laboratoire pour comparer ia
capacité du produit INOC &
dégrader le pétrole brut de
Prudhoe Bay avec des témoins
non inoculés {nutriments
seudement), Cette étude a trouvé
trés peu de différences, sinon
aucune, dans la quantité de
quatre composés indicateurs
entre le flacon contenant le
produit et le flacon témoin,
aprés 7 et 16 jours d'incubation.
Ceci indique que le produit
microbien n'accélérait
aucunement la biodégradation du
pétrole dans ces conditions
contrblées en laboratoire

{EPA, 1991).

Le Fish and Wildlife Service des
Etats-Unis a prélevé des
échantillons de plantes et
d'invertébrés et entend analyser
ces tissus pour y déceler la
présence de composés
d’hydrocarbures {Goodbred,
1991). Ces analyses n'ont pas
encore été effectuées et aucun
autre essai de toxicité n'a été
signalé jusqu'a present.

3. Biorestauration en eau
libre

Les études faites au début des
années 1970 en laboratoire et en
situations simulées en grand
bassin ont porté sur Faddition de
nutriments sur des nappes de
pétrole en eau libre (Atlas et
Bartha, 1973). Cependant,

jusqu’a présent, a
évalué utilisation
biorestauration (microbi
nutriments) en mer. Du poin
vue de [a recherche, on ne sait
pas encore si la biorestauration

serait efficace sur une nappe ds
pétrole récemment déversée en
eau libre.

On croit que la biodégradation
dans I'eau a lieu & la surface (L.ee
et Levy, 1989a). Tout produit cu
nutriment ajouté doit donc
demeurer 4 cette interface et
suivre les déplacements de la
nappe de pétrole. Pour que fa
biorestauration soit efficace en
eau libre, les nutriments ou les
microbes doivent demeurer avec
la nappe de pétrole durant le
temps nécessaire aux microbes
de s’acclimater au pétrole et
commencer a le biodégrader,

Comme dans les applications
citieres, la question était la
suivante : Jes produits de Ia
biorestauration appliqués en
situation d’eau libre agissent-ils
en réalité comme dispersants ou
agents fensioactifs et
redistribuent-ils le pétrole dans la
colonne d'eau plutét que de le
ddgrader par biorestauration?
Bans ce cas, ces produils
doivent-ils étre considérés
comme des dispersants et non
comme des agents de
biorestauration?

Les applications en eau libre
souldvent les mémes
préoccupations en ce qui a trait &
la toxicité potentielle des
additions de nutriments et de
microbes sur le littoral. Le facteur
de dilution: devralt cependant étre
beaucoup plus élevé en aau libre,
ce qui devrait réduire le risque
d'effets toxiques directs, Comme
dans le cas des dispersants, la
surveillance présentera des
difficultés trés réelles, notamment
les formidables besoins en
logistique pour les applications,

les mesures ou les observations,
ifficulte de préleveries ... -

Juin 1990

Le déversement d
en 1990, constitue 13
utilisation connue d
de microbes dans une n
peétroie en eau libre aux
Etats-Unis. Le super pétrolier
Mega Borg était a transférer son
chargement de pétrole brut de
I'Angoela & environ 60 milles
nautiques au jarge de la cbte de
Galveston, au Texas, lorsqu'une
explosion a déclenché un
incendie a bord et nécessité
I'évacuation du pétrole. Le
pétrole s'est déversé de fagon
continue pendant neuf jours. La
RRT de la région 6 a autorisé la
Texas Water Commission a
effectuer une application
expérimentale en eau libre d'un
produit microbien sur la nappe de
pétrole. Ce produit a été
appliqué & deux reprises a partir
d'un navire de la garde cotiere,
six et neuf jours aprés I'explosion
initiale. L'échantillonnage a été
effectud & partir du navire de
recherche de I'université A&M du
Texas et a permis de prélever
des échantillons a ia surface de
I'eau ainsi qu'a des profondeurs
de 1 et 9 m sous 'eau. Trois de
ces échantillons ont été envoyés
au laboratoire Gulf Breeze de
I'EPA pour y vérifier la toxicité
(Parrish et Albrecht, 1990;
Research Planning Inc., 1991).

Ces expériences ont connu
plusieurs problémes, notamment
fintetférence causée par les
écrémeurs gui étaient en
utilisation dans la zone de la
premiére application de produits,
et des problémes de logistique
avec le navire d'échantillonnage




qui ont empéché le préldvement
d'échantillons au cours de la
premidre application. Un essai
de dispersant a également été
effectué au cours de ce
déversement (Payne et al.,
1991), augmentant ainsi fa
charge des plates-formes de
logistique.

Les résultats de 'analyse du
pourcentage de pétrole trouvé
dans les échantillons de mousse
& la surface de I'eau n'étaient pas
concluants étant donné
qu'aucune différence n'a pu étre
décelée entre les échantillons
prélevés avant et aprés
"application des mesures de
bicrestauration. Comme l'indigue
le rapport, la grande variabillté de
ces échantilions reflete la
difficulté d’obtenir des
échantillons comparatifs et
uniformement représentatifs en
mer, ainsi que le mélange inégal
du pétrole a la surface de 'eau
(Texas General Land Office,
1990, p. 10).

Le Texas General Land Office a
compté en grande-partie sur des
observations visueiles faites
plusieurs heures aprés
lapplication pour évaluer ies
résultats de I'expérience (Texas
General Land Office, 1990),
Etant donné qu'il est peu
probable que {'activite
microbienne ait commencé aussi
rapidement apras lapplication, il
se peut que les changements

" visuels observés au niveau de
lapparence de la nhappe de
pétrole aient été causés par des
processus mécanigues comme la
dispersion ou I'absorption du
pétrole par tes liants contenus
dans le produit de
biorestauration. Cette expérience
démontre & Ia fois les difficultés
inhérentes aux expériences en
mer et les résultats non
concluants que peut donner la
biorestauration en mer.
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Les résultats des essais
biologiques aigus (96 h) faits par
le laboratoire Gulf Breeze de
I'EPA effectués sur des
athérinidés et des mysis n'ont
indiqué aucun effet aigu, mais les
chercheurs se sont demandés si
les échantiflons avaient
réellement été prélevés dans la
zone touchée par la nappe de

~ pétrole étant donné gu'ils n'ont

trouvé aucune trace de pétrole
dans les échantillons (Parrish et
Albrecht, 1990}, On n'a pas
vérifié directement la toxicité du
produit de la bicrestauration.

Recommandations en
matiére de surveillance

Aucune mesure ne peut, a elle
seule, jauger avec précision
P'efficacité ou ia toxicité d'une
application de biorestauration. La
plupart des plus importants
programmes de surveiliance en
matiére de bicrestauration
antrepris jusqu'a present ont
utilisé une combinaison des
technigues étudiées, selon leurs
préoccupations et leurs objectifs
particuliers (Prince et al., 1990;
DuPont, 1991; Pritchard et al.,
1991). Par exemple, les études
faites a la suite du déversement
de I'Exxon Valdez ont mesuré
plusieurs paraméatres différents
pour la toxicité, fa qualité de leau
et Iefficacité {tableau 1). Un
programme de surveillance
effectué & la suite d'un essai sur
le terrain ou de I'application d'une
mesure de hiorestauration devrait
comprendre au moins ies
objectifs suivants :

1) Mesurer l'efficacité, retracer
les changements dans les
composés d'hydrocarbures
indicateurs {comme le
C18/pristane, le C17/phytane
ou Fhopane) par
chromatographie en phase
gazeuse/spectroscopie de
masse. Prélever au moins
des échantillons au début et &

la fin de la période
d’application dans les sites
témoins et les sites traités.

2) Faire des essais de toxicité a
laide d'essals biologiques
pour connaltre la toxicité
aigué ou chronique pour les
organismes aquatiques.
Inclure des essals biologiques
des sédiments lorsque les
composés de biorestauration
peuvent se loger dans les
sédiments. Prélever des
échantillons sur les sites
traités et les sites témoins.

3) Surveiller les incidences
environnementales sur les
habitats aquatiques par le
biais d'analyses chimigues
des sédiments ou de l'eau
pour y déceler les composés
toxiques possibles (comme
les métaux lourds) qui
peuvent faire partie d'un
produit de biorestauration,
Prélever des échantillons au
début et & la fin de la période
d'application sur les sites
témoins et les sites traités.

Analyse

En tant gue mestire
d’intervention, la biorestauration
est un ajout utile & la panoplie
des technigues existantes pour le
traitement des déversements de
pétrole, y compris le choix de
n'en utitiser aucune. La
bicrestauration est prometteuse
étant donné qu'elle améliore la
biodégradation, qui se produit de
fagon naturelle dans la plupart
des zones mazoutées. En fait,
dans les zones légérement
mazoutées, la biodégradation
naturelte constitue probablement
le meilleur «traitement». La
principale question & se poser
dans ces circonstances est : «La
biorestauration peut-elle
constituer une amélioration par
rapport au niveau naturel de
biodégradation?» Peut-&tre




Tableau1 Apergu de I'application de mesures de biorestauration

Vérification du traitement

Incident Emplacement/  Type de Type de Produits Durée de la Objectifs Efficacité de
substrat pétrole biorestauration surveillance mesurés I'application
Exxon Golfe du pétrole brut  engrais Inipol 1989:99d numerations oul,
Valdez Prince- William, de Prudhoe Customblen micrabiennes  partiellement
Alaska Bay 1990 :55d resplrométrie
CG/SM
qualité de 'eau
essais biologiques
(aigus)
chlorophyle
poids des résidus
de pétrole
fle Prail Arthur Kill, mazout engrais Customblen | 92d qualité de 'eau  non
piage de HPT concluant
gravier du numeérations
New Jersey microblennes
CG/SM
Barges de | Bale de partiellement microbienne Alpha 9d essals hon
' Apex Galveston, raftiné (charge BioSea biologiques
marais du catalytique} avec (aigus)
Texas Miracle Gro pourcentage
du pétrole
dans la mousse
HPT
CG/SM
acides aminés
Seal Marais dusud  pétrole brut  microbienne INOC 8162 | 35d respirométrie non
Beach de ia Califomie Miracle Gro rapport
isotopigue
stable
phénanthréne
minéralisation
numérations
microbiennes
Mega Eau libre du pétrole brut  microbienne Alpha 7h ©ssais non
Borg golife du de 'Angola BioSea biologiques conciuant
Mexique ' {aigus)
pourcentage
de pétrole

dans la mousse

{DuPont, 1991; Goodbred, 1991; Meams, 1991; Nadeau, 1991; Parrish et Albrecht, 1890; Prince ef af., 1980; Pritchard, 1991;

Pritchard ot al,, 1891; Texas General Land Office, 1990; EPA, 1991)




;:'__- ‘systémes de sélection des

laspect Ie plus instructif de
nombrauses études faites sur le
terrain sur la biorestauration est
le fait que la biodégradation non
assistée se fait rapidement dans
bien des milieux, et que I'option
de non-traitement peut constituer
dans bien des cas une «mesure
d'intervention» appropriée.

Des trois types de biorestauration

. traités dans ce numero, l'addition
de nutriments sembile &tre le plus
prometteur pour I'immédiat,
particulierement i& ol les
méthodes de récupération
mécanigue ou autres pourraient
avoir des effets dommageables.
Les milieux ol 'addition de
nutriments peut jouer un réle
important dans le traitement du
littoral comprennent :

¢ |es littoraux abrités trés
mazoutés, lorsque les
méthodes mécaniques ne
“sont pas possibles ou qu'elles
ont déja été tentées;

e les littoraux oll le pétrole a
atteint les couches de
sédiments souterrains ol il
peut se dégrader trés
lentement;

¢ les milieux sensibles,
particulierement les marais et
les terres humides.

I.'addition
devrait

nts ne
e résultats

_ _5:prouver en. mliteu naturel
plus, jusqu'a ce que des’

produits commerciaux soienten’’

place (comme ceux élaborés par '

I'EPA), le responsable des
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mesures d'intervention supporte
un fardeau considérabie en ce
qui a trait 4 I'évaluation de
formules inconnues et souvent
brevetées. Lorsqu’il existe des
données qui indiguent que les
produits microbiens ne
contiennent aucun élément
toxique, de petits essais sur le
terrain fournissent la possibilité
de tester leur efficacité.

Pour conclure, la nature de la
biodégradation et les résultats
variables provenant des essais
sur le terrain confirment que la
biorestauration n'est pas une
tachnique toute préte que l'on
peut appliquer aux littoraux
mazoutés en s'attendant a avoir
du succes dans tous les cas. On
peut conclure que la
biorestauration a un rdle
impertant & jouer comme
traitement & long terme dans bien
des milieux qui présentent des
problémes en ce qui a trait au
nettoyage & la suite de
déversements de pétrole, comme
dans les milieux sensibles ou
ceux oll le pétrole s'est infiltré
sous la surface du sol. Utilisée
comme mesure d'intervention
additionnelle, cette technigue
constitue un outil utile, souple et
en pleine évolution.
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