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Résumé

Ce travail vise la détermination des conditions optimales de biostimulation des microorganismes du sol
et de mobilisation et solubilisation des hydrocarbures pétroliers HPs du sol pour la mise en ceuvre de
traitements in situ (bioventing, lavage assisté par surfactant) dans le cas une ancienne et forte pollution
par des produits pétroliers.

Les essais de lavage du sol en batch ont mis en évidence que la solubilisation des HPs augmente avec la
dose de Tween 80 et est peu affectée par ’intensité de I’agitation. La bioremédiation du sol en
microcosmes, phase solide, par biostimulation avec 1’ajout de nutriments, de H>O- et/ou de Tween 80
durant 90jours a montré que 1’ajustement du rapport C/N/Puonire @ 100/10/1 génére un taux d’élimination
des HPs de 59,6% tandis que I’addition conjointe des trois facteurs de biostimulation améliore
significativement la dégradation des HPs jusqu’a 71,9% pour un rapport N/Pmolaire optimai d& 100/10/1 et
des concentrations optimales de 0,6g Tween80/kg de sol et de 1,3 mole H>O,/kg de sol. L’ optimisation
par plan d’expériences a corroboré les résultats expérimentaux et a mis en évidence que le rapport C/N/P
et le H2O; sont les facteurs influents.

La simulation de traitements in situ a donné des résultats trés prometteurs, jusqu’a 85,2 et 55,62%
d’enlévement et de biodégradation des HPs respectifs aprés 90jours de traitement dans le cas du
bioventing et jusqu’a 94,1% d’élimination des HPs du sol et une réduction de la durée du traitement a
quelques heures (< 20h) dans le cas du lavage mettant en évidence la faisabilité et la possibilité
d’améliorer I’efficacité du traitement d’un sol sujet a une ancienne pollution.

Mots clés :
Biostimulation, Oxydation, Agent tensioactif, Biodégradation, Aération, Lavage.

Abstract

The aim of this study was to determine the optimal conditions for the biostimulation of soil
microorganisms and the mobilisation and solubilisation of soil petroleum hydrocarbons for the
implementation of in situ treatments (bioventing and surfactant soil washing) in the case of old and

heavy contamination by petroleum products.

Batch soil washing assays have shown that the solubilisation of petroleum hydrocarbons increases with
Tween 80 concentration and is slightly affected by agitation intensity. Soil bioremediation on
microcosms, solid phase, by biostimulation with the addition of nutrients, H»O, and/or Tween 80 for
90days showed that adjusting C/N/Pmolar ratio to 100/10/1 generates a removal efficiency of 59,9%, while
the addition of three biostimulation factors simultaneously improves degradation significantly up to

71,9% for an optimal C/N/Pmolar ratio to 100/10/1, optimal concentrations of 0,6g Tween 80/kg de sol and



1,3 mole H>O»kg de sol. Optimisation using factorial design corroborated the experimental results and

highlighted N/P.40 and H,O» as influential factors.

Simulations of in situ treatments have yielded very promising results, with up to 85,2 et 55,62%
respective removal and biodegradation efficiency of petroleum hydrocarbons after 90days of treatment
in the case of bioventing and up to 94,1% petroleum hydrocarbon removal and a reduction in treatment
time (<20h) in the case of surfactant washing. These results highlight the feasibility and potential of

improving the efficiency of treatment of soil subjected to old pollution.
Keywords :

Biostimulation, Oxidation, Surfactant, Biodegradation, Aeration, washing.
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Le pétrole brut occupe une position primordiale dans la vie quotidienne, c’est le principal
moteur de I’économie mondiale, il alimente nos véhicules, propulse nos industries et contribue
a la fabrication des produits essentiels. Cependant, cette dépendance engendre des effets
néfastes sur ’environnement a différents niveaux de son cycle de vie (extraction, raffinage,
production, utilisation et transport), parmi ces effets la pollution de 1’air, des eaux et des sols

ainsi que la détérioration des écosysteémes.

L’ Algérie est parmi les pays producteurs du pétrole et de gaz, I’exploitation de ces ressources
est I'un des piliers de I’économie du pays, cependant, elle constitue une menace sérieuse pour
I’environnement et elle est la cause principale de la contamination du sol et du sous-sol (Sui et
al., 2021 ; Adipah, 2019). Pour cela, nous nous sommes intéressés a la remédiation des sols

pollués par des produits pétroliers.

La pollution des sols par les hydrocarbures constitue un probléme environnemental majeur. Plus
de 90% de la charge environnementale est stockée dans le sol, cela indique que le sol est la
principale réserve de produits pétroliers dans 1’environnement terrestre (Kuppusamy et al.,
2020). Pour cela, la restauration des sols contaminés est une nécessité pour la protection de

I’environnement et des écosysteémes et pour la préservation de la santé humaine.

Plusieurs technigues, physico-chimiques, thermiques ou biologiques sont utilisées pour la
remédiation des sols contaminés par les hydrocarbures pétroliers. Elles peuvent étre appliquées
soit ex situ avec excavation et traitement du sol, sur le site méme ou hors site, soit in situ sans
excavation du sol, ces derni¢res offrent un certain nombre d’avantages potentiels technico-
économiques et environnementaux (Vidali, 2001). Toutefois, elles restent limitées aux
hydrocarbures volatils et semi volatils et soulevent le probléme de la durée et ’efficacité du
traitement, en particulier dans le cas d’anciennes pollutions. Aussi, nous nous intéresserons a
I’¢tude de la faisabilité et ’applicabilité de traitements in situ d’un sol sujet & une pollution

agée.

Le bioventing, qui s’inscrit dans le cadre d’un développement durable, est parmi les techniques
biologiques in situ les plus rentables et est connu par son efficacité a lutter contre les
déversements des hydrocarbures pétroliers (HPs), ce processus fournit une meilleure
oxygénation au sous-sol ce qui favorise 1’activité microbienne et améliore la dégradation des

contaminants (Frutos et al., 2010). Cependant son efficacité est limitée par les facteurs
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environnementaux (caractéristiques du sol, concentration et type de polluants, biodisponibilité
des nutriments et polluants, ...). La biostimulation, par 1’ajout de solutions de nutriments, de
tensioactifs, d’accepteurs d’électrons (aération) et d’oxydants fournit des conditions favorables
aux microorganismes pour dégrader les polluants (Chatterjee et al, 2022). Les tensioactifs sont
en général connus par leur pouvoir de mobiliser et solubiliser le substrat hydrophobe,
d’améliorer la biodisponibilité des polluants (Wang et al., 2016) et de fait 1’efficacité¢ du
traitement. Par ailleurs, I’addition d’oxydant tel le peroxyde d’hydrogéne, outre la libération
d’oxygeéne, permet d’augmenter la solubilit¢ du substrat et la disponibilité des nutriments
microorganismes et la possibilité d’oxydations radicalaires et biologiques (Goi et al. 2011). Le
lavage des sols assisté par tensioactifs est aussi une technique éprouvée de la remédiation in
situ des sols qui est rapide et efficace dans le cas de fortes contaminations par les HPs (Befkadu

and Chen, 2018 ; Yan et al., 2016).

Dans le cadre de la remédiation d’un sol sujet a une ancienne pollution, et dans une premiere
partie, une étude paramétrique est réalisée a 1’échelle des microcosmes solide-liquide afin de
déterminer les conditions optimales de solubilisation des produits pétroliers, suivie d’un
traitement par biostimulation (ajout de nutriments inorganiques, de Tween 80 et/ou de H202) a
I’échelle des microcosmes en phase solide ou plusieurs parametres sont variés afin de
déterminer les conditions optimales de dégradation des HPs. Les résultats de la biostimulation
sont ensuite optimisé€s par un plan d’expériences en utilisant un plan factoriel complet. Les
conditions optimales obtenues lors de 1’optimisation sont appliquées dans des réacteurs
gaz/solide afin de simuler un traitement in situ de bioventing. En derniére étape, des essais de
percolation du sol par des solutions de tensioactif en colonnes sont réalisés pour comparer les

performances du bioventing et du lavage dans le cas d’un traitement in situ.

La thése se subdivise en trois chapitres :

Le premier chapitre est une syntheése bibliographique comportant des généralités sur les
hydrocarbures ou nous avons abordé leur origine, leur classification, les différentes altérations
des hydrocarbures dans [’environnement et les différents facteurs influencant leur
biodégradation. La pollution des sols en général et la pollution des sols par les hydrocarbures
ont ¢€té aussi abordées dans ce chapitre ainsi que les différentes techniques de remédiation

existantes notamment les traitements in situ dans le cadre d’un développement durable.
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Le deuxieéme chapitre présente le matériel et les dispositifs expérimentaux utilisés pour les
différentes études réalisées ainsi que les différentes méthodes d’analyses utilisées pour la

caractérisation du sol et le suivi des traitements étudiés.

Le troisiéme et dernier chapitre est consacré a la présentation des différents résultats de la
caractérisation du sol, de 1’étude en microcosmes en phase liquide-solide et en phase solide,
I’optimisation par plan d’expériences et I’étude en colonne en phase solide et en phase liquide-

solide ainsi que leur interprétation.

En conclusion, nous récapitulons les différents résultats marquants obtenus au cours de ce

travail et nous mettons en évidence les perspectives envisageables a I’issue de cette these.
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CHAPITRE | : SYNTHESE BIBLIOGRAPHIQUE

La pollution des sols par les produits pétroliers est un sujet d’actualité et d’'une importance non
négligeable au vu de la toxicité de certains de ces composés, méme a faibles concentrations, sur
I’environnement et qui affectent I’équilibre des différents écosystémes et la santé humaine.
Aussi, la restauration des sites et sols contaminés devient plus qu’une nécessité. L’objectif de
ce chapitre est de présenter des généralités sur les hydrocarbures et leur classification. La
pollution des sols engendrée par ces composés et son impact sur I’environnement et la santé
humaine, ainsi que les différents traitements existants pour remédier cette pollution notamment
les traitements in situ. De plus, une synthése des différents travaux de recherche sur la

remédiation des sols pollués par des produits pétroliers est présentée a la fin de ce chapitre.

1.1. Pollution des sols

La pollution des sols est un probléme majeur (Ranieri et al., 2016), elle se produit lorsque des
substances chimiques toxiques sont présentes a des concentrations présentant des risques pour
la santé humaine et pour les différents écosystemes (Chaware et al., 2023). La pollution des
sols peut provenir soit des causes anthropiques (activité humaine) ou des phénomenes naturels.
Le sol étant un puits dans lequel les polluants s’accumulent rapidement mais se dégradent
lentement (Lombi and Hamon, 2005). La majorité de la pollution des sols est causée par les
industries, les pratiques agricoles et la mauvaise gestion des déchets. Les polluants les plus
couramment impliqués dans la pollution des sols sont: les métaux lourds, les polluants
organiques persistants, les hydrocarbures pétroliers et leurs dérivées , les herbicides et les
pesticides (Chaware et al., 2023).

Les hydrocarbures sont considérés comme les polluants environnementaux majoritaires les plus
dangereux en raison de leurs propriétés toxiques, notamment les polychlorobiphényles (PCB)
et les hydrocarbures aromatiques polycycliques (HAP) (Adipah, 2019), et de leur présence
dans la biosphere en grandes quantités. Les hydrocarbures pétroliers sont rejetés dans le sol a
travers des accidents, des rejets industriels ou en tant que sous-produits utilisés dans la vie
quotidienne ou suite aux déversements volontaires ou involontaires dans le sol. 600.000 de
tonnes de pétrole sont déversés annuellement dans le monde (Sui et al., 2021). Ces composés
obstruent les pores du sol, modifient le contenu et la structure de la matiére organique et
diminuent 1’activité microbienne et par conséquent, ils mettent en danger la santé humaine via

la chaine alimentaire.
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I.1.1. Pollution des sols par les hydrocarbures

Les sols pollués par les hydrocarbures ne conviennent pas aux usages agricoles et constituent
des sources potentielles de contamination des eaux de surface et des eaux souterraines. Pour
faire face a cette pollution, des méthodes physiques, chimiques et/ou biologiques sont
couramment utilisées pour le traitement des sols et des sites contaminés (Kebede et al., 2021).
La production des hydrocarbures occupe une place centrale dans 1’économie algérienne, avec
une production de 194 MTEP (Millions de tonnes équivalent pétrole) en 2023 selon le site
internet Algérie Presse Service dans un article publié le 09/01/2024, L’exploitation de cette
ressource est une source potentielle de pollution par les hydrocarbures menagant
I’environnement. En plus de 1’exploitation, le transport de cette matiére augmente les risques
d’accidents et de déversement provoquant la pollution du sol et du sous-sol.

Pour faire face a cette pollution et a protéger I’environnement et les étres vivants, 1’ Algérie a
mis en ceuvre des textes législatifs et réglementaires visant a réduire la pollution causée par
I’industrie pétroliere et a la dépollution de ces rejets :

Loi n°83-03 a pour objet la mise en ceuvre d’une politique nationale de protection de
I’environnement tendant a : la protection, la restructuration et la valorisation des ressources
naturelles ; la prévention et la lutte contre toute forme de pollution et nuisance ; I’amélioration
du cadre et de la qualité de vie.

Décret exécutif n°93-161 réglementant le déversement des huiles et lubrifiants dans le milieu
naturel.

Décret exécutif n°93-162 fixant les conditions et les modalités de récupération et de traitement
des huiles usagées.

Loi n° 03-10 relative a la protection de 1’environnement dans le cadre d’un développement
durable.

Décret exécutif n°90-79 portant la réglementation du transport des matiéres dangereuses.
Décret exécutif n°90-277 portant création, mission, composition et fonctionnement du comité
technique du transport des matieres dangereuses.

Arrété du 05/11/89 portant la procédure de contrdle des opérations de chargement et de
déchargement de marchandises dangereuses.

Loi n°01-13 portant orientation, organisation des transports terrestres des matieres dangereuses.

I.1.2. Impact des hydrocarbures sur I’environnement
Les hydrocarbures pétroliers totaux constituent une menace potentielle pour I’environnement.

Selon I’'USEPA, les rejets des hydrocarbures pétroliers dans I’environnement menaceront la
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santé publique et la sécurité en contaminant 1’eau potable, provoquant les risques d’incendies
et d’explosion, impactant la qualité de 1’air, de 1’eau et du sol, compromettant 1’agriculture et
le gaspillage des ressources non-renouvelables, de plus, le contact des hydrocarbures avec le
sol prendra plusieurs années pour étre remédier (Adipah, 2019). La pollution du sol par les
hydrocarbures constitue une source de risques permanents pour la sant¢ humaine (caractére
cancérigéne et/ou mutagéne de certains hydrocarbures tels les HAP) et I’environnement
(contamination du sous-sol et des eaux souterraines) en raison de son caractére toxique et
insidieux.

1.1.3. Généralités sur les hydrocarbures

1.1.3.1. Définition des hydrocarbures

Les hydrocarbures constituent un groupe de produits chimiques organiques de structures tres
variées, composés principalement de carbone et d’hydrogene. Les hydrocarbures constituent 65
a 95% de la majorité des pétroles bruts et sont classés en quatre grandes catégories (Figure
I.1) : les hydrocarbures saturés (30 a 70%), les hydrocarbures aromatiques (20 a 40%), les
composés polaires (5 a 25%) et les asphalténes, les résines et les métaux (0 a 10%), le Tableau

I.1 représente la composition ¢lémentaire du pétrole brut.

Tableau I. 1 : Composition élémentaire du pétrole brut (Sayed et al., 2021)

Eléments Carbone | Hydrogéene Soufre Azote Oxygéne | Métaux

Pourcentage (%) | 85-90 10-14 0,2-3 <0,1-2 |1-15 <1

Aromatiques

Aliphatiques

Hydrocarbures

|/ \| T~ Asphalténes

Pétrole
brut

ED—
J Non-hydrocarbonés

Figure I. 1 : Principaux constituants du pétrole brut (Jabbar et al., 2022)
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1.1.3.2. Classification des hydrocarbures

» Hydrocarbures aliphatiques

Les hydrocarbures aliphatiques saturés constituent la fraction la plus abondante du pétrole,
selon leur structure chimique, ils sont classés en deux groupes : les alcanes non cycliques, qui
correspondent aux alcanes linéaires ou ramifiés, et les alcanes cycliques (Koshlaf and Ball,
2017). Ces composés sont principalement composés de carbone et d’hydrogene et constituent
un support structural de divers produits pétroliers (Mishra et al., 2023).

Les hydrocarbures aliphatiques a chaine longue (C20-C40) sont plus persistants, plus difficiles
a dégrader et ne s’évaporent pas facilement en raison de leur faible solubilité, leur structure et

leur faible biodisponibilité (Koshlaf and Ball, 2017).

» Hydrocarbures aromatiques
Les hydrocarbures insaturés possédant un ou plusieurs cycles de carbone, appelés souvent les
benzénes, tres actifs par rapport aux autres groupes des hydrocarbures, leur formule générale
est CnH2n6 (Chaudhuri, 2016). Les hydrocarbures aromatiques sont des composés complexes
et lourds, ils sont toxiques et persistants et provoquent plusieurs formes de cancer (Jabbar et
al., 2022). Ce sont des composés récalcitrants et ont une forte hydrophobicité, ce qui les rend
difficiles a dégrader (Koshlaf and Ball, 2017).

> Les réesines
Les résines constituent un groupe hétérogene de composés aromatiques qui comprend les acides
naphténiques, les cétones, les quinones et les phénols. lls sont caractérisés par leur polarité et
toxicité elevées (CEAEQ, 2015).

» Les asphaltenes
Les asphalténes sont une classe des hydrocarbures qui précipitent dans les alcanes linéaires et
sont solubles dans les solvants aromatiques tels que le toluéne ou le benzéne (Mishra et al.,
2023). Les asphalténes sont constitués de plusieurs centaines de composés qui ont des
solubilités similaires, mais qui peuvent avoir des structures, tailles et formes différentes. lls
contiennent des chaines de n-alcanes, des alcanes cycliques et des hétéroatomes tels que 1’azote,
le soufre et I’oxygene et des traces de métaux (CEAEQ), 2015). Ils jouent un role tres important

dans la stabilisation des hydrocarbures.
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1.1.4. Différentes altérations des hydrocarbures dans I’environnement
Les hydrocarbures émis dans l’environnement sont sujets a de nombreuses altérations

chimiques, physiques et biologiques. Parmi ces différentes altérations nous citons :

> Evaporation
L’évaporation est le phénomene initial qui survient juste aprés le déversement des
hydrocarbures dans I’environnement (Wang et al., 2021). C’est le facteur majeur d’élimination
des composés volatils du pétrole brut lors de déversement a grande échelle. Les hydrocarbures
les plus légers et a courte chaine tels que les alcanes 1égers (propane, butane, pentane) peuvent

perdre jusqu’a 99% de leur masse (Mohammadi et al., 2020).

> Dissolution
La dissolution varie en fonction de la taille moléculaire, la structure et la polarité¢ (Mohammadi
et al., 2020). Les hydrocarbures les plus hydrosolubles sont les composés mono-aromatiques,
les BTEX (benzene, toluéne, éthyl-benzene et xyléne) (Noel, 2014). Tandis que les alcanes sont

non polaires et hydrophobes.

» Photo-oxydation
C’est un processus potentiellement important dans la dégradation des hydrocarbures déversés
dans la nature, qui affecte principalement les hydrocarbures aromatiques. Sous 1’action des
rayons solaires UV, les hydrocarbures saturés sont résistants tandis que les aromatiques sont
particuliérement sensibles, ils se transforment a des composés plus légers et moins alkylés

(Wang et al., 2021).

» Adsorption
Les hydrocarbures peuvent étre adsorbés par les composants organiques et minéraux du sol. Ce
processus dépend d’une part des conditions environnementales tels que : la température, le pH,
le taux d’humidité, etc.... Et d’une autre part des caractéristiques du polluant et de la nature du

sol tels que la solubilité, la masse moléculaire, 1’age de la pollution, la granulométrie, la

minéralogie, le taux de la matiére organiques, etc....).

> Biodegradation
C’est le processus naturel le plus important dans la décontamination du sol. Elle est définie
comme la décomposition de la matiére organique sous I’action des microorganismes (bactéries,

champignons, algues), les hydrocarbures sont les polluants organiques soumis a la
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biodégradation des que les microorganismes capables de les utiliser se sont développés (Noel,

2014).

I.1.5. Biodégradation des hydrocarbures

La biodégradation est la transformation d’un composé en sous-produits moins complexes sous
I’action des microorganismes a travers des processus métaboliques ou enzymatiques. Ce sont
des réactions de types redox résumées par 1’équation 1.1 dans le cas de conditions aérobies
(Arrar, 2007) :

Microorganismes + Polluant + Accepteur d’électrons ——Produits + H>O + biomasse (I.1)
La biodégradation se déroule souvent dans des conditions aérobies, 1’oxygene étant utilisé
comme accepteur d’électron, mais elle peut se produire également dans des conditions
anaérobies quand la disponibilité¢ de 1’oxygeéne est limitée, les nitrates, les sulfates et les ions
ferriques ¢étant utilisés comme accepteurs d’électrons alternatifs (Ehiosun, 2022). La
dégradation des hydrocarbures est plus rapide dans les conditions aérobies que dans les
conditions anaérobies, par conséquent, la supplémentation en oxygene augmente
significativement le taux de biodégradation (Chandra et al., 2013).

La biodégradation dépend de 1’activité bactérienne régie par les conditions environnementales,
le type et la charge de pollution et de la biodisponibilité des polluants.

Les aliphatiques sont dégradés et assimilés par un large éventail des microorganismes, les n-
alcanes de longueur (C10-C24) sont dégradés le plus rapidement. Les alcanes a longue chaine
sont généralement résistants a la biodégradation. Les aromatiques peuvent étre partiellement
oxydés mais sont métabolisés par quelques microorganismes seulement. Les taux de
biodégradation les plus ¢élevés sont enregistrés dans le cas des composés saturés suivis par les
aromatiques légers, les aromatiques de poids moléculaire élevé et les composés polaires, ces
derniers présentent des taux de dégradation extrémement faibles (Chandra et al., 2013). La
susceptibilité a la biodégradation est classée comme suit : alcanes linéaires > alcanes ramifiés

> aromatiques a faible poids moléculaire > alcanes cycliques (Sui et al., 2021).

I.1.6. Facteurs influencant la biodégradation des hydrocarbures

Plusieurs facteurs biotiques et abiotiques influencent I’activité microbienne étroitement liée a
la biodisponibilité des polluants (Chatterjee et al., 2022). Parmi ces différents facteurs on peut
citer : le type de sol, les conditions environnementales intrinseques du sol tels : la teneur en

nutriments, la température, I’humidité, le pH, la présence d’accepteurs ou donneurs d’¢électrons.
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» Teneur en nutriments

Les nutriments sont les principaux facteurs stimulants la croissance et le métabolisme des
microorganismes. Le carbone, 1’azote et le phosphore sont les ¢léments essentiels pour les
microorganismes (Chatterjee et al., 2022). Les composés pétroliers sont une excellente source
de carbone pour les microorganismes, néanmoins, ils sont considérés comme des ¢léments
incomplets a I’activité microbienne car ils ne contiennent pas des concentrations significatives
des autres nutriments nécessaires a la croissance microbienne tel que 1’azote et le phosphore
(Jabbar et al., 2022).

Pour un processus de biodégradation réussie, une supplémentation en azote et en phosphore est
nécessaire afin de maintenir une activité microbienne adéquate (Chandra et al., 2013). L’azote
et le phosphore doivent étre ajoutés en fonction de la quantité du carbone, généralement un
rapport C/N/P= 100/10/1 est préconis¢é pour une bonne activité microbienne et pour la
dégradation des hydrocarbures (Chandra et al., 2013; Sravya and Sangeetha, 2022).
Cependant, ce rapport peut varier dans des sols trés contaminés et/ou selon le type de sol

(Speight and El-Gendy, 2018).

» Température
La température joue un role trés important dans la biodégradation des hydrocarbures car elle
affecte 1’état physique des hydrocarbures et les microorganismes présents dans le sol. Une
température basse retarde la biodégradation car la viscosité des hydrocarbures augmente ce qui
réduit la volatilisation des hydrocarbures de faible poids moléculaire (Chandra et al., 2013).
En général, les taux de dégradation les plus €levés sont enregistrés a une température de 15°C

a 45°C (Sravya and Sangeetha, 2022).

» Humidité

L’humidité affecte directement le processus de la biodégradation. Une quantité¢ d’eau adéquate
est requise pour la croissance des microorganismes (Jabbar et al., 2022). Dans la littérature,
nous trouvons des auteurs qui préconisent un pourcentage de 50 a 80% de la capacité de
rétention d’eau pour une activité microbienne maximale (Morgan and Atlas, 1989; Skopp et
al., 1990; Speight and El-Gendy, 2018; Chaudhary and Kim, 2019). Alors que d’autres
rapportent un taux d’humidité compris entre 12 et 25% (Adams et al., 2015; Mukherjee and
Das, 2005; Sihag et al., 2014).
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> PH
Le pH optimal pour I’activité microbienne se situe entre 5,5 et 8,8 (Sravya and Sangeetha,
2022), Au-dela de cette valeur, I’azote présent dans le sol se transforme en ammoniac et ne sera
plus disponible comme nutriment pour les microorganismes (Lukié et al., 2017). Un pH acide

favorise la solubilisation des métaux lourds qui sont toxiques aux microorganismes (Chatterjee

et al., 2022).

» Oxygene

L’oxygene est utilis¢é comme un accepteur d’¢électron dans le processus de biodégradation
aérobie, c’est un élément essentiel pour la survie des microorganismes (Chatterjee et al.,
2022).

La biodisponibilité de I’oxygeéne dépend de plusieurs facteurs : la consommation microbienne
de I'oxygéne, le type du sol, la présence de substrat conduisant & un appauvrissement en
oxygene, ... etc. (Chandra et al., 2013).

Une bioremédiation anaérobie peut aussi étre considérée dans le traitement des sols contaminés
par les hydrocarbures mais elle nécessite la présence des accepteurs d’électrons comme le
nitrate, le fer ou le sulfate. L’inconvénient de cette stratégie est les taux de biodégradation qui
sont relativement faibles par rapport aux conditions aérobies, et par conséquent, la période de

traitement sera plus longue (Thapa et al., 2012).

» Type du sol
La texture du sol influence le transport de I’oxygene et des nutriments vers la flore indigene du
sol (Gabet, 2004), les sols perméables tels que les sols sableux permettent de mieux transporter
ces éléments, ce qui permet d’accélérer le processus de biodégradation (Jabbar et al., 2022).
La taille des particules du sol affecte I’accumulation des hydrocarbures et le processus de
bioremédiation, les hydrocarbures sont fortement accumulés dans les sols les plus fins plus que

les sols grossiers (Speight and El-Gendy, 2018).

> Biodisponibilité des hydrocarbures

La faible biodisponibilité des polluants dans le sol est un facteur majeur qui inhibe 1’activité
microbienne et par conséquent le taux de biodégradation (Kebede et al., 2021). D’apres
Speight and El-Gendy, (2018) 10 a 30% de la pollution initiale ne peut étre éliminée par les
techniques de bioremédiation a cause de la faible biodisponibilité des hydrocarbures. Plusieurs
processus physico-chimiques tels que : la sorption, la dissolution, la désorption et la diffusion
influencent la biodisponibilité des contaminants, ce qui affecte le processus de biodégradation
(Chatterjee et al., 2022).
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1.2. Traitement des sols pollués par produits pétroliers

I.2.1. Choix d’une technique de remédiation
L’¢étape la plus importante dans la remédiation des sites contaminés par les hydrocarbures
pétroliers (HPs) est 1’identification et la mise en ceuvre d’une technique de remédiation
appropriée et fiable qui permettra d’éliminer les polluants sans nuire au milieu et qui est durable
a long terme (Kuppusamy et al., 2020). Le choix est basé essentiellement sur les enjeux
environnementaux et technico-économiques, la durée du traitement et 1’usage futur d’ou
I’intérét de développer des solutions efficaces et rentables.
Plusieurs critéres sont pris en considération (da Silva and Maranho, 2019) :

e La concentration et la nature des contaminants,

e Les caractéristiques physico-chimiques et biologiques du sol,

e Le temps de dégradation ou d’¢limination des polluants,

e Etladisponibilité des ressources (financiéres, matérielles et humaines).

La figure 1.2 résume les différentes étapes de sélection d’une technique de remédiation

Etape I i Applicabilité de la technique
Analyse du site aux conditions du site

Etape I1 [ Faisabilité vis-a-vis de la

—

Analyse réglementaire | réglementation en vigueur

Efficacité de la technique

Etape 111

NP = ’ Coiit de la technique
Autres considérations . 9

Temps

Sélection de la technique appropriée

Figure I. 2 : Processus de sélection d’une technique de remédiation (Kuppusamy et al.,
2020)
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Quelle que soit la technique choisie, un environnement est considéré comme remis en état
lorsque la contamination atteint un niveau égal ou inférieur a la limite sécuritaire compatible

avec la protection de la santé humaine et conforme avec la 1égislation environnementale.

1.2.2. Techniques de traitement
Les techniques de remédiation des sites pollués par les HPs existantes sont classées selon :

1) Le lieu d’application : in situ ou ex situ ;

2) Letype de procédé : physique (modification de la forme physique des contaminants afin
de les éliminer), chimique (réaction chimique altérant ou détruisant les polluants dans
I’environnement), thermique (utilisation de 1’énergie pour détruire ou détoxifier les
contaminants) et biologique (utilisation des microorganismes pour dégrader les
polluants présents dans le sol a traiter).

Plusieurs techniques physiques, chimiques, thermiques ou biologiques existent pour faire face

a cette pollution et minimiser les effets engendrés, le tableau 1.2 regroupe quelques-unes.

Tableau I. 2 : Techniques de traitement des sols (Ossai et al., 2020).

Techniques | Principe Exemples

Physiques | Séparer et concentrer les polluants sans les | Extraction des vapeurs,

modifier ou les détruire. lavage des sols, extraction
par solvant.
Chimiques | Injection d’un réactif chimique afin de Emulsification, oxydation
transformer le polluant en une forme moins chimique.

nocive pour I’environnement en créant une

réaction entre le réactif et le polluant.

Thermiques | Traitement a trés haute température afin de Désorption thermique,

détruire le polluant. incinération.

Biologiques | Utilisation des microorganismes pour | Bioventing, biopile,

I’élimination des polluants. compostage.

Ces techniques peuvent étre appliquées in situ sans excavation du sol ou ex situ avec excavation
du sol, Bien que le temps de traitement par ces derniéres soit plus court, les techniques in situ
sont privilégiées en raison de leur moindre coilit et du fait qu’elles ne provoquent pas de
perturbation de la zone environnante du site contaminé (Vidali, 2001). Aussi, beaucoup de
recherches se sont focalisées sur le développement des techniques in situ (Kuppusamy et al.,

2020).
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Par ailleurs, les méthodes biologiques sont une alternative prometteuse pour le traitement des
sols pollués par les hydrocarbures, elles sont plus avantageuses et particulierement attractives
par rapport aux autres techniques vu leur colt, leur simplicité et elles sont respectueuses de
I’environnement (Agnello et al., 2016). En outre, la bioremédiation ne permet pas le transfert

de pollution d’un environnement a un autre, par exemple du sol a I’eau ou a I’air (Kensa, 2011).

1.2.3. Bioremédiation

La bioremédiation est définie comme étant I’utilisation de microorganismes pour dégrader et/ou
minéraliser les polluants d’un environnement. C’est une méthode efficace utilisée pour la
récupération des sites contaminés par le pétrole et déchets dangereux, elle est non invasive et
relativement rentable (Chandra et al.,, 2013). La bioremédiation permet d’éliminer et
neutraliser les polluants organiques en des composés non toxiques et plus simples tels que
I’oxyde de carbone et I’eau (Ossai et al., 2020).

Le tableau 1.3 regroupe les techniques de bioremédiation des sols.

Tableau I. 3 : Techniques de bioremédiation des sols pollués par des produits pétroliers
(Chaudhary and Kim, 2019).

Technique de | Type de traitement | Contaminants Références
mise en ceuvre
In situ Bioventing HPT (Héhener and Ponsin,
Les solvants non 2014 ; Brusseau et al.,
chlorés 2013)
Biosparging Kéroséne (Azubuike et al., 2016;
Diesel Kao et al., 2008)
BTEX
Phytoremédiation HPT (Ikeura et al., 2016 ; Ali
HAP et al., 2013; Bramley-
Hydrocarbures chlorés | Alves, 2009)
Ex situ Landfarming HAP (Jeong et al., 2015 ;
HPT Chang et al., 2010 ;
Hydrocarbures non Paudyn et al., 2008)
volatils
Compostage HPT (Saum et al., 2018 ;
HAP Tomei and Daugulis,
BTEX 2013 ; Barnes et al.,
2002)
Biopile HPT (Azubuike et al., 2016 ;
Hydrocarbures volatils | Dias et al., 2015 ;
Hydrocarbures non- Chemlal et al., 2012;)
halogénés
Bioréacteurs HPT (Chikere et al., 2016;
BTEX Firmino et al., 2015;
HAP Tomei and Daugulis,
Hydrocarbures chlorés | 2013)
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La bioremédiation est un processus attractif et productif utilisant les microorganismes pour la
réhabilitation des sols pollués. Elle est appliquée pour la décontamination d’une large variété
de polluant, les microorganismes ont un large pouvoir de dégrader partiellement ou
complétement les contaminants.

Quoique la bioremédiation ait prouvé son efficacité face aux différentes molécules présentes
dans le pétrole brut ou les produits raffiné (Usman et al., 2018), elle reste limitée face aux
résidus non biodégradables, a la non-disponibilit¢ des nutriments, 1’absence des
microorganismes capables de dégrader les hydrocarbures, ... etc.

Pour cela I’efficacité des techniques mentionnées au tableau 1.3 peut étre améliorée par la mise
en ceuvre de deux grandes stratégies : la biostimulation et la bioaugmentation, appelée aussi la

bioremédiation améliorée (Chaudhary and Kim, 2019).

» Bioaugmentation
La bioaugmentation est 1’introduction de souches microbiennes ou de consortiums isolés
généralement des sites contaminés dans le milieu a traiter, elle est utilisée lorsque la population
indigéne dégradant les hydrocarbures est faible afin d’améliorer 1’efficacité d’élimination des
polluants (Kebede et al., 2021).
L’introduction des microorganismes exogenes nécessite une ¢tude préalable de la diversité et
’activité microbienne du sol a traiter car cela pourrait entrainer des changements significatifs

dans la composition de la communauté microbienne indigéne du sol (Koshlaf and Ball, 2017).

» Biostimulation

La biostimulation consiste en ’amélioration de la capacit¢ métabolique des microorganismes
indigenes par 1’ajout des éléments nutritifs dans le sol tels que le phosphore, I’azote, le carbone
et/ou les accepteurs d’électrons (oxygene), et I’optimisation des conditions environnementales
telles que le pH, la température et ’humidité (Lukié et al., 2017). L’ajout des éléments dépend
du métabolisme de la communauté microbienne ciblée (Huguenot, 2010). La biostimulation
est plus efficace dans le cas des sites sujet a une pollution chronique (Udume et al., 2023).

Il existe un large éventail de choix pour la réalisation de la biostimulation, la plus utilisée est
’ajout des nutriments inorganiques (azote et phosphore) qui affecte positivement 1’efficacité de
la biodégradation (Yang SiZhong et al.,, 2009). L’application des agents tensioactifs
synthétiques ou biologiques peut augmenter la biodisponibilité des polluants, et par conséquent
améliore leur élimination. De plus 1’ajout des accepteurs d’¢électrons tel que le H2O» libére
I’oxygene et la chaleur dans le milieu ce qui accélére 1’activité microbienne (Baciocchi et al.,

2004).
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Dans ce qui suit, nous détaillons 1’utilisation des agents tensioactifs et des oxydants chimiques
dans le cadre d’une biostimulation pour améliorer les performances de la bioremédiation des

sols pollués par les hydrocarbures.

1.2.4. Les agents tensioactifs et la bioremédiation

L’utilisation des agents tensioactifs est devenue une technologie attrayante ces derniéres années,
c’est une option efficace pour améliorer le traitement des sols contaminés (Sales da Silva et
al., 2020). IIs sont connus d’une part, par leur aptitude a améliorer la solubilisation des produits
pétroliers, ce qui permet la séparation de ces derniers des particules de sol et augmentent la
possibilité de contact avec les microorganismes. D une autre part, les tensioactifs peuvent
modifier I’hydrophobicité des surfaces des cellules microbiennes (Ling et al., 2023).

Selon leur origine, les surfactants sont classés en deux grandes catégories : les surfactants
synthétiques et les biosurfactants. Les deux classes sont amphiphiles, avec une structure
hydrophobe (queue) et hydrophile (téte) en méme temps.

A de faibles concentrations, les molécules des tensioactifs sont présentes sous forme de
monomeéres dispersés, a mesure que leurs concentrations augmentent ils commencent a former
des agrégats et dés qu’ils atteignent une concentration aqueuse particuliere, ils forment des
micelles cette concentration est appelée la concentration micellaire critique (CMC), c’est la
formation des micelles qui rend le tensioactif efficace pour solubiliser les composés organiques
hydrophobes (Mao et al., 2015). Cette concentration est spécifique a chaque agent tensioactif
et dépend du type, de la structure et de la composition du surfactant, de la force ionique, de la
température, la présence et les types des additifs organiques du milieu. La CMC est un
parametre trés important a prendre en considération lors de ’utilisation d’un tensioactif car la
solubilisation des hydrocarbures augmente a des concentrations supérieures ou égale a la CMC
(Yan et al., 2016).

Plusieurs facteurs doivent étre considérés avant la sélection du surfactant approprié a savoir :
le cotit, I’efficacité a de faibles concentrations (en général < 3%), la faible toxicité, la faible

adsorption et dispersion dans le sol et la faible tension superficielle (Billings, 2014).

» Tensioactifs synthetiques
Les tensioactifs synthétiques sont classés en quatre types : cationiques, anioniques, non-
ioniques et zwitterioniques. Ils différent par leurs caractéristiques d’adsorption, leur CMC, leur
capacité de solubilisation et de fait, leur performance de solubilisation des composés organiques

hydrophobes (COH). Tous ces tensioactifs ont ¢té¢ largement utilisés dans les procédés
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d’¢limination des composés organiques et ont prouve leur efficacité (Sales da Silva et al., 2020;
Lamichhane et al., 2017).

Masrat et al., (2013) ont mené une étude sur 1’élimination du naphtaléne et du pyréne en
utilisant plusieurs types de surfactant non-ionique (Brij 30 et Brij 50), cationique (DDEAB et
CTAB) et anionique (SDS), ils ont trouvé que les tensioactifs non ioniques ont donné les
meilleurs rendements d’élimination, et que les tensioactifs cationiques sont meilleurs que les
anioniques.

D’apres Mao et al., (2015), les tensioactifs non-ioniques sont privilégiés dans les processus de
remédiation que les tensioactifs ioniques car ils ont généralement une faible CMC ce qui rend
la formation des micelles plus facile. De plus, ils sont connus par leur capacité de solubilisation
et leur faible toxicité ( Sales da Silva et al., 2020; Mao et al., 2015).

Une ¢étude comparative menée par Iglesias et al., (2014) portant sur 1’amélioration de la
solubilisation et la dégradation du phénanthréne dans les sédiments marins par 1’ajout de trois
surfactants non-ioniques (Brij 35, TX 100 et Tween 80), il ressort des résultats trouvés que le
Tween 80 est le meilleur surfactant non-ionique dans I’élimination et la dégradation du
phénanthréne. Franzetti et al., (2008) ont trouvé que le Tween 80 est compatible au processus
de bioremédiation et il n’est pas toxique aux microorganismes, de plus, il est biodégradable et

a été largement utilisé dans la bioremédiation des HAP.

» Biosurfactants
Les biosurfactants sont soit d’origine microbienne tel que les glycolipides soit d’origine
végétale tel que la saponine.
Les biosurfactants sont biodégradables et non toxiques pour les microorganismes susceptibles
de dégrader les composés organiques (Seo, 2008). IIs sont aussi solubles dans 1’eau, forment
des micelles au-dessus de la CMC et réduisent la tension superficielle et interfaciale comme les

tensioactifs synthétiques (Befkadu and Quanyuan, 2018).

1.2.5. L’oxydation chimique et la bioremédiation

L’oxydation chimique est un processus fréquemment utilisé dans la restauration des sites
contaminés par des produits organiques, les oxydants les plus utilisés sont le permanganate
(MnOy), le peroxyde d’hydrogéne (H20), I’0zone (O3) et le persulfate (S20s7%) (Richardson,
2010).

L’efficacité d’un processus d’oxydation chimique dépend de plusieurs facteurs : la réactivité de
I’oxydant, les propriétés du sol, le type et I’état physique des contaminants et la localisation de

la zone contaminée (Richardson, 2010). L’oxydation chimique est connue comme étant une
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stratégie de remédiation polyvalente, elle permet I’élimination rapide et étendue des composés
récalcitrants légers et denses (Sutton et al., 2011).

Malgré son efficacit¢ dans 1’élimination des composés organiques, 1’ajout des oxydants
chimiques peut avoir un impact négatif sur la fertilité du sol (Laurent et al., 2012). De plus,
I’oxydation chimique peut impacter négativement 1’activité microbienne, mais lorsqu’elle est
correctement appliquée cet impact est temporaire et les microorganismes peuvent se régénérer
a une durée de 7 a 21 jours, ce qui n’affecte pas la capacité de biodégradation (Sutton et al.,
2014) et Laurent et al., 2012).

La bioremédiation et 1’oxydation chimique sont des traitements complémentaires, Koolivand
et al, (2017) préconisent la combinaison des traitements chimiques et biologiques pour de
meilleurs rendements d’¢élimination des hydrocarbures et des durées de traitement moins
longues. Medina et al., (2018) ont indiqué que le couplage de 1’oxydation chimique et la
bioremédiation produits des résultats concluants indiquant une amélioration de I’efficacité de
la remédiation par rapport a I’oxydation chimique ou la bioremédiation seules.

Le couplage de ces deux techniques a montré des résultats prometteurs dans la restauration des
sites contaminés, l’oxydation chimique diminue les fortes concentrations des polluants
organiques, par la suite les microorganismes font faire face a de faibles concentrations des
polluants (Liao et al., 2019). Une étude a I’échelle pilote menée par (Silva-Castro et al., 2013)
a porté sur traitement combiné d’oxydation Fenton (40L de H>O») suivie de la bioremédiation
par biostimulation (0,3 g de NPK) de 1000kg de sol pollué artificiellement par du diesel (20000
mg/kg de sol). Les résultats du suivi de la dégradation du diesel, enregistrés en surface, dans la
zone insaturée a 30cm de profondeur et la zone saturée a 60cm de profondeur, montrent des
taux d’¢élimination respectifs de 49, 23 et 4% dans le cas de I’atténuation naturelle et de 58, 57
et 32% dans le cas du traitement combiné. Les résultats de mesure de la biomasse ont montré
que I’oxydation a réduit la croissance microbienne tandis que I’application de la biostimulation
par addition de nutriments comme un post-traitement 1’a stimulé a nouveau.

La mise en ceuvre correcte de 1’oxydation chimique couplée a la bioremédiation fournie un
traitement plus étendu, rapide et rentable, 1’oxydation chimique stimule la bioremédiation en
réduisant la toxicité des contaminants (Chen et al., 2016) et en améliorant la biodisponibilité
et la biodégradabilité des contaminants en fournissant I’oxygéne (Sutton et al., 2011), elle peut
¢galement améliorer la biodisponibilité des nutriments naturellement présents dans le sol
évitant ainsi les colts potentiels des amendements (Sutton et al., 2014). De plus, (Usman et
al., 2012) ont mentionné que I’intégration de 1’oxydation chimique et la bioremédiation est une

stratégie respectueuse de 1’environnement.
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I.3. Techniques de traitement in situ dans le cadre d’un développement durable

Le développement durable est un développement qui répond aux besoins du présent sans
compromettre la capacité des générations futures a répondre aux leurs, les traitements in situ
sont des méthodes de prédilection pour la réhabilitation des sols contaminés du fait de leur
caractere durable (Belley-Vézina, 2014). Dans cette partie, nous détaillons les techniques de
traitement in situ qui s’inscrivent dans le cadre d’un développement durable et qui sont étudiées

et utilisées dans ce travail.

> Bioventing

Le bioventing, est parmi les techniques biologiques in situ les plus rentables et est connu par
son efficacité a lutter contre les déversements des hydrocarbures pétroliers (HPs), ce processus
fournit une meilleure oxygénation au sous-sol ce qui favorise 1’activité microbienne et améliore
la dégradation des contaminants (Frutos et al., 2010). Sous conditions controlées, ce procédé
consiste a injecter 1’air a de faibles débits dans la zone insaturée a travers des puits d’injection
verticaux ou horizontaux en fonction de la profondeur et de la géologie. Des nutriments et de
I’humidité peuvent étre administrés avec de I’oxygene pour améliorer la biodégradation des
polluants (Chatterjee et al., 2022).

Contrairement au venting, qui permet d’extraire les composés organiques volatils par injection
de forts deébits d’air dans la zone saturée a travers des puits d’injection et de récupérer les
vapeurs dans les points d’extraction sous vide pour un éventuel traitement en surface (Roudier,
2004), le bioventing consiste en 1’utilisation de faibles débits d’air pour permettre 1’oxydation
biologique et la stimulation de la biodégradation aérobie afin de minimiser la volatilisation des
contaminants et éviter la libération de ces derniers dans I’atmosphére (Chaudhary and Kim,
2019).

L’efficacité¢ du bioventing dépend fortement de la présence des microorganismes indigenes
capable de dégrader les polluants organiques et un environnement favorable au développement
microbien (Kuppusamy et al., 2016), en 2005, une ¢tude menée par Byun et al, portant sur
une analyse statistique des parameétres influencant le processus de bioventing, il a été trouvé
que la concentration des HPT est fortement corrélée avec le nombre des bactéries hétérotrophes
totales (Byun et al., 2005). La biodisponibilité du polluant est aussi un parametre trés important
a prendre en considération. Une faible perméabilit¢ du sol affecte significativement la

performance du bioventing (Kuppusamy et al., 2020).
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> Lavage des sols

Le lavage des sols est parmi les techniques in situ les plus utilisés avec succes pour 1’élimination
des polluants organiques (Hoeppel et al., 1991; Kuppusamy et al., 2016). Elle a recu beaucoup
d’attention ces derniéres années, c’est une des technologies innovantes qui consiste en une
combinaison de processus physique et chimique (Gitipour et al., 2015). Cette technique
consiste en I’injection d’une solution de surfactant ou de solvant dans la zone contaminée pour
favoriser une plus grande libération des polluants hydrophobes dans la phase aqueuse (Hoeppel
et al., 1991).

Nous nous intéressons dans notre recherche au lavage des sols par les tensioactifs, au voisinage
de la CMC, les tensioactifs contribuant a la solubilisation des contaminants hydrophobes du sol
(Karthick et al., 2019; Li et al., 2016).

Cette technique est efficace dans le cas des sols relativement uniformes et perméables,
cependant son efficacité est limitée dans le cas des sols avec des teneurs élevées en limon et
argile, et dans le cas d’adsorption des tensioactifs dans la matrice du sol (Reddy and Saichek,

2003).

1.4. Etat de I’art des travaux antérieurs

En (2023), Nong et al., ont examiné 1’effet de la biostimulation (ajout de N et P suivant un
rapport C/N/P de 100/10/1) et la bioaugmentation (par des bactéries issues du méme sol) sur la
dégradation des hydrocarbures pétroliers totaux d’un sol issu d’une zone de production de
pétrole en Chine. Le prélevement a été effectué sur trois zones avec des concentrations
différentes en HPT, a la surface GN1 (0-10cm) avec 888,62g HPT/kg de sol, au milieu GN2
(10-20cm) avec 15,34g HPT/kg de sol et en profondeur GN3 (20-40cm) avec 1,63g HPT/kg de
sol. Les expériences ont été réalisées dans des réacteurs cylindriques en plastique sur une durée
de 300jours et la teneur en eau est maintenue constante a 20%. Les résultats de la dégradation
ont montré que les deux techniques bioaugmentation et biostimulation sont plus efficaces que
I’atténuation naturelle et que la biostimulation était meilleure pour la biodégradation des HPT
avec des taux de 99,75%, 95,73% et 99,84% pour les zones respectives GN1, GN2 et GN3
(Nong et al., 2023).

Une étude comparative des différentes techniques de bioremédiation d’un sol sableux pollué
artificiellement par le pétrole brut 1éger (40g/kg de sol) est menée par Silva et al., (2022) sur
une durée de 180 jours, les techniques adoptées sont 1’ajout des nutriments (N et P un rapport

C/N/P=100/1,25/1) (II), I’ajout d’un biosurfactant (V/V=1/1) (IV), I’ajout du biosurfactant et
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nutriments en méme temps (V) et comme essais de contréle un échantillon de sol non pollué¢
avec de I’eau seule (I) et atténuation naturelle du pétrole brut seul (II). Les expériences ont été
réalisées dans des boxes en verre contenant 10kg de sol et le taux d’humidité a été ajusté a 65-
80% de la capacité de rétention d’eau. Le suivi a été effectué par la mesure de la biodégradation
des huiles et de la graisse (OG), les hydrocarbures aliphatiques (AH) et les hydrocarbures
aliphatiques polycycliques (PAH). A la fin des expériences, ils ont trouvé que la biostimulation
avec ajout des nutriments inorganiques est un outil trés important pour la restauration des sols
pollués par les déversements du pétrole, les meilleurs taux d’élimination enregistrés pour les
systémes respectifs III et V de 90,40% et 78% pour les OG, 96.82% et 98,35% pour les AH et
83,58 et 72,3% pour les PAH.

Dans une étude menée sur un sol contaminé par les hydrocarbures pétroliers prélevé d’une zone
contaminée, (J.-W. Liu et al., 2021) ont étudié¢ I’effet de lavage du sol par différents agents
tensioactifs (SDBS, Tween 80, Tween 60, rhamnolipid et TRS-1) en faisant varier plusieurs
parameétres a savoir le temps d’agitation, la température et la concentration du surfactant. Ils
constatent que la concentration de surfactant a 1’effet le plus significatif sur 1’enlévement des
hydrocarbures pétroliers et que les conditions optimales d’élimination des hydrocarbures sont :
un temps d’agitation de 45min, une température de 35°C et une concentration de surfactant de
2000 mg/L, tous les surfactants ont enregistré un taux d’élimination de plus de 60% dans ces

conditions a I’exception de Tween 60 ou seulement 55,62% ont été €liminés.

Giovanella et al.,, (2021) ont mené¢ une étude en microcosmes sur l’influence de la
biostimulation (ajout de N et P) et la bioaugmentation (ajout d’un consortium microbien) sur
I’¢limination du diesel d’un sol artificiellement pollué¢ (2g/kg de sol). L’ensemble des
traitements a €té incubé a 1’abri de la lumiere et aéré chaque semaine sur une durée de 90jours,
il ressort des résultats que la biostimulation a éliminé 41,9% de diesel alors que la
bioaugmentation n’a ¢éliminé que 15%. Cette étude a démontré 1’effet positif de la

biostimulation sur la dégradation des HPT.

En (2019), Chen et al, se sont intéressés a la bioremédiation d’un sol issu d’un champ pétrolier
en Chine et contaminé suite a un déversement des hydrocarbures (26300mg/kg de sol) par ajout
des nutriments, NH4NO3 et Ko HPO4 (C/N/P a 100/10/5) et/ou de déchet solide agé (20% m/m).
Les résultats obtenus apreés 30 semaines de traitement ont montré 1’importance des nutriments
et le déchet solide agé sur 1’élimination des HPT, les rendements ont atteint 82,1, 63,7 et 90,2

% dans le cas de la biostimulation, I’ajout du déchet agé et la combinaison des deux
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respectivement alors que seuls 29,3% sont ¢éliminés par atténuation naturelle (Chen et al.,

2019).

Afin d’évaluer 'influence des caractéristiques physico-chimiques et biologiques initiales sur
I’efficacité de la bioremédiation d’un sol par biostimulation, Calvo et al., (2019) ont mené une
étude en microcosmes sur des sols différents, un sol sableux avec une faible teneur en
nutriments et une faible activité biologique et un sol limoneux argileux avec une forte teneur
en nutriments et une activité biologique ¢levée. Les deux sols ont été pollués par le pétrole brut
Arabe a des concentrations finales de 10000 et 20000 mg/kg de sol. Différents agents
biostimulants (fertilisant commercial NPK, surfactant synthétique bioversal et engrais oléophile
commercial) ont été utilisés, les concentrations des différents agents biostimulants ont été
doublées dans le cas du sol limoneux argileux. Il ressort des différents essais que pour le sol
sableux avec une concentration élevée du pétrole brut, le traitement avec 1’engrais oléophile et
le surfactant donne de meilleurs résultats alors pour une faible concentration n’y a pas eu de
différence entre les différents traitements. Dans le cas du sol limoneux argileux, le traitement
par surfactant était le meilleur pour la faible concentration tandis que pour la forte
concentration, le traitement par 1’engrais oléophile et le surfactant a enregistré le meilleur taux

d’enlévement.

Yan et al., (2016) ont étudié ’efficacité de traitements combinant un lavage par tensioactif
(Tween 80 (150mg/L), 20jours) suivi de la bioremédiation par biostimulation et
bioaugmentation dans le cas de sols limoneux-sableux et limoneux-argileux artificiellement
pollués par du diesel (13g/kg de sol). Il ressort des différents essais que les meilleurs résultats
sont obtenus dans le cas du sol limoneux sableux. Le lavage assisté par du Tween 80 a permis
I’enlévement de 67,5% de diesel alors que dans le cas de la bioremédiation seul 56,7% de diesel
ont été ¢liminés. La combinaison des deux techniques peut étre une stratégie prometteuse pour
les sites contaminés par les hydrocarbures avec des rendements d’élimination des HPs de 77,1%

et de 46,9% pour les sols limoneux sableux et limoneux argileux respectivement.

Betancur-Corredor et al., (2015) ont évalué 1’ajout de biostimulants et du Tween 80 sur la
bioremédiation par biostimulation d’un sol limoneux-sableux sujet a une ancienne pollution par
le DDT a I’échelle des microcosmes pendant 8 semaines. A la fin du traitement, 79% de DDT
ont été éliminés avec I’ajout de KH2PO4 et I’'urée suivant un rapport C/N/P de 100/8/1 et du
Tween 80 a raison de 6,55mg/kg de sol tandis que I’amendement seul en KH2PO4 et urée a

permis I’enlevement de 94,3% de DDT contre seulement 4,28% par I’atténuation naturelle. Les
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résultats de cette étude montrent que la biostimulation par simple addition de phosphore et
d’urée est une méthode efficace dans I’¢limination des DDT et que I’inefficacité¢ du Tween 80
peut étre due a la quantité insuffisante utilisée pour la formation des micelles et que la présence

du tensioactif pourrait étre a I’origine de 1’adsorption du DDT dans la matrice du sol.

Sanscartier et al., (2011) ont étudié I'influence de la température (7 et 22°C) et de I’aération
(13 et 45 mL/min) sur ’efficacité de la bioremédiation d’un sol pollué par le diesel dans des
bioréacteurs en phase solide, les essais ont été effectués sur une durée de 6 mois. Il ressort de
cette étude que I’enlévement des hydrocarbures augmente avec 1’augmentation du débit et de
la température, un taux d’aération élevé améliore I’activité microbienne dans le sol d’une part
et augmente aussi la volatilisation des HPs notamment a une température de 22°C d’une autre
part, approximativement 51% des HPs ont été volatilisés. Le meilleur taux d’enlévement de

83% a été enregistré a une température de 7°C et un débit de 45mL/min.

Le processus de bioventing dans des colonnes en verre a été étudié par Frutos et al., (2010)
pour le traitement d’un sol artificiellement pollué par le phénanthréne a 1000mg/kg de sol. Le
sol amendé¢ avec des nutriments suivant un rapport C/N/P de 100/20/1 et un taux d’humidité
maintenu a 60% de la capacité de rétention d’eau, Apres 7 mois de traitement, les auteurs ont
trouvé que le bioventing a permis d’éliminer 93% de phénanthréne. C’est un taux significatif
pour considérer la faisabilité du bioventing comme méthode de remédiation des sols contaminés

par les HAP.

Franzetti et al., (2008) ont étudi¢ deux surfactants présents sur le marché les alkyls
polyethoxylates "Brij family" et les polysorbate "Tween family" pour une éventuelle utilisation
dans le processus de bioremédiation et I’amélioration de I’élimination des hydrocarbures
présents dans les sites contaminés. Les résultats ont montré que le "Tween" augmente la
biodisponibilité des polluants et améliore la biodégradation des hydrocarbures ramifiés et les
hydrocarbures avec un poids moléculaire ¢élevé alors que le "Brij" améliore seulement la

dégradation des hydrocarbures ramifiés.

Un bioventing a 1’échelle laboratoire a été réalis€ par Lee et al, (2006) sur un sol
artificiellement pollué par le diesel (8000mg/kg de sol) et amendé en azote et en phosphore
suivant un rapport molaire C/N/P a été ajusté¢ a 100/10/1 sur une durée de Smois a permis
I’élimination entre 78,7 et 82 % des HPT de sol. Ces résultats sont prometteurs et déterminants
pour le pourvoir du bioventing dans le processus de bioremédiation des sols pollués par les

produits pétroliers.
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Hwang et al., (2006) ont ¢tudié I’effet du mode d’aération sur le traitement d’un sol mélangé
avec des boues d’épuration déshydratées a un rapport massique (0,5/1) contaminé par le diesel
a une concentration de 10000mg/kg du mélange sec, les modes d’aération employés sont 1h
aération/1h repos, 1h aération/3h repos et 1h aération/7h repos comparés a une aération continue
sur une durée de 30 jours. Il ressort des résultats que le mode d’aération 1h aération/3h repos a
permis une dégradation plus active et rapide du diesel que le mode continue, une constante
cinétique de 0,134 j! contre 0,121 j! pour ’aération intermittente et 1’aération continue
respectivement. L’analyse statistique par ANOVA a mis en évidence qu’il n'y a pas de différence
entre le mode d’aération intermittent ou continue mais 1’aération intermittente est préférable du

point de vue consommation d’énergie.

Une étude comparative de 1’effet de trois surfactants non ioniques Tween 80, Triton X-100 et
le Brij 35 et un surfactant anionique SDS sur la solubilisation du Pyréne et de Phénanthréne
d’un sol sableux limoneux artificiellement pollué dans des systemes liquides/solide a été
réalisée par (Cheng and Wong, 2006), les expériences ont été menées pendant 24heures a 1’abri
de la lumicre sous une température ambiante (25-28°C), un rapport L/S=20/1 (mL/g), une
vitesse d’agitation= 250rpm et des différentes concentrations de tensioactifs (30, 75, 150, 300,
600 mg/L), 10uL d’une solution de HgCl, 1M a été ajouté pour stopper toute activité
microbienne. Les résultats obtenus ont montré que le Tween 80 a la meilleure capacité de
désorption du pyrene et du phénanthréne suivi de Triton X-100 et le Brij 35 alors que le SDS
ne semble pas avoir un effet positif sur I’élimination des polluants. L’élimination de
phénanthréne et du pyréne a augmenté de 4,7% a 54,2% et de 0,4% a 34,0 % respectivement

quand la concentration de Tween 80 a augmenté de 0 a 600mg/L.

Un procédé de lavage par tensioactif non-ionique (Tween 80, 2%) a 1’échelle pilote a été réalisé
par Lee et al., (2005) pour I’élimination de diesel d’un sol pollué depuis 45ans (20000mg/kg
de sol sec), 88% de la concentration initiale a été éliminé, ce taux d’élimination est supérieur

75 fois du taux éliminé par le lavage a I’eau seule.

L’analyse de la meilleure méthodologie de laboratoire capable de stimuler la dégradation de
diesel d’un sol pollué au laboratoire a une concentration de 6000mg/kg, Gallego et al, 2001 ont
testé la biostimulation par ajout d’une solution de nutriments inorganique et par ajout des boues
stérilisée riche en N et P et la bioaugmentation par ajout des boues activées, 1’ensemble des
expériences a été menée dans des bioréacteurs en verre contenant 2,5kg de sol a une température

entre 15 et 25°C et un taux d’humidité de 25%. Les résultats de cette étude ont montré que la
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biostimulation par ajout d’une solution de nutriments inorganiques a permis d’éliminer >90%

de I’enlévement total et >80% de biodégradation de diesel.
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CHAPITRE Il : MATERIELS ET METHODES

Ce chapitre est consacré a la présentation des différents matériels, produits et méthodes
d'analyse utilisées pour la caractérisation du sol et le suivi des différents parameétres. Ainsi qu’a
la description des dispositifs expérimentaux utilisés pour la réalisation de 1’étude en

microcosmes et 1’étude en colonne.

I1.1. Dispositifs experimentaux

I1.1.1. Etude en microcosmes phase solide-liquide

Dans cette partie, un jar test a six postes a été utilisé (Figure II.1), permettant d’effectuer
différents essais a 1’échelle microcosme dans des réacteurs solide-liquide de méme capacité et
aune vitesse d’agitation constante pour déterminer les conditions optimales (vitesse d’agitation,
temps de séjour, teneur en surfactant) d’enlévement des hydrocarbures pétroliers du sol étudié.
Les réacteurs S-L utilisés sont des béchers d’une capacité de 1L, contenant 25g de sol mélangé
a 250mL d’une solution d’eau distillée dans le cas d’un lavage a I’eau seule ou une solution de

Tween 80 dans le cas d’un lavage par un tensioactif.

Figure I1. 1 : Systéme de lavage en batch.

I1.1.2. Etude en microcosmes phase solide

Dans cette partie, des réacteurs en phase solide a 1’échelle des microcosmes ont été également
utilisés afin de déterminer les conditions optimales de dégradation du sol étudié, sujet a une
ancienne pollution. L’étude a été réalisée dans des réacteurs en verre de 0,115m de hauteur et
0,08m de diametre (Figure 11.2). Les réacteurs ont été recouverts par du papier aluminium et

gardé a I’abri de la lumiere a une température de 28°C durant toute la période d’incubation.
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Les échantillons ont été prélevés périodiquement tout au long du traitement pour le suivi des

différents parameétres tels que les HPT, la biomasse, les nutriments, le pH et le taux d’humidité.

11 em

=

H=7cm

Figure I1. 2 : Schéma du réacteur utilisé pour 1’étude en microcosmes.

Dans ce cadre, différents systémes ont été considérés en faisant varier les rapports molaires
C/N/P, les teneurs en agent tensioactif et/ou les teneurs en oxydant afin de déterminer les
conditions optimales pour I’enlévement des hydrocarbures du sol par voies abiotique et biotique
et de fait, favoriser 1’activité microbienne et la biodégradation des hydrocarbures du sol.

L’ensemble des systemes a été incubé pendant 90jours.

I1.1.3 Etude en colonne en phase solide

Afin de simuler un traitement in situ de bioventing, des essais en colonne a lit fixe ont été
réalisés en considérant les conditions optimales déterminées a 1’échelle des microcosmes en
phase solide, nous avons étudi¢ ’influence de ’aération en adoptant différentes vitesses
d’aération. La flore microbienne autochtone adaptée est stimulée par I’injection d’air, d’eau, de

nutriments mais également d’eau oxygénée et de Tween 80.

Le dispositif expérimental utilis€ comporte six réacteurs identiques (Figures I1.3 et 11.4), des
colonnes en Plexiglass de forme cylindrique d’une hauteur de 30cm et d’un diametre interne de
6,5cm, munies de prises de prélévement €quidistantes de 6,5cm et disposées le long d’une

méme génératrice.

La partie inférieure du réacteur, en PVC et de diamétre de 7cm et d’une hauteur de 9cm
constitue la chambre d’injection d’air ou zone calmante. Elle est reliée a la colonne par
I’intermédiaire d’un distributeur d’air, une plaque, en acier inoxydable, perforée suivant un
maillage triangulaire (11mm) afin d’uniformiser la répartition d’air dans le sol. La chambre
d’injection est munie de deux orifices pariétaux afin de permettre I’accés a I’air de venting et

celui de I’eau et est remplie d’eau pour saturer 1’air et I’humidifier. La partie supérieure de la
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colonne est surmontée d’une plaque de méme matériau et méme diametre que la partie
inférieure et d’une hauteur de 2,5cm, et comporte trois orifices, un pour évacuer I’air issu de la
colonne du sol, un deuxiéme pour I’injection d’eau afin de maintenir I’humidité du sol constante
et un troisieme pour 1’ajout des additifs appropriés selon le type de traitement. L’air de venting
issu de la colonne de sol est renvoyé dans un barboteur rempli d’une solution de NaOH pour le
piégeage du dioxyde de carbone généré par la dégradation des hydrocarbures du sol traité.

Le venting du sol est assuré¢ a 1’aide d’un compresseur et 1’air est débarrassé de toute trace de
dioxyde de carbone a 1’aide d’une solution de NaOH 4M avant injection. Les débits de gaz

utilisés pour 1’aération sont mesurés a 1’aide d’un débitmeétre a flotteur préalablement étalonné.

9m Ail‘+C02

AL
[ A

6

W

Figure 11. 3 : Dispositif expérimental de 1’étude en colonne. 1 : Colonne ; 2 : Débit métre ; 3:
Compresseur ; 4 : Solution de NaOH (4N) ; 5 : Support ; 6 : Point d’injection d’eau ; 7 : Points

d’échantillonnage ; 8 : Sol pollué ; 9 : Points d‘injections.
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Figure 1. 4 : Photo du dispositif expérimental de 1’étude en colonne.

» Calcul de la vitesse minimale de fluidisation :
Les débits d’aération utilisés dans cette partie ont été choisis en référence a la vitesse minimale

de fluidisation (Unr), pour assurer le bioventing dans un lit fixe. Les différents débits sont
inférieurs a Unr.

L’expression relative au calcul des vitesses d’aération est donnée par 1’équation (I1.5).

> U= .1

ac
Avec
Ur : vitesse d’aération (m.s™) ;
Qr : débit volumique du gaz d’aération (L.s™) ;

Ac :section droite de la colonne de venting (m?).

Pour la détermination de Unf, nous avons utilisé la relation d’Ergun donnant la chute de

pressions a travers un lit de particules (équation 11.2).

Fo150 SR Moy 4 17582 Lz 2
Avec :
AP : perte de pression dans le lit
L : hauteur du lit des particules
€ : porosité,
Y . facteur de sphéricité,
pr.: masse volumique du gaz (g/m?),
ur: viscosité du gaz (kg/m.s),

ds : diametre des particules (m),
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Us: vitesse de fluidisation (m/s).

qui se réduit a la relation I1.3 en régime laminaire

AP

(1-8)?% uy
150 5 wa Ur 1.3

Au minimum de fluidisation, la relation II.3 devient :

. (1-8)2  uy
(1= (ps — pr)g = 150 —; Doy Ur 1.4

Et la vitesse minimale est donnée par la relation I1.5
_ W ds)? Ps—Pf &3

Ums = 715 ur < (1-e L3
Avec ;
dp=76,851 um ;
ps= 1540 kg/m? ;
pe=1,2 kg/m?;
pg=1,8.10° kg/m.s ;
v =0,86;
e=0,47

'} Umf (m/s) S (m?) Qms (m3/s) Qms (L/min)
0,86 0,00477776 | 0,00321536 | 1,5362E-05 0,9217334

I1.1.4. Etude en colonne en phase solide-liquide

Le sol est introduit dans les colonnes précitées. La partie inférieure de la colonne, la grille en
acier, est surmontée d’un filtre sur laquelle reposent des billes de verre (2cm). Le filtre permet
la rétention des fines particules tandis que la couche de billes de verre permet une
homogeénéisation du percolat. Une couche de billes de verre (1cm) surmonte la colonne de sol
pour une meilleure distribution du soluté. Le procédé de lavage du sol en colonne portera
essentiellement sur I’influence de la hauteur de sol ((10cm, 20cm) avec une porosité de 0,4), du
débit de la solution de lavage (1,7 et 3,4 mL/min) et la concentration en Tween 80 (200 et 500
CMO).

L’alimentation des colonnes est effectuée en mode descendant, elle se fait grace a deux bacs
d’alimentation de volume 1,2 L. Un systéme a goutteur est reli¢ a ’extrémité inférieure des
bacs, c¢’est un tube en plastique qui permet de produire des gouttes d’une méme dimension afin
de maintenir un débit d’alimentation constant.

Le percolat est récupéré par le bas de la colonne a des intervalles de temps réguliers dans des

éprouvettes graduées placées en bas de colonne.
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Le lavage du sol est réalis¢ par une solution de Tween 80 et est effectué¢ apres saturation de la

colonne avec de ’eau distillée.

11.2. Caractérisation du sol

I1.2.1. Analyse granulométrique

L'analyse granulométrique a ¢été déterminée par les méthodes de tamisage et de
sédimentométrie. Pour les fractions supérieures a 0,08 mm, nous avons procédé au tamisage
selon la norme AFNOR X 31-107. Le principe de la méthode consiste a placer une quantité de
sol dans une tamiseuse, les tamis étant disposés dans le sens décroissant des ouvertures des
mailles et déterminer les refus en masses retenues sur chaque tamis. Les résultats de mesure
sont présentés dans la partie résultats et discussions. Pour la fraction fine du sol, les argiles, la
granulométrie a été réalisée par sédimentométrie. Apres destruction de la matiére organique a
chaud en présence d’eau oxygénée, les particules fines de sol sont dispersées dans une solution
alcaline I’hexaméthaphosphate de sodium puis laissés au repos pour permettre la sédimentation
des particules qui tombent avec des vitesses suivant la loi de Stokes (Mathieu and Pieltain,

2003).

I1.2.2. Masse volumique
La masse volumique a été¢ déterminée par la méthode pycnométrique qui consiste a introduire
une masse (ms) du sol dans une éprouvette graduée et tarée que I’on remplit par la suite avec de

I’eau jusqu’a un certain volume.

La masse totale (m;) pesée est la somme de la masse du solide, de la masse de 1’eau dans les
pores et de celle en exces. La méthode de calcul de la porosité et la masse volumique sont

décrites en Annexe A.2.

11.2.3. pH

Le pH du sol a été déterminé selon la norme NF X 31 103. Un échantillon de 5g de sol a été
mélangé avec S50mL de 1’eau distillée qu’on agite par la suite pendant une demi-heure. La
mesure du pH du surnageant est effectué¢e apreés deux heures a 1’aide d’un multi paramétre

Consort C3010.

I1.2.4. Taux d’humidité
La norme utilisée est la norme AFNOR X31-102 modifiée, elle est basée sur le séchage de 5g
de sol pendant 24 heures dans une étuve a 105°C.

L’humidité est ensuite calculée par la formule suivante :
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H="""14100 1L6

m;

Avec, mi : masse de 1’échantillon avant séchage,
my¢: masse de I’échantillon aprés séchage,

H : teneur en humidité en (%).

I1.2.5. Carbone organique

Le dosage du carbone organique est effectu¢ selon la méthode MA. 405 — C 1.1 du Centre
d'expertise en analyse environnementale du Québec. Le principe consiste a une oxydation d’une
prise d’essai par une solution de bichromate de potassium en présence d’acide sulfurique.
Apres la réaction, le dosage de la quantité de bichromate qui n’a pas réagi avec 1’échantillon
permet d’établir la concentration du carbone organique total. Le carbone organique est calculé

a partir de 1’équation IL.7

_ (A-B)x10%0,004X100
o PxA

C 11.7

Ou:

C : concentration massique de carbone organique (% C) ;

A : volume de sulfate ferreux utilisé pour le témoin (mL) ;

B : volume de sulfate ferreux utilis¢ pour 1’échantillon (mL) ;
10 : volume de bichromate ajouté initialement ;

0,004 : nombre de g de C par mL de bichromate ;

P : poids de I’échantillon titré¢ exprimé sur base seche (g).

I1.2.6. Demande chimique en oxygéne DCO

La demande chimique en oxygeéne est la mesure de la quantité d’oxygene nécessaire pour
oxyder la matiére organique dans un échantillon. Elle donne une estimation de la quantité de
polluants contenue dans un effluent. Elle est déterminée selon la méthode MA. 315-DCO 1.1
du Centre d'expertise en analyse environnementale du Québec. La matiere organique oxydable
est oxydée par un chauffage en milieu fortement acide (pH < 2) avec une quantité suffisante de
bichromate de potassium K>Cr2O7. La détermination de la DCO est effectuée en plusieurs
étapes :

e Introduire dans des tubes appropriés 2,5mL de I’échantillon a analyser,

e Ajouter 1,5mL de la solution de digestion (détails en Annexe A.3),
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e Ajouter lentement 3,5 ml du réactif acide et visser fermement le bouchon. Mélanger par
la suite a ’agitateur a vortex. Lors du mélange, la chaleur dégagée est treés grande,

e Porter a ébullition dans un bloc chauffant pendant 2h a une température de 150°C,

e Laisser refroidir a température ambiante,

e Effectuer la lecture de I’absorbance sur un spectrophotomeétre a une longueur d’onde de

600nm.

11.2.7. Teneur en hydrocarbures pétroliers totaux HPT

La détermination de la concentration en HPT a été réalisée par gravimétrie. 2g de sol contaminé
sont mélangés et broyés avec du sulfate de sodium anhydre (Na;SOs) suivant un rapport
massique de 4/5 (mna2sos/Msol), une premicre extraction est réalisée avec 12mL de
dichlorométhane (CH2Cl») dans un extracteur a ultrasons (Type Emmi 20) a 40°C pendant
10min ; le mélange est ensuite filtré pour récupérer I’extrait, Hydrocarbures du sol-solvant. Une
deuxiéme extraction des hydrocarbures du sol par ultrasons est réalisée avec 6 mL de CH2Clx
suivant le méme principe. La détermination des hydrocarbures totaux du sol est réalisée par
pesée de I’extrait total recueilli a I’issue de la bi-extraction et aprés évaporation du solvant dans

un évaporateur rotatif (Ouriache et al., 2019).

Le taux d’¢élimination et de biodégradation des hydrocarbures pétroliers totaux sont calculés a

partir des équations suivantes :

TPH)o—[TPH]

Taux d'enlévement des HPT (%) = - x 100 118
[TPH]O

[TPH]gpio—[TPH]pio

Taux de biodégradation des HPT (%) = [TPH]
0

x 100 I1.9

I1.2.8. Fractionnement des hydrocarbures

La détermination des différentes fractions des hydrocarbures aliphatiques (F1), aromatiques
(F2) et polaires (F3) est effectuée par la méthode gravimétrique décrite par Kanzari et al.,
(2012), il s’agit d’une adsorption sur colonne chromatographique mixte (silice/alumine) de 50cm
de longueur et 1cm de diamétre muni d’un robinet a son extrémité. Le bas de la colonne est
bouché par de la laine de verre.

La colonne est préparée avec successivement 8g de gel de silice mis en suspension dans de
I’hexane, I’hexane étant récupéré aprés 12h de repos, et 8g d’alumine sont introduits dans la
colonne. Le haut de la colonne est ensuite chargé avec au maximum 50mg des hydrocarbures
pétroliers totaux extraits du sol et récupérés dans le n-heptane et I’élution est réalisée avec

successivement 30mL de n-heptane, puis 20mL d’un mélange de n-heptane/CH>Cl> suivant un
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rapport 90/10 (v/v) pour récupérer la premiere fraction F1 qui contient que les aliphatiques
apolaires. L’¢élution se poursuit avec 40mL d’un mélange de n-heptane/CH>Cl suivant un
rapport volumique de 80/20 pour récupérer la deuxieéme fraction F2 contenant les aromatiques
apolaires et enfin, avec 40mL d’un mélange de CH>Clo,/MeOH 95/5 (v/v) pour récupérer la
fraction polaire F3 (Kanzari et al., 2012). Les différentes fractions sont alors concentrées a

I’aide d’un évaporateur rotatif et leurs poids déterminés.

11.2.9. Microorganismes totaux

La détermination de la biomasse a été réalisée par la méthode de dénombrement décrite par Liu
et al., (2008). La solution mére est préparée en mélangeant 10g de sol avec 20mL d’une solution
de NaCl 0,8% et une goutte de Tween 20. La solution est agitée a I’aide d’un vortex et une série
de dilutions de 107! est réalisée. 1l s’agit de prélever 1mL de la solution mére a ’aide d’une
pipette pasteur, que I’on transfére dans le premier tube d’eau physiologique pour obtenir une
dilution de 107!, ImL est ensuite prélevé de ce premier tube pour étre transféré dans un
deuxiéme tube pour obtenir une dilution de 1072, et ainsi de suite jusqu’a la dilution voulue.
Pour chaque dilution, 1mL est prélevé et étalé dans une boite de pétri ou de la gélose nutritive
est versée. Les boites sont agitées par la méthode de 8 et incubées a 37°C. Apres 3 jours
d’incubation, les colonies développées sont dénombrées. Une moyenne des nombres de germes

pour chaque dilution dénombrable est exprimée en unités formant les colonies UFC/g.

I1.2.10. Dosage des nutriments
Le dosage des nutriments s’effectue en deux étapes. La premiere €tape consiste a extraire les
nutriments de la matrice du sol, en mélangeant 15 g de sol avec de I’eau distillée suivant un
rapport 1/10 (m/v) et en agitant pendant 30min.
Dans la seconde étape, les nutriments (azote ammoniacal, nitrites, nitrates et phosphore) extraits
de la matrice du sol sont chacun dosés suivant des procédures et réactions adaptées a chaque
¢lément.
La lecture de 1’échantillon est effectuée a 1’aide d’un spectrophotométre UV de type « Perkin
Elmer Lambda 25 UV/ VIS ». Les différentes courbes d’étalonnage sont présentées en Annexe
A4,

» Azote ammoniacal
Le dosage des ions NH4" est effectué selon la norme NF 90-015. La lecture se fait a une
longueur d’onde de 420nm suite a une réaction de ’ammonium avec le réactif Nesseler en

présence d’hydroxyde de potassium et de sodium.
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> Nitrites
La norme NF T90-013 est utilisée pour le dosage des nitrites a une longueur d’onde de 435nm.
Les ions NO;" forme un complexe coloré jaune avec le réactif Zambelli en présence de
I’ammoniac pur.

> Nitrates
Les nitrates donnent du paranitrosonylate de sodium coloré en jaune en présence de salicylate
de sodium (NFT 90-045). La mesure de I’absorbance se fait a 400nm.

» Phosphore assimilable
L’orthophosphate forme un complexe phosphomolybdique en présence d’un milieu acide avec
le molybdate d'ammonium et le tartrate double d'antimoine et de potassium, ce complexe est

réduit par 1’acide ascorbique formant une coloration bleue dosé a 880nm (NF 1189).

I1.2.11. Fer

Le fer endogene a été analysé en utilisant un diffractometre DRX de type PANalytical X-Pert
pro. La diffraction des rayons X (DRX) est une méthode d’analyse qualitative et quantitative
utilisée pour caractériser la structure d’un matériau. Elle consiste a bombarder 1’échantillon
avec des rayons X, et a analyser I’intensité des rayons X qui est diffusée selon I’orientation dans
I’espace. L’intensité détectée est enregistrée en fonction de I’angle de déviation du faisceau. Le
logiciel X’PERT et Data Collector et Graphics and Identify sont utilisés pour 1’enregistrement

et ’analyse de diffractogrammes respectivement.

I1.2.12. Surface spécifique BET

La surface spécifique est calculée par la méthode Brunauer-Emmett-Teller (BET). Elle est
estimée a partir de la quantité d’azote adsorbée en relation avec sa pression a la température
d’ébullition de 1’azote liquide et sous une pression atmosphérique normale. L’appareil utilisé

pour cette analyse est I’analyseur Micrometrics ASAP 2010V5.02H.

I1.2.13. Dosage du CO: dégagé

La dégradation des hydrocarbures pétroliers sous 1’action de micro-organismes en milieu
acrobie aboutit a des produits de transformation moins complexes, de I’eau et du dioxyde de
carbone CO; gazeux. Le CO, dégagé véhiculé par I’air du venting a la sortie du réacteur est
piégé dans une solution de NaOH qui est récupérée puis transvasée dans un flacon clos pour
effectuer le dosage du CO> dégagé a un instant t.

Le dosage du CO; est réalisé par la méthode de titrage et la détermination des points équivalents.

SmL de NaOH sont dilués dans 45mL d’eau distillée. Le titrage du CO> dans la solution de
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NaOH diluée par du HCI 1N est réalis¢ tout en mesurant le pH de la solution pour chaque
volume de HCI ajouté. L’évolution du pH (Figure 11.4) permet d’extraire les deux volumes
équivalents permettant de mesurer le nombre de moles de CO; dissous.

Le volume de HCI qui correspond au dosage de CO» pi€gé sous forme de carbonates est :

Via =V, = V1 11.10
Avec,
V1 : volume équivalent 1
V> : volume équivalent 2
Le nombre de moles dissous est calculé par la formule suivante :
Ncoz dissous = Crer XV IL11
Avec,

Cuci : concentration de HCI.

14 *
IS

12 - DA PN

10 ‘0
£ N

6 |

4 ] CO32_ HC COZdissous

03-
2 - ‘lM
IS
0 ;
10 Vig Ve 20
Volume (mL)

Figure I1. 5 : Courbe type de neutralisation de NaOH par HCI.
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Chapitre 111 : RESULTATS ET DISCUSSION

L’¢étude porte sur la remédiation d’un sol sujet a une ancienne pollution par des produits
pétroliers. Nous nous intéresserons en particulier sur la faisabilité de techniques biologiques qui
peuvent s’appliquer in situ et permettre une activité accrue de la microflore, une augmentation
de la vitesse et des taux d’enlévement des hydrocarbures pétroliers du sol en privilégiant la
biodiversité naturelle.

Le traitement du sol nécessite au préalable des opérations d’homogénéisation, de broyage, de
tamisage..., une caractérisation physico-chimique et biologique afin de réunir les conditions
optimales de dégradation des hydrocarbures pétroliers.

Nous abordons ensuite 1'étude de la remédiation du sol dans différents réacteurs a partir du suivi
de la biomasse, de I’azote ammoniacal, des nitrites, des nitrates et du phosphore ainsi que celles
des hydrocarbures, en fonction du temps.

Notre étude se scinde en quatre parties ;

. Un traitement par biostimulation a 1’échelle de microcosmes en phase solide par
I’ajout de nutriments inorganiques, d’un agent tensioactif et d’un oxydant afin de déterminer
les conditions optimales de dégradation des hydrocarbures pétroliers du sol. Des essais
préalables a 1’échelle microcosme solide — liquide sont réalisés pour déterminer les conditions
optimales (vitesse d’agitation, temps de séjour, teneur en surfactant) de solubilisation des
produits pétroliers et de fait, d’augmenter leur biodisponibilité et leur biodégradation ;

. L'analyse statistique des données par le plan factoriel pour la modélisation des
performances du procédé de traitement par biostimulation dans le domaine opérationnel

. Une étude dans des colonnes de sol pré-fluidisé pour simuler un traitement in situ de
bioventing dans les conditions optimales de biostimulation déterminées. Elle porte sur
I’influence de la vitesse d’aération et du mode d’aération (continu et discontinu) sur
I’enlévement et la biodégradation des hydrocarbures pétroliers du sol a partir, en outre du suivi
du dioxyde de carbone ;

. Enfin, des essais de percolation du sol par des solutions de tensioactif en colonnes
sont réalisés pour comparer les performances du bioventing et du lavage dans le cas d’un
traitement in situ.

L’ensemble des essais sont regroupés dans le tableau III.1
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Tableau I11. 1 : Récapitulatif des essais expérimentaux.

Série | Etude Expériences
A | Caractérisation du sol e Tamisage et stockage du sol
e Caracterisation  physico-chimique et
biologique du sol
B Lavage du sol en batch assisté e Lavageal’eau
par tensioactif e Lavage par tensioactif
C Remédiation du sol par o Effet des nutriments
biostimulation e Effet d’un agent tensioactif
e Effet de ’oxydant
Etude paramétrique e Optimisation par plan d’expériences
D | Etude en colonnes en phase e Effet du débit
solide e Effet du mode d’aération
E | Etude en colonnes en phase e Effet d’un agent tensioactif sur le lavage du
solide-liquide sol

111.1 Echantillonnage et caractérisation du sol

II1.1.1 Préparation et stockage de 1'échantillon

Le sol utilis¢ dans notre étude a été collecté d’un site contaminé par des produits pétroliers

d’une ancienne station de service situ¢ a I’est d’Alger (36°44'13.169"N, 3°7'35,513"E), a une

profondeur de 10-30cm selon la norme AFNOR X31100. Les échantillons prélevés sont

tamisés a 0,8mm (partie des fines particules de sol dans laquelle la pollution est concentrée).

Le sol est ensuite soigneusement homogénéisé par la méthode de quartage qui consiste en la

division du sol en quatre parties égales. Seule la moitié du sol est retenue en réunissant deux

quarts opposés.

Cette sélection est homogénéisée et un nouveau quartage est effectué et I’opération est répétée

trois fois (Figure II1.1). L’échantillon final a été tassé et stocké dans des pots, préalablement

stérilisés, a une température de +4°C a 1’obscurité pour une caractérisation et un traitement

ultérieur.

Echantillon de dépant |

-
e

-~ \\ | ﬂ:> AN | ﬂ:> .

Fchantillon d’essal |

Figure I11. 1 : Opération de quartage (Liandrat et al., 2015).
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IT1.1.2 Caractérisation physico-chimique et biologique du sol
L’ensemble des résultats des différentes analyses et mesures effectuées sur le sol étudié¢ sont

regroupés dans le tableau I11.2.

Tableau I11. 2 : Propriétés physico-chimiques et microbiologique du sol.

Parameétres Valeurs Paramétres Valeurs
Sable (%) 58 NOz™ (mg/kg de sol sec) 1,90 + 0,02
Argile (%) 18 NOs™ (mg/kg de sol sec) 263,1
Limon (%) 24 NHy4 (mg/kg de sol sec) | 170,29 2,17
Texture Sableux-limoneux | PO4 (mg/kg de sol sec) | 187,20 £0,75
Cu(dso/d10) 12,25 C/N/Pmolaire 3017/5/1
& 0.47 + 0,007 HPT (g/kg de sol sec) | 91,25+ 0,69
psol (kg/m?) 1540+ 0,002 Fraction aliphatique (%) 64,4
pH 7,26 + 0,16 Fraction aromatique (%) 23,2
Conductivité (uS/cm) 340,0+ 1,5 Fraction polaire (%) 3,4
Humidité (%) 6,000 = 0,001 X (UFC/g de sol sec) 5,2x10°
Matiere organique (%) 10,87+ 0,79 BET (m?/g) 21,614+0,088
Carbone organique total (%) 7,58 £0,10 Fe>xOs (g/kg de sol) 9,34
o 51111
(mg d’O2/ kg de sol sec)

L’analyse granulométrique révele une texture sablo-limoneuse avec 58% de sable, 18% d’argile
et 24% de limon. La texture du sol, son hétérogénéité (Cu = 12,25) mettent en évidence son
aptitude pour un traitement in situ. Le sol étudié présente une surface spécifique de 21,6m?/g
conséquente qui pourrait agir sur la rétention du tensioactif sur la matrice du sol.

Le pH du sol se situe dans I’intervalle de neutralité favorable a la biodégradation des polluants
organiques (Gabet, 2004; Haritash and Kaushik, 2009; Lukié et al., 2017). Selon Dibble
and Bartha, (1979) rapporté par Arrar (2007), la dégradation des hydrocarbures est maximale
pour des pH compris entre 7,5 et 7,8.
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Le taux de I’humidité de 6% pourrait étre suffisant pour que les transferts entre substrat,
microorganismes et nutriments puissent s’effectuer. En effet, selon Ballerini, (1999) et Davis
and Madsen, (1996), les processus métaboliques des micro-organismes requi€rent un taux
d’humidité supérieur a 2%. Nano et al., (2003) proposent un taux d’humidité supérieur a 15%
tandis que Sravya and Sangeetha, (2022) mentionnent qu'un minimum d’humidité de 25% est
requis pour la croissance des microorganismes. Beaucoup de chercheurs préconisent des taux
d’humidité entre 50 et 70% de la rétention totale d’eau ou la teneur en eau a saturation (égale a
la porosité). Des teneurs supérieures a 70% influent sur la perméabilité des sols aux gaz et par
conséquent limitent la diffusion de 1’oxygene et les métabolismes microbiens aérobies.

Le dosage des hydrocarbures pétroliers totaux a montré une forte contamination du sol étudié,
de 91,25g/kg de sol sec avec 64,4%, 23,2% et 3,4% des fractions aliphatiques, aromatiques et
polaires respectivement.

Le dosage des nutriments et la détermination du rapport molaire C/N/P a mis en évidence
I’exces de carbone et le déficit en azote et en phosphore avec un rapport molaire de 3017/5/1.
Chandra et al., (2013) préconisent des rapports C/N/P de 100/10/1 a 100/1/0,5 pour améliorer
le processus de biodégradation. Plusieurs chercheurs s’accordent sur le méme rapport molaire
C/N/P de 100/10/1. Mukherji et al., (2004) trouvent que la croissance microbienne atteint un
maximum pour un rapport molaire optimal N/P de 2/1. Au-dela de 5/1, la croissance
microbienne est inhibée pour devenir négligeable lorsque le rapport N/P est supérieur a 10.
Ghazali et al., (2004) rapportent que le rapport C/N/P doit étre maintenu a 120/10/1 pour
améliorer la croissance microbienne.

L’analyse biologique du sol a montré la présence d’une population microbienne de 5,17x10°
UFC/g de sol sec suggérant la faisabilité du traitement biologique en référence aux travaux de

(Lin et al., 2010).

I11.2. Lavage du sol en batch

Le lavage des sols par tensioactifs présente plusieurs avantages dans le cas de la dépollution
des sols perméables contaminés par les hydrocarbures en raison de son cofit raisonnable, de son
faible impact environnemental (Gabet, 2004) et de la possibilit¢ d’étre couplé a la
bioremédiation pour permettre la dégradation des polluants, en particulier dans le cas
d’anciennes pollutions. L’utilisation de surfactants est en général préconisée pour les sols
fortement contaminés en hydrocarbures (Befkadu and Quanyuan, 2018).

Les conditions ont été optimisées afin d’une part de mobiliser et solubiliser les hydrocarbures

du sol et leur transfert dans la phase aqueuse et de fait, améliorer les taux de dépollution et
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d’autre part, de déterminer la concentration optimale du Tween 80 dans le cas d’un traitement
par biostimulation en phase solide. Le Tween 80 a été choisi en raison de sa non-toxicité et de
sa biodégradabilité (kvio.= 0,020+-0,021j"' Franzetti et al., (2006)).

Lefficacité de la solubilisation étant étroitement liée a la concentration en tensioactif, certains
auteurs préconisent 1’utilisation des concentrations autour de la CMC afin d’éviter la formation
des conglomérats (De La Cueva et al.,, 2016) alors que d’autres suggerent d’utiliser des
concentrations trés élevées par rapport a la CMC (Liu et al., 1991; Villa et al., 2010; Yan et
al., 2016), le taux d’adsorption du tensioactif sur le sol diminuant avec 1’augmentation de sa
concentration en solution aqueuse, en raison du phénomeéne de saturation du milieu.

Dans ce cadre, des essais en batch de lavage du sol par I’eau et par agent tensioactif, le Tween
80 ont été réalisés (tableau II1.3) a la température ambiante. Pour 1’ensemble des expériences,
le rapport S/L est fixé a 1/10 (m/v) et la masse de sol contaminé utilisé préalablement stérilisé
est de 25g. La mise en ceuvre d’un exces de solution tensioactive par rapport au sol 10/1 (mL/g)
constitue des conditions favorables a la désorption des polluants du sol. En effet, des essais
préalables ont montré que les meilleurs taux d’extraction des hydrocarbures du sol sont obtenus
pour des ratios liquide/solide élevés et sont en parfait accord avec les travaux (Viglianti et al.,
2008) qui ont montré, que 1’efficacité d’extraction des HAP croit de maniere quasi-lin€aire avec
le ratio liquide-solide (entre 3 et 12). Ils ont obtenu des taux d’enlévement compris entre 53 et

90%.

Tableau I11. 3: Récapitulatif des essais du lavage du sol en batch.

Lavage Parameétres étudiés Valeurs
Eau Vitesse d’agitation (rpm) 50, 100, 150
Tween 80 Concentration 1CMC - 600 CMC
[CMC]tween o = 0,013g/L Vitesse d’agitation (rpm) 50, 100, 150

Le mélange réactionnel est alors agité¢ pendant 6h et des prélévements sont effectués tout au
long de lavage pour le suivi de la concentration des HPT dans la solution a partir de la mesure

de la DCO.

> Lavage a I’eau
Dans une premicre €tape, un lavage a 1’eau est réalisé en faisant varier la vitesse d’agitation,
qui favorise le détachement des hydrocarbures de la surface des particules du sol. L’évolution

de la DCO dans la phase liquide est représentée sur la figure I11.2.
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Figure 111. 2 : Influence de la vitesse d’agitation sur I’extraction des hydrocarbures du sol

dans le surnageant, cas du lavage avec de I’eau.

Comme illustré sur la figure I11.2 la vitesse d’agitation impacte significativement 1’évolution
des hydrocarbures pétroliers dans la phase liquide. L’efficacité d’extraction des hydrocarbures
pétroliers de la matrice sol augmente avec 1’augmentation de la vitesse d’agitation et
I’intensification du mouvement des particules de sol. Peng et al., (2011) et Baziar et al., (2013)
ont rapporté que les collisions entre particules du sol deviennent plus importantes avec
I’augmentation de la vitesse d’agitation, facilitant le relargage des contaminants de la phase
solide. Au-dela de 100trs/min, ’impact de 1’augmentation de la vitesse d’agitation sur
I’extraction diminue avec toutefois un taux d’extraction maximal de 47,3% alors que pour une
agitation de 100trs/min, le taux d’extraction est de 40,7%. La quantité maximale extraite dans
la phase liquide est observée a partir de 150 min.

Des études ont montré que la teneur en hydrocarbures transférés dans la phase liquide a
tendance a diminuer avec 'augmentation de la vitesse d'agitation (Peng et al., 2011; Baziar et

al., 2013; Saadi and Dounit, 2014).

» Lavage au tensioactif
Dans cette partie, les essais de mobilisation et solubilisation des hydrocarbures du sol en batch
sont réalisés dans une solution de Tween 80, de concentrations variant de 1 a 600 CMC sous
agitation de 50, 100 et 150 trs/min. La mise en ceuvre d’un exces de solution tensioactive par
rapport au sol 10/1 (mL/g) constitue des conditions favorables a la désorption du polluant (Peng

et al., 2011).
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Le suivi de la solubilisation des polluants du sol a partir de la détermination de la DCO de la
solution de lavage montre que la quantité d’hydrocarbures pétroliers extraits est peu affectée
par I’intensité de I’agitation dans la plage étudiée (Figures I11.3 A, B) ;

L’évolution temporelle de la quantité d’hydrocarbures pétroliers (HPs) extraits de la matrice du
sol suit la méme allure pour les différents essais, elle est rapide au début, pour se poursuivre

lentement jusqu’a atteindre un maximum.
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Figure III. 3 : Influence de la vitesse d’agitation sur I’extraction des hydrocarbures pétroliers

du sol dans le surnageant pour une concentration de Tween 80 de 1CMC (A) et 400CMC (B).
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La concentration des HPT extraite augmente avec I’augmentation de la concentration du Tween
80 alors qu’elle n’est que peu affectée par la variation de la vitesse d’agitation, un léger décalage
est observé entre les différentes courbes. La concentration maximale des HPT solubilisée est
obtenue pour une concentration de Tween 80 de 600CMC.

Nous remarquons que le relargage des HPT est négligeable pour les concentrations de Tween
80 1CMC et 30CMC, Franzetti et al., (2006) ont montré qu’une faible concentration de
tensioactif dans la phase aqueuse conduit a une diminution de 1’efficacité d’extraction alors que
Muherei et Junin, (2009) ont expliqué qu’aux faibles concentrations, la nature amphiphile du
tensioactif permet son adsorption dans la matrice du sol.

La quantit¢ de HPs solubilisés est négligeable pour les concentrations de Tween 80 de 1 et
30CMC, avec des taux d’extraction ou d’enrichissement de 6,9+7,1% et de 14,1+14,4%, et
augmente avec la concentration de tensioactif (Figures I11.4 A, B, C).

Cette tendance a été observée par Wan et al.,, (2011) qui trouvent des rendements de
solubilisation d’hexachlorobenzéne de moins de 5% et de 60% avec une solution de
Rhamnolipide pour des concentrations respectives de 10 et 200 CMC. Il ressort de nombreuses
¢tudes, que 1’augmentation de la dose de tensioactif améliore de fagon significative 1’efficacité

de lavage du sol qui est d’autant plus importante que la concentration est grande.

Viglianti et al., (2008) ont montré, que I’efficacité¢ d’extraction des HAPs croit presque
proportionnellement avec la dose de cyclodextrine dans la plage de concentrations 15 a 100g/L

avec des taux compris entre 53 et 90%.

A T’inverse, Chapréo et al., (2015) obtiennent entre 60 et 70% d’extraction d’huile de moteur
au bout de 24h pour des concentrations de Triton X100 entre 0,5 et 2 CMC. Ces différents
résultats mettent en évidence la nécessité de déterminer la concentration optimale de surfactant

pour de meilleurs rendements de solubilisation.
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Figure I11. 4 : Influence de la concentration du Tween 80 sur 1’extraction des HPs du sol dans

le surnageant pour des vitesses d’agitation de 50trs/min (A), 100trs/min (B) et 150trs/min (C).
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En I’absence de tensioactif, les résultats du lavage a I’eau mettent en évidence des efficacités
de solubilisation des HPs du sol (40,7-47,3%) comparables a ceux obtenus avec une solution
de Tween 80 de 100CMC (45,7-49,3%) pour des vitesses d’agitation de 100 et 150 trs/min.
Le pouvoir de solubilisation et d’extraction des HPs sans tensioactif est supérieur a celui avec
tensioactif pour des concentrations de 1CMC et 30CMC.

Pour une vitesse d’agitation de 50 trs/min, 1’efficacité d’extraction des HPs est faible et
semblable a celle obtenue a une concentration de Tween 80 de ICMC.

Chang et al., (2000) ont montré que 73,6 a 100% des HAPs du sol sont ¢liminés en présence
de tensioactif contre 30 & 80% dans le cas d’un lavage a I’eau seule.

Dans le cas de cette étude, la quantité de HPs solubilisés est maximale pour une concentration
de Tween 80 de 600CMC avec des taux d’extraction de 93,3, 96,4 et 99,1% pour les vitesses
d’agitation respectives de 50, 100 et 150trs/min, pour un rapport S/L=1/10 et un temps de lavage
de 360min. Peng et al., (2011) ont obtenu les meilleurs résultats de relargage des HAPs du sol
pour une vitesse d’agitation de 250trs/min, un rapport S/L=1/10, un temps de lavage de 60min
et une concentration en Tween 80 de 400CMC.

La détermination des teneurs résiduelles en HPT dans le sol a la fin du traitement pour les
différents essais, apres filtration, séchage et extraction, la Figure (II.5) montre que le taux
d’extraction des HPT augmente avec la concentration du Tween 80 et corrobore les résultats de

solubilisation et d’enrichissement de la solution de lavage a partir du suivi de la DCO.
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Figure III. 5 : Rendement d’élimination des HPT dans le sol a la fin du traitement en fonction

de la concentration de Tween 80 a différentes vitesses d’agitation.
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Seuls 19,3% des HPTs ont été ¢liminés pour une concentration de Tween 80 1CMC tandis que
95,9% ont été éliminés dans le cas de 600CMC. La vitesse d’agitation n’est pas un facteur
limitant dans 1’¢limination des HPTs dans le cas du lavage par le Tween 80 en comparaison au
lavage a I’eau ou I’efficacité augmente avec I’augmentation de la vitesse d’agitation. En effet,
34% de HPTs ont été €liminés pour une vitesse de 50 trs/min alors que pour une vitesse de 150
trs/min, nous avons enregistré un taux de 73,73% soit une amélioration de 117%. Ces résultats
sont meilleurs par rapport a ceux obtenus avec les concentrations ICMC et 30CMC et ils sont

de méme ordre de grandeur que ceux de 100CMC.

A T’issue de ces essais, nous avons retenu les concentrations 200CMC, 400CMC et 600CMC
correspondant a des concentrations de 0,6 ; 1,2 et 1,8 g de Tween 80/kg de sol sec pour le

traitement biologique par stimulation des micro-organismes a 1’échelle des microcosmes.

I11.3. Bioremédiation par biostimulation a I’échelle de microcosmes

Dans une premicre étape, la bioremédiation du sol est réalisée dans des réacteurs en phase
solide, a 1’échelle des microcosmes, en procurant aux micro-organismes un environnement
favorable a leur développement par biostimulation du milieu réactionnel pour déterminer les
conditions optimales de dégradation des HPs du sol.

A cet effet, nous étudions I’influence du rapport molaire C/N/P (3017/5/1, 1558,5/7,5/1 et
100/10/1), d’un agent tensioactif Tween 80 (0,6 ; 1,2 et 1,8 g/kg de sol sec) et d’un agent
oxydant le peroxyde d’hydrogene (0,65 ; 0,975 ; 1,30 et 2,60 mole/kg de sol sec). L’ensemble
des expériences est détaillé dans le tableau II1.4.

Les rapports molaire C/N/P choisis sont celui présent naturellement dans le sol (3017/5/1), le
100/10/1 recommandé¢ dans la littérature (Sravya and Sangeetha, 2022), et le troisieme est la
moyenne entre les deux rapports précédents (1558,5/7,5/1). L’ajustement est réalisé par I’ajout
du chlorure d’ammonium (NH4Cl) et le dihydrogénophosphate de potassium (KH2POs) dissout
dans I’eau ajouté pour ajustement du taux d’humidité.

Des essais par atténuation naturelle (AN) et avec uniquement ajustement du taux d’humidité a
30% pour les systetmes Bl, SO et OO0, ont été¢ réalisés comme des essais de controle.
L’enlévement des HPs du sol étant dii aux processus abiotique et biotique, des essais abiotiques
ont été réalisés pour chaque essai en ajoutant un biocide le HgCl» a 3% (m/m) afin de calculer
les taux de biodégradation.

L’ensemble des systémes a été incubé pendant 90 jours (jusqu’a atteindre un plateau) a une

température constante de 28°C avec un taux d’humidité constant de 30% dans des réacteurs
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fermés d’une capacité de 0,5L recouverts de papier aluminium pour éviter la photooxydation et
de suivre la dégradation des HPs du sol.

Le sol est mélangé trois fois par semaine afin d’aérer, d’homogénéiser et d’assurer un bon
contact entre les différentes phases, abiotique et biotique, présentes. Le taux d’humidité est
maintenu constant tout au long du traitement en ajoutant la quantité d’eau nécessaire a partir

des mesures du taux d’humidité dans le temps pour le réajuster a 30%.
Tableau I11. 4 : Conditions expérimentales des essais en microcosmes

S Eau CIN/P [Tween 80] [H,0:]
yStéme o rapport molaire CMC
(%) (e/kg de sol sc) (mol/kg de sol sec)
AN - 3017/5/1 - - - - - - -
Bl, S0, 39 |3017/51 ; ; ; ] ] ] )
(0]1]
B2 30 1558.5/7,5/1 - - - - - - -
B3 30 100/10/1 - - - - - - -
200
S1 30 3017/5/1 - - - - - -
0.6
400
S2 30 3017/5/1 - - - - - -
1.2
600
S3 30 3017/5/1 - - - - - -
1.8
01 30 3017/5/1 - - - 0,65 - - -
02 30 3017/5/1 - - - - 0,975 - -
03 30 3017/5/1 - - - - - 1,3 -
04 30 3017/5/1 - - - - - - 2,6

Les échantillons de sol sont prélevés périodiquement pour le suivi du traitement biologique a
partir des mesures des HPT et de la biomasse durant les trois mois d’incubation. Des mesures

de pH, du taux d'humidité et des teneurs en nutriments (azote, phosphore) sont également
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effectuées afin de s’assurer des conditions environnementales optimales favorables a la

biodégradation.

II1.3.1. Dégradation des hydrocarbures pétroliers du sol

Le suivi de I’évolution temporelle de I’¢limination des HPT dans le cas de la biostimulation par
I’ajout des nutriments inorganiques, 1’ajout du Tween 80 et I’ajout de H>O> indique que toutes
les courbes obtenues (Figure I11.6) présentent la méme allure exponentielle, une importante
réduction des HPT est observée les 5-10 premiers jours du traitement. Le processus de
dégradation se poursuit en diminuant graduellement pour se stabiliser aprés 24 jours de
traitement.

L’addition de nutriments inorganiques (le NH4Cl et le KH2PO4) et/ou d’eau génere des taux
d’enlevements des HPT de 27,1, 49,1 et 59,6% pour des rapports C/N/Pmolaire respectifs de
3017/5/1, 1558.5/7,5/1 et 100/10/1 et un taux d’humidité constant de 30% alors que le taux de
dégradation par atténuation naturelle est de 13,9% pour C/N/Pmonire de 3017/5/1 et un taux
d’humidité initial de 6%. L’amendement en azote et phosphore améliore de 81,2% et de 119,9%
les taux d’enlévement biotique des HPT du sol les systémes respectifs B2 et B3.

Il apparait clairement que 1’augmentation de la teneur en eau a 30% améliore les échanges et
transferts entre les différentes phases et favorise la dégradation des HPs.

Une réduction des HPT du sol entre 33,9 et 38,0% est enregistrée avec 1’addition de Tween 80,
soit une augmentation des taux d’élimination de 24,9 4 40,2% en comparaison a celui enregistré
en I’absence de tensioactif (S0) pour les mémes conditions.

Ces résultats mettent en évidence le potentiel de Tween 80 a solubiliser les hydrocarbures du
sol et de fait d’améliorer ’efficacité de la remédiation du sol étudié. Le rendement optimal est
obtenu pour une concentration de Tween 80 de 200CMC ou 0,6g/kg de sol sec.

L’¢limination dans ce cas n’a pas excédé 38,0% alors que dans le cas du lavage (partie 111.2),
c’est un taux d’enlévement de 95,9% pour une concentration de 600CMC (1,8g/kg de sol sec)

que nous avons enregistreé.
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Figure I11. 6 : Influence du rapport molaire C/N/P (A), des concentrations de Tween 80

(B) et de H202 (C) sur I’évolution temporelle du taux d’enlévement des HPT.
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La concentration de Tween 80 est un facteur critique dans le processus de remédiation. Zhang
and Zhu, (2012), Atteia et al., (2013) et Yan et al., (2016) ont montré que I’augmentation de
la concentration de tensioactif génére une solubilisation importante des hydrocarbures
pétroliers et améliore 1’efficacité de dégradation. Dans le cas de notre étude, les résultats
obtenus montrent que 1’augmentation de la concentration du Tween 80 au-dela de 0,6 g/kg de
sol sec n’améliore pas et diminue I’efficacité d’élimination des HPT. Ces résultats corroborent
les résultats trouvés par De La Cueva et al., (2016) qui attribuent cette diminution a la
formation d’un conglomérat a une forte concentration du Tween 80.

Une importante réduction de la pollution est observée pour les différentes concentrations de
peroxyde d’hydrogene (H20.) utilisées avec des taux de dégradation de 35,0, 43,1, 47,2 et
34,1% pour les systémes respectifs O1, 02, O3 et O4 aprés 90 jours d’incubation. L’élimination
des HPT augmente avec la teneur en H>O2 jusqu’a 47,2% pour ensuite diminuer au-dela de 1,3
mole H2O2/kg de sol sec. Plusieurs études ont montré que ’efficacité de dégradation des HPT
augmente avec la concentration de H>O> d’ou la recommandation d’utilisation de
concentrations élevées de HoO» (Ferrarese et al., 2008; Huang et al., 2005; Ravikumar and
Gurol, 1994). De plus, les composés organiques fortement adsorbés nécessitent une
concentration importante de HO> pour étre oxydés (Valderrama et al., 2009).

En présence d’oxydant, les efficacités de dégradation des HPs rapportés a celui obtenu en
I’absence d’oxydant (O0) augmentent de 29, 58,9, 73,9 et 25,5% pour les systémes respectifs
Ol1, 02, O3 et O4 correspondant a des rapports molaires H,O»/Fe de 5,1/1, 8,1/1, 10,8/1 et
21,6/1. Cette amélioration de I’efficacité de dégradation des HPs, outre le pouvoir oxydant du
H>03, pourrait tre attribuée a la libération de radicaux hydroxyles dans le milieu résultant de
la réaction de H>O, avec le fer endogéne présent sous forme d’hématite (Fe»O3) avec une
concentration de 9,34 g/kg de sol sec.

En effet, plusieurs auteurs ont souligné que les teneurs en fer naturel dans le sol supérieur a
0,1% m/m sont suffisantes pour produire un processus Fenton like et la génération de radicaux
hydroxyles en présence de H,O> (Ferguson et al., 2004; Rivas, 2006; Kim and Lee, 2012).
Par ailleurs, les meilleurs rendements sont obtenus pour les rapports (H202/Fe)molaire de 8,1/1
(02, 43,1%) et de 10,8/1 (03, 47,2%) sont en parfait accord avec ceux rapportés dans plusieurs
études pour un rapport (H202/Fe)motire optimal de 10/1 (Goi and Trapido, 2004; Usman et al.,
2012). Ouriache et al., (2019) rapportent que pour une oxydation efficace, la quantité optimale
de H>O» dépend de la réactivité des composés organiques vis-a-vis des radicaux OH.

Par ailleurs, d’autres études ont montré qu’un exces de H2O: réduit 1’efficacité de I’oxydation

en raison de la consommation ou le piégeage des radicaux hydroxyles résultant de la
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décomposition du H>O> (Ferrarese et al., 2008; Kulik et al., 2006) et de la compétition
possible entre le H>O; et le polluant pour les radicaux hydroxyles (Kulik et al., 2006; Walling,
1975). Selon Lemaire et al.,, (2013), les caractéristiques du sol et du polluant sont les
parametres les plus importants a considérer pour une oxydation efficace.

L’enlévement des HPs du sol est di tant aux processus biotiques (minéralisation compléte,
production de biomasse et de métabolites) qu’aux processus abiotiques (volatilisation,
oxydation chimique).

Les taux d’enlévement enregistrés dans les systémes abiotiques ou seule la volatilisation est a
I’origine de I’¢élimination des HPT (Bi-13, Si-13 et Oi=14) varient entre 11,0 et 13,3% tel
qu’illustré sur la figure II1.7, I’exemple du systéme abiotique B3 ot le rapport C/N/Pmolaire €t le
taux d’humidité sont ajustés a 100/10/1 et 30% respectivement ou le taux d’enlévement des

HPT atteint 13,3%.
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Figure III. 7 : Evolution de I’enlévement des HPT dans les systémes abiotiques B3, O1 et
03.

En présence de H>0», les taux d’enlévement abiotiques des HPT, due a 1’oxydation chimique et
la volatilisation, sont plus importants durant les 5 premiers jours de traitement entre 8,9 et 11,9%
comparés aux autres systeémes abiotiques. Au-dela de Sjours, I’enlévement abiotique est
relativement négligeable pour tous les systémes Oi-14 pour atteindre des taux d’enlévement
abiotiques des HPT entre 11,3 et 12,8% a la fin du traitement. L’oxydation des HPT serait
responsable d’un changement de composition des hydrocarbures du sol qui serait a I’origine de

la réduction des taux de volatilisation au-dela de 5jours de traitement.
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Les taux de biodégradation déterminés a partir des résultats de mesure des HPT résiduels dans
les systémes abiotiques et biotiques pour I’ensemble des essais réalisés sont représentés sur la

Figure II1.8.
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Figure III. 8 : Influence des nutriments, du Tween 80 et du H>O: sur la biodégradation des

HPs du sol

L’¢évolution temporelle de biodégradation pour I’ensemble des systeémes suit la méme tendance
que celle observée pour I’enlevement des HPT du sol mais les taux différent variant entre 15,8
et 48,3%. Les teneurs résiduelles en HPs dégradés sous 1’action des microorganismes indigénes
diminuent rapidement durant les 5 a 16 premiers jours pour ensuite diminuer graduellement
et/ou se stabiliser, suivant les systémes étudiés. Apres 35 jours de traitement, les taux de
biodégradation varient peu pour I’ensemble des systémes, entre 25,2 et 26,7%, 44,4 et 48,3%
pour les systémes respectifs S1 et B3, exception faite pour les systémes respectifs B2 et O3
avec des taux de biodégradation entre 26,2 et 37,7%, 24,3 et 34,4%.

La mise en contact du sol contaminé, avec 1’eau, le Tween 80, le H>O; ou les nutriments accélére
le processus de biodégradation au début du traitement (16 premiers jours) avec des taux de
biodégradation de 0,75 g HPT/kg sol sec/j (B1), 1,92+3,42 g HPT/kg sol sec/j (Bi=2-3),
1,46+1,99 g HPT/kg sol sec/j (Oi=1-4) et 1,09+1,26 g HPT/kg sol sec/j (Si=1-3). Au-dela de 35
jours, les taux de biodégradation sont considérablement réduits, ils sont de 0,004g HPT/kg sol
sec/j (B1), 0,007+0,025 g HPT/kg sol sec/j (Bi=2-3), 0,027+0,132 g HPT/kg sol sec/j (Oi=1-4) et
0,072+0,196 g HPT/kg sol sec/j (Si=1-3). Ceci pourrait tre attribué a 1'épuisement de la fraction
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labile du substrat, a I'épuisement des nutriments, a la biodégradation des hydrocarbures les plus
récalcitrants, a la présence de métabolites toxiques et a une faible biodisponibilité¢. Kahraman
et al., (2017) ont démontré que 15 jours d’incubation sont suffisants pour une biodégradation
efficace des composés facilement biodégradables. Moliterni et al., (2012) rapportent que la
biodégradation des composés organiques dans le sol passe généralement par deux phases, une
phase initiale rapide suivie d’une phase lente ou stationnaire, connues sous le nom du
phénomene de "Hockey Stick” (Sabaté et al., 2004).

L’ajout de I’eau seule pour ajuster le taux d’humidité a 30% (B1) a permis de stimuler I’activité
bactérienne et amélioré I’ efficacité de biodégradation de 338,9% comparée a celle obtenue dans
le cas de I’atténuation naturelle, le taux de biodégradation étant de 3,6%.

Les meilleurs rendements de biodégradation des HPs du sol sont obtenus pour les systémes B3
(C/N/Pumolaire=100/10/1, H=30%), B2 (C/N/Pmolire=1558,7/7,5/1, H=30%) et O3 ([H202]=
1,3mol/kg de sol sec, H=30%) et sont égaux a 48,3, 37,7 et 34,4% respectivement. Les taux de
biodégradation réalisés avec 1’addition de Tween 80 sont nettement plus faibles que ceux
observés avec 1’addition de nutriments ou d’oxydant.

L’oxydation biologique des HPs du sol observée dans les systemes B1 (C/N/Pmotaire=3017/5/1)
et B2 (C/N/Pmolire=1558,7/7,5/1) avec des rendements de biodégradation allant jusqu’a 15,8 et
37,7% respectivement met en évidence que le déficit d’azote et de phosphore n’est pas un
facteur limitant de la biodégradation des HPs dans le cas du sol étudié, contrairement a ce qu’il
a ¢té rapporté dans plusieurs études (Mishra et al., 2001; Mittal and Singh, 2010; Xu and
Lu, 2010; Nikolopoulou et al., 2013; Szulc et al., 2014; Okparanma et al., 2017; Calvo et
al., 2019; Varjani and Upasani, 2019).

I11.3.2. Evolution de la biomasse

Le suivi des résultats de mesure des microorganismes dans le temps, représentés sur la figure
II1.9. met en évidence une croissance microbienne dans tous les systemes étudiés méme ceux
qui n’ont pas été supplémentés en azote et en phosphore, qui passe de 5,2x107 a 1,4x10"7,
3,6x10" et 2,3x10" UFC/g de sol sec dans les cas les plus favorables pour les systémes avec
addition de nutriments, de Tween 80 et de H>O> respectivement.

Dans tous les cas, les courbes de croissance microbienne présentent les phases d’accélération
ou de croissance exponentielle, de ralentissement ou stationnaire et de déclin et nous
remarquons I’absence de phase de latence, qui serait due a 1’age de la pollution avec lequel, les

microorganismes se sont adaptés.
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Figure I11. 9 : Influence de la biostimulation sur I’évolution temporelle des microorganismes,

(A) : rapport molaire C/N/P, (B) : Tween 80 et (C) : H20..
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La phase exponentielle ou le taux de croissance bactérienne est prononcé et la biomasse atteint
son maximum correspondant a une biodégradation importante des hydrocarbures pétroliers du
sol (Fig III. 9). La phase de croissance exponentielle arrive a terme au bout de 10 a 20 jours. La
phase stationnaire observée dans I’ensemble des systémes ((B1, 10-52jours) ; (B2, 16-35jours) ;
(B3, 20-52jours) ; (S0, 10-52jours) ; (S1, 16-35jours) ; (S2, 16-24jours) ; (S3, 16-35jours) ;
(00, 10-52jours) ; (O1, 16-52jours) ; (02, 16-35jours) ; (O3, 16-35jours) ; (O4, 10-35jours))
renseigne sur la stabilit¢é du taux de croissance microbien, les micro-organismes ne se
reproduisant plus du fait probablement de 1’épuisement des nutriments et/ou du substrat
facilement biodégradable. Mukherji et al., (2004) trouvent un maximum de dégradation de
gasoil durant la phase de croissance exponentielle qui arrive a terme au bout de 8 jours.

La phase de déclin succede a la phase de latence au-dela de 35-52jours et est caractérisée par
un taux de croissance négatif di a la lyse des microorganismes dont le nombre diminue jusqu’a
atteindre entre 1,9%10%-1,1*10° UFC/g de sol sec, 1,9*10*-3,7*10° UFC/g de sol sec, 6,5%10°-
1,3*10* UFC/g de sol sec pour les systémes respectifs B(1-3), S(0-3) et O(0-4). La
bioremédiation étant réalisable avec une population microbienne de 10°UFC/g de sol dans le
cas du sol étudié et au regard des résultats de 1’évolution temporelle de la biodégradation (Fig.
I11.8) insignifiante, il est clair que le taux de croissance négatif des microorganismes est di a
I’épuisement de la source de carbone labile et biodégradable et probablement a un effet
d’inhibition généré par la toxicité de certains métabolites.

La croissance microbienne enregistre le taux le plus élevé avec I’addition de nutriments
inorganiques pour un rapport C/N/Pmolaire de 100/10/1 (B3) et les résultats de la croissance
microbienne concordent avec les résultats des taux de biodégradation des HPs du sol pour
I’ensemble des systémes étudiés a I’exception des systemes S(1-3) pour lesquels la biomasse
enregistre un accroissement maximal du nombre total de micro-organismes de ’ordre de
3,5x10°UFC/g de sol, indépendamment de la concentration de tensioactif pour des taux de
biodégradation des HPs relativement faibles en comparaison avec ceux obtenus avec 1’addition
de H>O,. Betancur-Corredor et al., (2015) rapportent que 1’augmentation du nombre de
microorganismes peut étre due a la consommation du Tween 80 comme substrat. Doong and
Lei, (2003) ont également rapporté la présence d’une compétition entre le polluant et le Tween
80 comme source de carbone.

La présence de H>O» rend le milieu favorable a la croissance microbienne en apportant de
I’oxygene et en générant de la chaleur dans le milieu (Kim and Lee, 2012). Toutefois, des doses
¢élevées affectent la viabilité des microorganismes responsables de la biodégradation (Peluffo

et al., 2018).
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111.3.3 Evolution de la teneur des nutriments

La dégradation biologique des HPs du sol se traduit par une consommation des nutriments,
¢léments indispensables et essentiels au métabolisme cellulaire. Nous avons reporté sur la
figure II1.10, I’évolution de 1’azote total minéral, résultant de la détermination expérimentale
des teneurs en azote ammoniacal NH4", en nitrites NOs> et en nitrates NO2", pour 1’ensemble
des systeémes étudiés.

NTotal = NHI + NOrganique + NOE + Nog_
\ & J |\

J

Y Y
Azote réduit

(NKjeldahi)

Une importante consommation de ’azote minéral total est observée avec 1’addition de

Azote oxydé

nutriments inorganiques (systémes B2 et B3). Cette assimilation est prononcée durant les cing
premiers jours, correspondant a la phase exponentielle, pour ensuite diminuer et é&tre
insignifiante au-dela de 5 et 35 jours pour les systémes respectifs B2 et B3.

Avec I’ajout de Tween 80 ou de H,0», la consommation de 1’azote minéral total suit la méme
tendance et est toutefois moins importante en comparaison avec celles obtenues avec 1’ajout de
nutriments mais reste supérieure a celle observée dans le cas de I’atténuation naturelle.
L’augmentation de la microflore microbienne et les taux de biodégradation conséquents
enregistrés pour ces systemes mettent en évidence d’une part que le rapport C/Nmotaire de 3017/5
n’est pas un facteur limitant dans le cas du sol étudié et d’autre part I’importance de la

détermination de 1’azote organique de Kjeldahl.
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Figure III. 10 : Influence de la biostimulation sur 1’évolution temporelle de I’azote.
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Figure I1L. 11 : Influence de la biostimulation sur I’évolution temporelle du phosphore.
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Le suivi de I’évolution temporelle du phosphore est reporté sur la figure III.11. De facon
générale, une nette diminution de la teneur en phosphore au cours du temps est observée dans
tous les systeémes a I’exception du systéme B3 pour lequel I’assimilation du phosphore est moins
marquée avec des teneurs résiduelles au-dela de 52jours en phosphore significatives alors
qu’elles sont négligeables pour les autres systémes au terme du traitement. Ces résultats
suggerent que le phosphore n’est pas un facteur limitant au regard du meilleur taux de
biodégradation 48,25% avec un nombre maximal de microorganismes de I’ordre de 10’UFC/g

de sol sec enregistré dans le cas du systeme B3.

111.4 Influence de I’action combinée des facteurs de biostimulation

Dans cette partie et afin d’améliorer les performances de la bioremédiation du sol étudi€, nous
avons réalisé la biostimulation par 1’ajout simultané des nutriments, du Tween 80 et du H20>
en adoptant les concentrations optimales déterminées pour chaque paramétre étudié tel

qu’indiqué sur le tableau I11.5.

Tableau I11. 5 : Conditions expérimentales des traitements combinés.

\ H20 _ Tween 80 H20,
Systemes (%) C/N/Pragport motire (g/kg de sol sec) (mole/kg de sol sec)
B3S1 0.6 -
B303 30 100/10/1 - 1.30
B35103 0.6 1.30

I11.4.1. Enlévement des HPs du sol

L’action combinée des nutriments, du Tween 80 et/ou du H>O>, comme illustré sur la figure
II1.12 génere une importante réduction des HPs du sol qui est rapide durant les 05-24 premiers
jours. Le processus de dégradation se poursuit a un rythme qui se ralentit pour se stabiliser apres

52 jours de traitement.
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Figure III. 12 : Influence des traitements combinés sur 1’évolution temporelle du taux

d’enlévement des HPT.

Dans le cas de I’influence des différents agents biostimulants, comme illustré sur la figure I11.12
la dégradation des HPT est rapide durant les 5-16 premiers jours, par la suite, elle diminue
graduellement pour se stabiliser apres 52 jours de traitement. La combinaison des nutriments,
de Tween 80 et/ou de H>O: a révélé une augmentation de 1’efficacité d’enlévement des HPT
atteignant 65,4, 69,7 et 71,9 % pour B3S1, B303 et B3S103 respectivement.

A partir des résultats de mesure des cinétiques de dégradation, nous remarquons que la
biostimulation avec ajout des nutriments inorganiques (B3) a accéléré le processus de
dégradation des HPT au bout des dix premiers jours de traitement (4,344 g HPT/kg de sol
sec/jour) alors que la présence de Tween 80 et/ou de H>O; a ralenti la cinétique de dégradation
au bout des dix premiers jours, nous avons enregistré des cinétiques de dégradation de 3,252,
3,551, 3,402 g HPT/kg de sol sec/jour pour les systémes B3S1, B303, B3S103 respectivement.
L’effet combiné des nutriments inorganiques avec le Tween 80 (B3S1) ou avec le H>O2 (B303)
a amélioré I’enleévement des HPT de 80,25 et 47,75 % respectivement par rapport a leur absence
dans les systémes S1 et O3, et a accéléré le processus de dégradation avec des cinétiques de
3,252 et 3,551 g HPT/kg de sol/jour pour B3S1 et B303 respectivement contre 1,527 et 2,568
g HPT/kg de sol/jour pour S1 et O3 respectivement. Nous constatons alors que 1’ajout des
nutriments organiques et le Tween 80 simultanément donnent de meilleurs résultats par rapport
a I’utilisation de 1’agent tensioactif seul, Selon Liang et al., (2017), I’utilisation combinée des

tensioactifs et de la bioremédiation est devenue une stratégie prometteuse pour I’élimination
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des hydrocarbures pétroliers. Chen et al., (2013) ont suggéré que la présence du Tween 80 dans
le processus de biodégradation améliore la biodisponibilité et I’absorption des polluants ce qui
a facilité leur consommation par les bactéries.

Il ressort de ces résultats que la combinaison des trois traitements simultanément (systéme
B3S103) n’a amélioré 1’efficacité d’élimination des HPT que de 10,1 % et 3,3 % par rapport
aux systemes B3S1 et B303, ces résultats pourraient étre expliqués par le piégeage des radicaux
hydroxyles par la mati¢re organique, a la consommation improductive de H2O2 en présence de
I’agent tensioactif a une concentration de 0,6g/kg de sol sec et/ou a l'oxydation partielle du
tensioactif par le H>O> qui entre en concurrence avec le processus de biodégradation. Le
relargage et la disponibilit¢ des hydrocarbures pétroliers hydrophobes et difficilement
biodégradables solubilisés par le Tween 80 pourraient étre une autre explication. Ces résultats

sont en bon accord avec ceux obtenus par (Yang et al., 2017).
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Figure III. 13 : Influence de I’effet combiné des facteurs de biostimulation sur le taux de

biodégradation des HPT.

La détermination des taux de biodégradation (Fig. III.13) a révélé une concordance avec les
taux d’enlévement des HPT, la méme tendance étant observée pour les différents essais avec
des taux différents. Les meilleurs taux de biodégradation de 60,6 et 58,4% sont obtenus pour
les systemes respectifs B3S103 et B303. La comparaison des différentes efficacités de
biodégradation montre que 1’action des nutriments est déterminante dans le processus de
biodégradation. Plusieurs études (Rivas, 2006; Valderrama et al., 2009) ont montré que
l'oxydation chimique augmente la biodégradation des hydrocarbures complexes et récalcitrants
en les transformant en des composés légers et simples, améliorant ainsi le processus de

bioremédiation. Xu et al., (2011) ont démontré que la fraction fortement huileuse devenait plus
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dégradable aprés une oxydation améliorant ainsi I’efficacité de la bioremédiation des sols
contaminés par les produits pétroliers. Les traitements intégrés conduisent a une élimination
importante des hydrocarbures pétroliers et a une réduction significative des composés
récalcitrants (Chen et al., 2016; Liao et al., 2019; Sutton et al., 2011; Xu et al., 2016; Yap et
al., 2011).

Dans ce cadre, nous avons déterminé les teneurs des différentes fractions des HPT (aliphatique,
aromatique et polaire) a la fin du traitement. Les résultats de 1’efficacité du traitement sur la
composition et la dégradation des différentes fractions des HPT sont représentés sur la figure

I1I.14.
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Figure I11. 14 : Influence de I’effet combiné des agents biostimulants sur I’enlévement des
fractions aromatiques et aliphatiques.

L’examen de la figure II1.14 montre qu’aucun changement n’est observé dans le cas de la
fraction polaire a I’inverse des fractions aliphatique et aromatique. Nous remarquons que pour
les systemes B3 et B3S1 la dégradation des hydrocarbures aliphatique atteint 64,4 et 73,2%
respectivement alors que la dégradation des aromatiques est autour de 50%.

L application de H,O: dans le cas de la remédiation par biostimulation conduit a une réduction
importante de la fraction aromatique, nous enregistrons un enlévement de 77,1 % et 83,6 %
pour les systémes B303 et B3S103 respectivement. Gou et al., (2022) ont rapporté que

I’oxydation chimique a un grand potentiel pour dégrader les hydrocarbures aromatiques.

I11.4.2. Croissance microbienne
Les résultats de mesure du nombre de microorganismes pour les différents essais durant la

période de traitement sont représentés sur la figure III.15. Les courbes de croissance
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microbienne suivent la méme allure se caractérisant par trois phases exponentielle, stationnaire
et de déclin. La phase de croissance exponentielle arrive a terme au bout de 16 a 20 jours suivie

d’une phase stationnaire de 10 jours et enfin d’une phase de déclin indépendamment du systéme

étudié.
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Figure III. 15 : Influence de ’effet combiné des agents biostimulants sur I’évolution

temporelle des microorganismes.

La biomasse enregistre un maximum du nombre total de micro-organismes de 2,8x107, 1,4x10’
et 8,3x10% UFC/g de sol sec pour les systémes respectifs B3S103, B3S1 et B303 au bout de
24 jours de traitement correspondant a des taux de biodégradation de 43,12, 45,3 et 43,8

respectivement.

La croissance microbienne est au départ, durant les 5 premiers jours, ralentie malgré la présence
de nutriments probablement du fait de changements de compositions générés par la

solubilisation et 1’oxydation des HPs du sol.

Tableau I11. 6: Taux de croissance maximum Hmax.

Systeme B3 B3S1 B303 B3S103

wmx GO | 03734 | 03727 | 03417 | 0,3972

R? 0,884 0,9648 0,9792 0,9759

A partir du 24°™ jour les microorganismes ne se produisent plus, le nombre commence a

diminuer et au bout du 52°™ jour, la croissance microbienne atteint un plateau (phase
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stationnaire) pour tous les systémes, ceci pourrait étre attribué a I’épuisement des nutriments
(Figures I11.16 et I11.17), la raréfaction de substrat plus ou moins biodégradable et la présence
des fractions récalcitrantes des hydrocarbures et probablement la présence des métabolites
toxiques. Ces résultats sont en parfait accord avec les résultats de I’enlévement des HPT et le
taux de biodégradation, les deux se stabilisent au 52°™ jour.

Le taux de croissance microbien est donné dans le tableau II1.6, il est déterminé a partir des
résultats de mesure de la biomasse durant la phase exponentielle. Il ressort de la mesure que le
taux de croissance maximum est presque identique dans tous les systémes ce qui est en bon

accord avec les résultats de la biomasse.

I11.4.3. Evolution de la teneur des nutriments

Le suivi de I’évolution de I’azote au cours du traitement (Figure I11.16) met en évidence une
nette diminution de la teneur en azote les 5-16 premiers jours du traitement correspondant a la
phase exponentielle de la croissance microbienne. La consommation de 1’azote se poursuit

graduellement et a la fin du traitement nous observons que plus de 90% d’azote a été consommg.

AB3S1 ®B303 EB3S103

80

(=)
=]
|

N (mmole/kg de sol sec)
I
(=]

2

S
Il
>

o

0 10 20 30 40 50 60 70 80
Temps (Jours)

§
0 2 .
90

100

Figure 111. 16 : Influence de 1’action combinée des facteurs de biostimulation sur I’évolution

temporelle de 1’azote total minéral.

Les résultats du suivi des teneurs résiduelles en phosphore pour les différents systémes (Fig.
II1.17) montrent que la consommation du phosphore se fait a un rythme plus lent et est moins
importante comparée a celle de I’azote. Enfin, seuls 50% de la quantité initiale sont assimilés a
la fin du traitement.

Nous constatons alors que ces résultats sont identiques au cas de la biostimulation par ajout des

nutriments inorganiques a un rapport molaire 100/10/1, le phosphore n’est pas un facteur

p. 64



Chapitre Il : Résultats et discussion

limitant pour la croissance microbienne et que 1’azote joue un rdle important dans le processus

de biodégradation des HPs du sol.
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Figure III. 17 : Influence de I’action combinée des facteurs de biostimulation sur 1’évolution

temporelle du phosphore.

Il ressort de 1’étude paramétrique de bioremédiation du sol a 1’échelle de microcosmes par
biostimulation en favorisant la croissance microbienne, la biodisponibilité du substrat, la
présence d’accepteurs d’électrons et probablement de radicaux libres, avec 1’addition de
nutriments, de Tween 80 et/ou de H2O:, que ce sont les traitements incluant I’action combinée
des différents facteurs de biostimulation qui donnent les meilleurs résultats de dégradation des
HPs du sol. Le meilleur rendement d’enlévement des HPs du sol de 71,9% est obtenu dans le
cas de I’action simultanée des nutriments (ajustement du rapport molaire C/N/P a 100/10/1),
du Tween 80 (0,6 g/kg de sol sec) et du H>0O> (1,3 mole/kg de sol sec). Dans ce qui suit et afin
d’optimiser le traitement par biostimulation, une étude par plan d’expériences a été effectuée
afin de vérifier les résultats obtenus lors de cette étude en considérant 1’influence du rapport

molaire N/P, des doses de Tween 80 et de peroxyde d'hydrogéne (H20>).
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IIL.5 Optimisation par plan d’expériences

Afin d’optimiser et de prédire le processus de bioremédiation, nous avons également effectué
une étude par plan d’expériences moyennant un plan factoriel complet a deux niveaux pour
¢tudier les effets principaux des trois parametres étudiés a savoir le rapport molaire N/P (X1),
les teneurs en Tween 80 (X2) et en H>O» (X3), ainsi que les interactions entre eux.

Les expériences ont été planifiées selon un plan factoriel complet (2") comprenant trois facteurs,
soit un nombre d’expériences égal a 2°. Chacun ayant deux niveaux distincts (-1) et (+1). Le

tableau III.7 présente les limites de variations des variables indépendantes et leurs niveaux

codés.
Tableau I11. 7 : Facteurs et niveaux codés pour la conception factorielle.
Symbole Variables Unités Niveaux codés
indépendantes -1 0 +1
X1 N/P mol/mol 5/1 7,5/1 10/1
X2 Tween 80 g/kg de sol sec 0,6 1,2 1,8
X3 H20; mol/kg de sol sec | 0,65 0,975 1,30

A partir de la matrice écrite en variables codées sur le tableau I11.8, huit essais expérimentaux
correspondants au nombre total de combinaisons des deux niveaux des trois facteurs ont été
planifiés ainsi que deux points centraux pour I’évaluation de la signification statistique des
effets et leurs interactions. Le taux d’élimination des HPs a été retenu comme réponse (Y) pour
cette étude. La modélisation a été effectuée a I’aide d’un logiciel statistique JMP 8.0.

Il est a noter que I’ensemble des expériences a €té réalisé dans les mémes conditions que 1’étude

en microcosmes en phase solide.

Tableau I11. 8 : Matrice des essais et des valeurs codées.

Numéro Type de point | Valeurs codées | Valeurs réelles Réponse Y (%)
d’expérience X1 | X2 | X3 | X1 X2 | X3

1 Factoriel -1 |-1 |-1 |3017/5/1 0.6 |0.65 |40,24
2 Factoriel +1 |-1 |-1 |100/10/1 0.6 |0.65 |5533
3 Factoriel -1 | +1 | -1 |3017/5/1 1.8 |0.65 |33,01
4 Factoriel +1 |+1 | -1 |100/10/1 1.8 |0.65 |65,75
5 Factoriel -1 |-1 | +1 |3017/5/1 0.6 |1.30 |38,26
6 Factoriel +1 |-1 |+1 | 100/10/1 06 |130 |725
7 Factoriel -1 | +1 | +1 | 3017/5/1 1.8 |1.30 |38,87
8 Factoriel +1 | +1 |+1 |100/10/1 1.8 | 130 |70,93
9 Centre 0 |0 |0 1558.5/7.5/1 | 1.2 |0.975 | 52,55
10 Centre 0 |0 |0 1558.5/7.5/1 | 1.2 |0.975 | 53,22

Le rendement d’élimination des HPs a été ajusté avec un modele polynomial du 1" ordre reliant

la réponse Y aux différentes variables indépendantes X=1,2,3 est donné par 1’équation III.1
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Y=ay+a,X;+aX, +a3X3+a,X1X; +a3X1X3 +a3X,X3 + a53X:X,X3(111.1)
Ou;

Y : la réponse,

ao : coefficient indépendant

aj, ajj et ajjk : coefficients correspondant aux principaux effets des facteurs et leurs interactions.
L’estimation des coefficients codés pour la réponse Y donné par le logiciel JMP 8.0, en
remplagant les coefficients par leurs valeurs dans 1’équation nous obtenons :

Y =52,067 + 14,2675X, + 0,2775X, + 3,28X3 + 1,9325X, X, + 2,31X X3 —
0,52X,X; —2,48X,X,X; (I11.2)

Les variables Xi=1, 2, 3 représentent les valeurs codées de rapport molaire N/P (7,5/1 + 2,5/1x
(mole/mole)), les teneurs en Tween 80 (1,2+ 0,3 x> (g/kg sol sec)) et en peroxyde d’hydrogeéne
(H202) (0,975+ 0,325x3 (mole/kg sol sec)).

IIL.5.1 Test statistique et régression du modéle

Il ressort du graphique de comparaison entre la réponse expérimentale, et la réponse prédite
(figure 111.18), que les coefficients de corrélation au carré R? et R? ajusté sont respectivement
égaux a 99,8969% et 99,5362%. 0,46% de la variance totale n’a pas pu étre expliquée par le
modele utilisé. Les valeurs élevées de ces deux coefficients, ainsi que leur concordance

significative, indiquent une excellente qualité descriptive du modele.
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Figure III. 18 : Valeurs expérimentales en fonction des valeurs estimées du taux

d’enlévement des HPT.
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II1.5.2 Test t-student

Afin de vérifier la signification des coefficients de régression de I’équation I11.2, nous utilisons

le test t-student. Un coefficient est considéré statistiquement significatif si la valeur absolue de

la statistique t associée est supérieure a la valeur critique de Student lue sur la table de Student

(Annexe A.6) pour un niveau de confiance de 95% (a=5%) et (n-p) degrés de liberté (t-crit

(0,05 ; 2) = 4,303).

n : le nombre des expériences réalisées 10 ;

p : le nombre des expériences proposé par le modele 8.

Une autre approche consiste a examiner la valeur de probabilité (valeur p) pour chaque terme

du modgele, qui doit étre inférieure ou égale au seuil p de 0,05.

Tableau I11. 9 : Analyse des coefficients de régression.

Coefficients | Valeurs Erreur Valeur t Valeur p
standard

ao 52,067 0,307998 169,05 <,0001*
ai 14,2675 0,344353 41,43 0,0006*
az 0,2775 0,344353 0,81 0,5049
as 3,28 0,344353 9,53 0,0108*
an 1,9325 0,344353 5,61 0,0303*
a3 2,31 0,344353 6,71 0,0215%*
a3 -0,52 0,344353 -1,51 0,2701
a3 -2,48 0,344353 -7,20 0,0187*

*Coefficient significatif

La significativité des coefficients a été également confirmée par le diagramme de Pareto (Figure

111.19), qui présente les effets et interactions estimés par ordre décroissant d'importance, avec

une ligne verticale représentant I'intervalle de confiance a 95%.

Terme

N/P

H202
N/P*Tween80*H202
N/P*H202
N/P*Tween80
[Tween80*H202
[Tween80

Estimation
14,2675
3,28

-2,48

2,31
1,9325
-0,52
0,2775

Estimations des coefficients triés

Ecart-type Rapport t
0,344353 41,43
0,344353 9,53
0,344353 -7,20
0,344353 6,71
0,344353 5,61
0,344353 -1,51
0,344353 0,81

Prob.>|t|
0,0006*
0,0108*
0,0187*
0,0215*
0,0303*
0,2701
0,5049

Figure III. 19 : Diagramme de Pareto.

Les résultats présentés dans le tableau I11.9 ont révélé que les facteurs X1, X3 et les interactions

X1X2, X1X3, X1X2X3 affectent de manicre significative I’efficacité de 1’¢élimination des HPs.

p. 68
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En considérant que les facteurs significatifs, le modele final du taux d’élimination des HPs

devient ;

Y = 52,067 + 14,2675X; + 3,28X; + 1,9325X; X, + 2,31X, X3 — 2,48X, X, X3
(I1L.3)

II1.5.3. Analyse de la variance (ANOVA)

L’analyse ANOVA est établie afin de s’assurer de la signification du modgle, le tableau I11.10
représente la somme des carrés, le carré moyen et la valeur de Fisher (F) et la valeur de p.
I’analyse a démontré que le carré moyen du modele de régression est plus significatif par rapport
au carré des résidus, par conséquent la valeur F est supérieure a la valeur critique (Fo0s5.7,2 =
19,35) lue sur la table de Fisher (Annexe A.7), et la valeur de p = 0,0036 inférieure a 5% ce qui
indique une bonne signification et adéquation du modele de régression aux résultats

expérimentaux a un niveau de confiance de 95%.

Tableau I11. 10 : Analyse de la variance ANOVA.

Source de variation | Degrés de liberté | Somme des carrés | Carré moyen | FISHER

Modeéle 7 1839,1074 262,730
Résidus 2 1,8973 0,949 276,9569
Total 9 1841,0046

I11.5.4 Effets des facteurs et leurs interactions

L’analyse des différents effets et du modele ajusté dans 1’équation I11.3 a mis en évidence que
le rapport molaire N/P (X1) et la concentration de H20O2 (X3) sont statistiquement significatifs
et sont les facteurs influents I’enlévement des HPs (réponse Y), leurs valeurs positives signifient
que la dégradation des HPs est meilleure a des concentrations ¢€levées, ces résultats sont en
concordance avec les résultats expérimentaux. Tandis que le Tween 80 (X2) n’affecte pas la
réponse Y statistiquement, la teneur en Tween 80 étudiée n’est pas significative. Bien que
I’augmentation de la concentration du Tween 80 augmente la biodisponibilité des HPs ce qui
favorise leur dégradation, un exces de Tween 80 peut causer un effet inverse par 1’adsorption
de ce dernier par la matrice du sol ce qui impacte négativement la dégradation des HPs
(Hadibarata and Kristanti, 2014) et/ou le Tween 80 est consommé par les microorganismes
du sol comme source de carbone (Betancur-Corredor et al., 2015). L’augmentation de la

concentration de H>O» favorise 1’élimination des composés organiques (Villa et al, 2008),

p. 69



Chapitre Il : Résultats et discussion

I’¢élimination est passée de 35% a 47,2% quand la concentration de H>O: passe de 0,65 mole/kg

de sol sec a 1,3 mole/kg de sol sec.
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Figure I1I. 20 : Effets des interactions rapport C/N/P-Tween80-H>O: sur le taux
d’¢limination des HPT.

Néanmoins I’impact de la quantité du Tween résulte d’effet d’interactions avec d’autres facteurs
a un niveau de confiance de 95% sur la réponse Y comme illustré sur la figure I11.20.

Nous considérons que I’interaction est efficace quand le changement du faible niveau (-1) a un
niveau ¢€leve (+1) n’est pas paralléle. Des effets importants sont observés entre XX (rapport
molaire N/P-Tween 80), X1X3 (rapport molaire N/P-H202) et X1X2X3 (rapport molaire N/P-
Tween 80-H203). Les signes positifs des interactions X1X2 et X1X3 signifient que ’efficacité
d’élimination des HPs augmente avec un niveau ¢élevé de ces derniers alors que le signe négatif
de Xi1X>Xj révele que la réponse Y augmente avec des niveaux €levés du rapport molaire N/P
et H2Oz et une faible concentration de Tween 80. La combinaison des trois agents biostimulants
a prouve son efficacité dans 1’élimination des HPs et elle ne provoque pas des effets indésirables

sur le processus de bioremédiation (Tsai et al., 2009).

ITL.5.5. Optimisation de la fonction de désirabilité

La fonction de désirabilité (d) est utilisée pour établir les conditions qui permettent d’obtenir
I’efficacité d’élimination des HPT maximale. Selon Lazli et al., (2016) et Mourabet et al.,
(2012) cette approche est la plus courante et fortement suggérée pour I’optimisation d’une ou
plusieurs réponses.

La fonction d est donnée selon 1’équation suivante :



Chapitre Il : Résultats et discussion

d= | Tmn| Yyin <Y < Yo (I11.4)

Ymax—Ymin

Avec, Ymin €t Ymax les valeurs minimale et maximale de la réponse Y,

La fonction d varie entre 0 pour des réponses inacceptables (Y<Ymin), et 1 pour des réponses
souhaitées (Y>Ymax) (Ouriache et al., 2019; Xie YaWei et al., 2016).

Plus la fonction de désirabilit¢ est proche de 1, 1’élimination des HPs représente une

performance maximale des facteurs considérés.

L’optimisation de 1’¢élimination des HPT par le mod¢le préalablement établi est réalisée par les
profileurs de vitesse représentés sur la figure II1.21, nous observons que la fonction de
désirabilité augmente de fagon significative avec 1’augmentation du rapport molaire N/P et
d’une facon moins importante avec I’augmentation de H>O> et elle ne semble pas étre affectée
par la teneur de Tween 80. L’efficacité optimale d’enlévement des HPT est de 72,72+4,14 qui
correspondent a une désirabilité de 0,932716 avec des niveaux ¢€levés du rapport molaire N/P
et H>O; et a un niveau faible de Tween 80 (N/P ; Tween80 et H> O, = 100/10/1 ; 0,6 g/kg de sol
sec et 1,30 mol/kg de sol sec), ces résultats corroborent les résultats expérimentaux obtenus lors

des traitements combinés dans 1’étude en microcosmes.
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Figure III. 21 : La fonction de désirabilité pour I’optimisation du taux d’enlévement des

HPT.

L’ajout de 1’azote et du phosphore est important pour améliorer la dégradation des HPs dans le

sol, I’ajustement du rapport N/P a 10/1 a prouvé son efficacité dans plusieurs travaux (Leys et

p.71
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al., 2005; Shahi et al., 2016). Nos résultats sont en bon accord avec (Wu et al., 2019), ils ont
trouvé une forte corrélation positive de I’azote et du phosphore avec la dégradation des HPT.
Les résultats obtenus sont en bon accord avec ceux obtenus par (Agarry et al., 2012), ils ont
trouvé que ’interaction des trois facteurs améliore la biostimulation de kéroséne avec une

désirabilité égale a 1 et un taux d’¢élimination de 75,06%.

Les résultats obtenus lors de I’optimisation des résultats expérimentaux par un plan factoriel
complet (2°) ont permis de déterminer les conditions optimales de dégradation ainsi que de
maximiser I’élimination des HPT, les résultats optimaux de dégradation obtenus sont similaires
a ceux obtenus dans 1’é¢tude en microcosmes. Cette ¢tude nous a permis de fixer les conditions
optimales de dégradation : un rapport molaire C/N/P = 100/10/1, [Tween 80] = 0,6 g/kg de sol
sec et [H202] = 1,3 mol/kg de sol sec. Ces conditions vont étre appliquées a 1’échelle des

réacteurs gaz/solide afin de stimuler un traitement in situ.
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I11.6 Bioremédiation par bioventing a I’échelle de microcosmes

Le bioventing est une technique de remédiation in situ attrayante qui s’intégre dans le cadre du
développement durable qui peut étre préconisé pour la restauration de sites sujets a une ancienne
pollution par des hydrocarbures pétroliers et pour lesquels, il est essentiel de determiner les
conditions optimales pour stimuler I’activité des microorganismes indigénes pour une efficacité
de dégradation des HPs maximale.

Dans cette partie, des essais en laboratoire sont réalisés en appliquant les conditions optimales
obtenues a partir des expériences a 1’échelle de microcosmes et optimisées par plan
d’expériences a savoir un rapport molaire C/N/P de 100/10/1, des teneurs de Tween 80 de 0,6
g/kg de sol sec et de H2O2de 1,30 mol/kg de sol sec. Cette étude est effectuée dans des réacteurs
gaz/solide décrits en partie 11.1.3 (Figure I1.3), nous nous intéresserons a ’influence de
I’aération de colonnes de sol en variant le débit d’aération et du mode d’aération continue ou
discontinue sur la dégradation des HPs. L’ensemble des expériences est détaillé sur le tableau
III.11. Les différents débits étudiés (0,4, 0,6 et 0,8L/min) ont été choisis en dessous du minimum
de fluidisation Qmr de 0,92L/min afin de simuler un traitement in situ

Les essais sont réalisés tant sur un sol stérile (systeémes abiotiques) par I’ajout de HgCl, a raison
de 30g/kg de sol que sur un sol non stérile dans des réacteurs pré fluidisés contenant 0,63 kg de
sol contaminé a la température ambiante (20-25°C). Le taux d’humidité est ajusté a 25% (m/m)
dans tous les systemes étudiés.

Des prélévements périodiques sont effectués afin de suivre I’évolution des HPT, de la biomasse
et du dioxyde de carbone. Le pH, le taux d’humidité et les teneurs en nutriments sont aussi
déterminés afin de s’assurer des conditions environnementales optimales favorables a la

biodégradation.

Tableau I11. 11 : Conditions expérimentales des essais en colonne.

H.O
Systéme | Eau | CIN/P Tween 80 7 Q (L/min)
(g/kg de sol sec) | (mole/kg de sol sec)
1 0,4* | - - -
2 - 0,6% |- -
25 100/10/1 0.6 1,3
3 - - 0,8* |-
4 - - - 0,8%*
* Mode continu
ok Mode discontinu
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111.6.1. Effet de I’aération continue

v Dégradation des HPs du sol

Les figures II1.22A et B illustrent I’évolution temporelle de 1’¢limination des HPs du sol dans

le cas de I’aération continue pour les systémes abiotiques et biotiques.
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Figure III. 22 : Influence de la variation du débit d’aération sur I’évolution temporelle du

taux d’enleévement des HPT dans les systémes abiotiques (A) et des taux d’enlévement

et de biodégradation dans les systémes biotiques (B).
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L’examen des teneurs résiduelles dans les systemes abiotiques (Fig. II1.22A) met en évidence
une ¢limination significative des HPs du sol. Les taux d’enlévement sont presque identiques les
premiers jours de traitement indépendamment de la vitesse d’aération du fait de 1’oxydation
chimique voire méme radicalaire initiée par le H2O> catalysé par le fer minéral du sol mais
¢galement de I’évaporation des composés volatils. Usman et al., (2012) ont trouvé que la
magnétite (mélange de Fe(Il) et Fe(Ill)) catalyse le H2O» et génére une efficacité ¢élevée de
remédiation des sols contaminés par du pétrole brut. Xue et al. (2009) rapportent que les oxydes
de fer minéral, telle que la magnétite sont des catalyseurs tres efficaces qui sont présents tout
au long du traitement. Enfin, I’augmentation du débit d’aération engendre une augmentation de
la volatilisation des HPs du sol, les taux d’élimination atteignant 21,1, 25,49 et 30,6% pour les
débits 0,4, 0,6 et 0,8 L/min respectivement. Arrar et al., (2007) rapportent des taux
d’enlévement abiotiques du gasoil relativement négligeables entre 12 et 21 % pour des lits, aéré
et au minimum de fluidisation (Ur < Unyg)). Byun et al., (2005) enregistrent des taux de
volatilisation de 3,5 a 5,0% pour des débits d’aération de 5 a 20mL/min dans le cas d’un sol

sableux pollu¢ artificiellement par du diesel (1%).

Le suivi de I’évolution temporelle des taux d’enlévement et de biodégradation des HPs du sol
dans les systémes biotiques (Fig. II1.22B) indique une méme allure indépendamment du débit
d’aération. La dégradation des HPs du sol est rapide au début du traitement, une importante
réduction est enregistrée au bout des 24 premiers jours du traitement, pour ensuite diminuer
graduellement et se stabiliser a partir du 35°™ jour du traitement jusqu’a la fin du traitement.
Il est clair que les processus de dégradation et de biodégradation sont peu affectés par
I’augmentation du débit d’aération dans le domaine d’étude. Les meilleures efficacités
d’enlévement et de biodégradation des HPs du sol de 75,75% et 48,5% respectivement sont
obtenues pour des débits d’aération respectifs de 0,8 et 0,4 L/min. Il ressort du suivi des taux
de biodégradation que I’augmentation du débit ralenti 1égérement le processus avec des taux de
biodégradation de 2,73, 2,37 et 2,27 g HPT/kg de sol sec/j pour les débits 0,4, 0,6 et 0,8 L/min
respectivement. Au-dela du 35°™ jour, un ralentissement du processus est observé
correspondant a des taux de biodégradation trés faible de 0,0084, 0,0057 et 0,0073 g HPT/kg
de sol sec/j pour les respectifs débits 0,4, 0,6 et 0,8 L/min.

Il ressort des différents essais que la variation du débit d’aération n’a pas apporté une
amélioration significative au processus d’élimination des hydrocarbures, et seulement 5%
d’amélioration a été enregistré dans le cas du débit 0,8 L/min par rapport a 1’absence d’air

(systeme B3S102).
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Agarry and Latinwo, (2015) ont obtenu de meilleurs résultats que ceux trouvés dans notre
étude, ces auteurs ont évalué I’influence de bioventing seul et couplé avec une biostimulation
par amendement par un déchet de brasserie (riche en azote, en phosphore et en
microorganismes) sur un sol artificiellement pollué par le diesel a 30g/kg de sol sec, le taux
d’enlevement a atteint 91,5 et 61,7% pour le bioventing avec amendement par déchet de
brasserie et le bioventing seul respectivement.

Sanscartier et al., (2011) trouvent, dans le cadre de la bioremédiation d’un sol pollué par le
diesel, que les efficacités d’enlévement et de biodégradation du diesel augmentent avec le débit
d’aération, des améliorations de 60% a 7°C et de 40% a 22°C du taux d’enlévement pour un
débit de 2,7L/min par rapport au débit 0,78L/min. Toutefois, une température de 22°C augmente
la volatilisation des hydrocarbures et par conséquent le taux de biodégradation diminue par

rapport a une température de 7°C.

v Cinétique de dégradation
Les cinétiques de dégradation et de biodégradation sont généralement mieux décrites par le

pseudo-premier ordre (Brook et al, 2001) :

[C]e = [Cloe™ (111.5)

ln%= —kt (111. 6)
ln@

k= —de (111.7)

t

Les constantes cinétiques de dégradation ‘k’ pour les différents systemes sont déterminées par
la régression linéaire de In [C]o/[C]; en fonction du temps t.

Les constantes cinétiques et les coefficients de régression sont regroupés dans le tableau I11.12.
Les coefficients de régression sont compris entre 0,91 et 0,95, il confirme I’adéquation du
modele, nous remarquons que la constante de vitesse est presque identique et ne semble pas

étre affectée par la variation du débit d’aération.

Tableau I11. 12 : Constantes cinétiques de dégradation systemes biotiques.

Q k R?
0,4* 0,0349 0,0132
0,6* 0,0364 0,0498
0,8* 0,0391 0,0599
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Figure 111. 23 : Influence de la variation du débit d’aération sur I’évolution temporelle des

microorganismes.

Les résultats de I’évolution de la biomasse au cours du temps sont présentés sur la figure 111.23,
nous observons la présence de deux phases, une phase exponentielle et une phase de déclin :

o Phase exponentielle (0-24jours) ; la croissance microbienne est prononcée durant cette
phase, le nombre de microorganismes augmente d’une facon remarquable il passe de
5,17*10% UFC/g de sol sec 4 9,19*10°, 3,31*107 et 4,57*10" UFC/g de sol sec pour les
débits 0,4, 0,6 et 0,8 I/min respectivement. Ces résultats sont en bon accord avec ceux
du taux d’enlévement des HPT, cette phase correspond a la phase ou I’élimination était
la plus active.

o Phase de déclin (24-90jours) ; cette phase correspond a la phase ou les microorganismes
ne se produisent plus et le nombre commencent a diminuer jusqu’a atteindre 1,39*10°,
2,48*10° et 5,39*10% UFC/g de sol sec a la fin du traitement, ceci est probablement due
a I’épuisement des sources nutritifs et la présence des fractions des hydrocarbures

difficilement biodégradables.

La détermination du taux de croissance microbien a partir des résultats de la biomasse dans la
phase exponentielle a révélé que 1’augmentation du débit d’aération augmente le taux de
croissance microbien avec de trés bon coefficients de régression variant entre 0,97 et 0,98, le
deébit 0,8 L/min n’a pas impacté 1’activité microbienne, au contraire, nous avons enregistré le

nombre de microorganismes le plus élevé pour le débit 0,8L/min de 4,57*10"UFC/g de sol sec.

p. 77
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Les résultats de dénombrement des microorganismes concordent avec ceux du taux de

croissance microbien.

Tableau I11. 13 : Taux de croissance maximum pmax.

Q (L/min) Hmax () R?
0,4* 0,3031 0,9892
0,6* 0,3743 0,977
0,8* 0,3904 0,9886
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Figure I11. 24 : Influence de la variation du débit d’aération sur 1’évolution temporelle du

dioxyde de carbone.

Le CO> produit durant le processus de dégradation est issu de la dégradation des HPs du sol
ainsi que de I’activité biologique des microorganismes, un COz élevé est un indice d’une activité
microbienne ¢levée (Shuaibu, 2022). La figure II1.24 illustre I’influence du débit d’aération
sur I’évolution temporelle du dioxyde de carbone, une proportionnalité entre le débit d’aération
et le nombre de mole CO, cumulé est observée. Nous remarquons que I’évolution a été lente
du 5™ au 24°™ jours ou nCO; était de 0,098, 0,1445 et 0,2263 mol pour 0,4, 0,6 et 0,8 1/min
respectivement. Au-dela du 24°™ jour correspondant au nombre des microorganismes le plus
important, I’évolution de la respiration cumulée a augmenté de facon significative jusqu’a
atteindre 0,316, 0,4265 et 0,5129 mol pour 0,4, 0,6 et 0,8 L/min respectivement a la fin du

traitement.
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Ces résultats mettent en évidence une bonne corrélation entre le taux d’enlévement, la
production du CO; et I’activité microbienne, Maila et al., (2005) ont reporté que la respiration
du sol est positivement corrélée au taux d’élimination des HPT le plus €levé. Les résultats de
biodégradation semblent étre contradictoire aux résultats de I’évolution du CO> mais ceci
pourrait étre expliqué par le fait que la minéralisation ou 1’oxydation se produisent selon la
matiére enzymatique produite dans chaque systéme (Mancera-Lépez et al., 2008).

Ces résultats sont en bon accord avec les résultats obtenus par Mair et al., (2013) ils ont trouvé
que la respiration du sol reflétait 1’activité microbienne et elle est en corrélation positive avec

la teneur résiduelle des HPT.

v" Evolution des nutriments

160 Systémes biotiques
140 Q (L/min)
- ®0.4* MW0.6* @028%

120 ¢

—_ \ 4

2

%100 Py

P W .
¥

S 60 ' " @ n |

= ¢ Py

g 40 o

z, o ® o

2
o
L 4

0 10 20 30 40 50, 60 70 80 90 100
Temps( jours)

Figure 111. 25: Influence de la variation du débit d’aération sur 1’évolution temporelle de

I’azote.

La figure (II.25) représente ’influence du débit d’aération sur 1’évolution temporelle de
I’azote, nous remarquons une diminution des teneurs en azote tout au long du traitement, cette
diminution est caractérisée par la présence de deux phases, une rapide allant de [0 — 24 jours]
ou plus de la moitié de la teneur initiale a été consommée correspondant a la phase exponentielle
de la croissance microbienne (Figure I11.24), une phase lente allant de [24- 93 jours] ou la
vitesse de consommation a ralenti jusqu’a stabilisation au 52°™ jours correspondant a la phase
de déclin de la croissance microbienne (Figure I11.24).

Il ressort de ces résultats que la consommation de ’azote corrobore significativement la

croissance microbienne.
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Figure I11. 26 : Influence de la variation du débit d’aération sur I’évolution temporelle du

phosphore.

La figure (II1.26) représente 1’influence de la variation du débit d’aération sur 1’évolution
temporelle du phosphore, nous observons une diminution de la teneur en phosphore dans tous
les systemes. Pour les débits 0,4 et 0,6 L/min, la diminution était plus prononcée au cours des
quinze premiers jours puis elle est ralentie pour se stabiliser apres. Pour le débit 0,8 L/min
I’assimilation du phosphore est ralentie durant la premiére phase du traitement, au-dela du 24

jour, une nette diminution de la teneur en phosphore est observée jusqu’a la fin du traitement.

I11.6.2. Effet de I’aération discontinue

L’aération discontinue dans le cadre de la bioremédiation des sols pollués par des
hydrocarbures, devrait permettre de diminuer le taux de volatilisation des contaminants trois
fois moins que [’aération continue (Cassidy and Irvine, 1997). De méme, [’aération
discontinue pourrait étre plus économique pour ’application du bioventing (Azubuike et al.,
2016 ; Thomé et al., 2014).

Nous avons étudié I’effet de I’aération discontinue sur la bioremédiation des HPs du sol dans
le cas le plus défavorable favorisant le maximum de volatilisation dans les conditions d’essais.
Le méme essai est réalisé pour le débit d’aération de 0,8L/min a raison de 2H/12H, la matinée

et en fin de journée. Les mémes parametres que 1’aération continue sont suivis dans cette partie.

v' Dégradation des HPs
Le suivi de I’enlévement des HPT dans le cas de I’aération intermittente (Fig I11.27 A et B)

présente une méme allure exponentielle que dans le cas de [’aération continue. Nous
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remarquons que durant les 5 premiers jours, il n’y a pas de différence entre les deux modes
d’aération, ceci soutient 1I’hypothése d’une oxydation chimique en présence de H>O> a une

méme concentration dans les deux systémes.
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Figure III. 27: Influence du mode d’aération sur I’évolution temporelle du taux d’enlévement
des HPT dans les systemes abiotiques (A) et du taux d’enlévement et de biodégradation des

HPT dans les systemes biotiques (B).

La cinétique de dégradation est la méme pour les deux systémes mais au-dela du 5™ jour, il
apparait clairement que la dégradation est plus importante pour le mode d’aération discontinue
et qu’aux bout de 10 jours I’élimination est plus de 50%. Par la suite, la dégradation se stabilise

pour augmenter aprés le 24°™ jour. A partir du 35 jour la dégradation diminue graduellement
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pour se stabiliser a la fin du traitement. Les taux d’enlévement ont atteint 75,8 et 85,2 % pour
le mode continu et le mode discontinu respectivement, il ressort de ces résultats une
amélioration de 12,5% en taux de dégradation et de 24,6% en taux de biodégradation en mode
discontinue par rapport au mode continu. Il apparait clairement que le mode d’aération
discontinue a réduit le taux d’évaporation des HPT et a favorisé leur biodégradation, ceci nous
laisse déduire que I’aération discontinue a favorisé les échanges interparticulaire et a amélioré
le transfert entre les différentes phases ce qui accélére et améliore le processus de
biodégradation.

Ces résultats sont en bon accord avec ceux trouvés par Lee et al., (2006), les taux d’élimination
du diesel d’un sol artificiellement pollué¢ a 8000mg/kg de sol sec par le bioventing (SmL/min)
et I’ajustement du rapport molaire C/N/P a 100/10/1 ont atteint 78,7 et 82% pour les systémes
avec aération continue et intermittente (6h/6h repos) respectivement.

L’influence du débit d’air a différents intervalles d’aération a été réalisée par Thomé et al.,
(2014) sur un sol argileux pollué par le diesel sur une durée de 120jours, les résultats ont montré
qu’il n’y pas de différence significative entre les différents débits étudiés (2, 4 et 6 L/min), et
que I’utilisation d’un débit de 2L/min a un intervalle de 1h pendant 48h a permis d’éliminer
85% de diesel au bout de 60jours, au-dela de 60 jours aucune amélioration d’élimination est
observée. Ces auteurs préconisent ’utilisation du débit le plus faible (2L/min) a I’intervalle le
plus long (1h toutes les 48h), ceci rend la technique plus rentable.

Frutos et al., (2010) ont obtenu un taux d’élimination de phénanthréne de 93% au bout de
7mois avec ajustement du rapport C/N/P a 100/10/1 et une aération de 30 min a un débit

2,25L/min.

Tableau I11. 14 : Constante cinétique de dégradation

Q (L/min) kG R?2
0,8* 0,0391 0,9599
0,8%* 0,0457 0,921

A partir des mesures des constantes cinétiques k (tableau III.14), nous remarquons que la
constante cinétique k du mode d’aération discontinu est supérieure a celle du mode continu, ces
résultats corroborent les résultats trouvés par Hwang et al., (2006), la constante cinétique du
mode d’aération discontinu (1h/3h repos) était 2,6 fois supérieure que celle du mode d’aération

continu (0,656/j contre 0,2525/j).
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Figure 111. 28: Influence du mode d’aération sur 1’évolution temporelle des microorganismes.

Les courbes de croissance microbienne présentent la méme tendance pour les deux modes
¢tudiés (Figure I11.28) et elles sont caractérisées par la présence de deux phases (une phase
exponentielle et une phase de déclin), nous enregistrons un accroissement du nombre total des
microorganismes dans les deux systemes, il est plus important dans le mode d’aération
discontinue. Le nombre des microorganismes a atteint un nombre maximal de 4,57*107 et
2,31*10% UFC/g de sol sec en mode continue et en mode discontinue respectivement au bout
du 24°° jours. Ces résultats corroborent les résultats des taux de dégradation et taux de
biodégradation. Il n’y a pas de différence entre le taux de croissance microbien pmax des deux

systémes étudiés (tableau III.15).

Tableau I11. 15 : Taux de croissance maximum pmax.

Q (L/min) Mmax (_Il) R?
0,8* 0,3904 0,9886
0,8** 0,4000 0,9766
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v Evolution du dioxyde de carbone
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Figure I11. 29 : Influence du mode d’aération sur 1’évolution temporelle du dioxyde de

carbone.

D’aprés Troquet et al.,, (2003) le suivi de I’évolution du CO: est un indicateur de la
biodégradation des produits organiques par les microorganismes, ce qui est une mesure
indirecte de la diminution de la quantité du polluant. La figure II1.29 illustre 1’effet du mode
d’aération sur I’évolution temporelle du nCO> cumulé, nous remarquons une similitude entre
les deux modes d’aération étudiés du début du traitement jusqu’au 35°™ jour. Au-dela du 35
jour, une légere différence est observée entre les deux courbes, le nCO» atteint 0,5129 et 0,6135
mol pour I’aération continue et I’aération discontinue respectivement a la fin du traitement, ces
résultats sont en bonne corrélation avec la dégradation des HPT et la biomasse. Namkoong et
al., (2002) et Baptista et al., (2005) ont reporté 1’existence d’une bonne corrélation entre la
production du CO:z et la biodégradation HPs.

Malgré une stabilisation des courbes des courbes de dégradation et de biodégradation a partir
du 35°™ jour, une augmentation du nCO> est observée, d’aprés Lamy et al., (2013), le CO2
produit n’est pas associ¢ a la dégradation du polluant mais a d’autres processus biotiques tels
que la mortalité¢ des microorganismes ou la minéralisation de la matiére organique.

Selon Abed et al., (2014) I’augmentation du CO: produit indique que I’oxygene est présent en

quantité suffisante tout au long du traitement et donc la respiration est encore possible.
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Figure I11. 30 : Influence du mode d’aération sur 1’évolution temporelle de 1’azote.

La figure II1.30 représente I’évolution temporelle de 1’azote, nous remarquons que la cinétique
d’assimilation est la méme pour les deux modes d’aération. La consommation de 1’azote était

trés importante tout au long du traitement et plus de 75% a été consommé au bout de 90 jours.
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Figure I11. 31 : Influence du mode d’aération sur 1’évolution temporelle du phosphore.

L’influence du mode d’aération sur 1I’évolution temporelle du phosphore est portée sur la figure
IIL.31 nous observons que 1’assimilation du phosphore était lente du début du traitement
4éme

jusqu’au 24°™ jours pour les deux modes étudiés. Au-dela du 24°™ jour, la teneur en phosphore
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a diminué significativement jusqu’a atteindre plus de 80% de consommation au bout de 90

jours.

Le bioventing en stimulant I’activité des microorganismes indigeénes par 1’apport de nutriments,
d’accepteurs d’électrons via 1’aération et I’adjonction de H2O: et la biodisponibilité des HPs du
sol assistée par le Tween 80, mais également 1’oxydation chimique et/ou radicalaire des HPs
est une approche efficace pour le traitement des sols sujet a une ancienne pollution par des HPs
Compte tenu des résultats obtenus, il serait judicieux d'opérer avec un débit de 0,4L/min,
I’augmentation des débits d’aération, dans le domaine de la pré-fluidisation n’améliore pas
significativement I’efficacité d’enlévement des HPs du sol (<8,4%). Toutefois, la fraction
d’enlévement abiotique des HPs du sol dii au processus de volatilisation pourrait étre réduite en
réinjectant (recirculation) 1’air charriant les HPs volatils et semi volatils débarrassé du dioxyde
de carbone. La biodégradation serait ainsi maximisée et les pertes abiotiques par volatilisation

minimiseées.
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I11.7 Remédiation par lavage du sol en colonnes

Le lavage du sol assisté par surfactant, en particulier les surfactants non ioniques tel le Tween-
80, est une technique éprouvée de la remédiation in situ des sols qui est rapide et efficace dans
le cas de fortes contaminations par les HPs Befkadu and Quanyuan, (2018) et Yan et al.,
(2016). L’injection de solutions de surfactants a une concentration supérieure a leur CMC
génere, avec la formation de micelles, une diminution de la tension de surface des polluants
hydrophobes et de fait une augmentation de leur désorption et/ou solubilisation et leur relargage
dans le milieu poreux. Outre la solubilisation et la biodisponibilité des HPs du sol, le Tween 80
améliore I'efficacité de la bioremédiation en facilitant le transport microbien a travers un milieu
poreux. Rosas et al., (2013) rapportent que les tensioactifs non ioniques tel le Tween 80
augmentent le gradient de concentration et le transfert de masse.

Comparé aux traitements conventionnels de remédiation du sol, le lavage in situ du sol est
attrayant en raison de son respect de I'environnement et de ses faibles codts (Svab et al., 2009).
Le principal inconvénient du lavage in situ réside dans les risques de propagation des polluants
solubilisés en dehors du périmétre de la zone contaminée (sous-sols et nappes souterraines) et
la persistance des surfactants, utilisés a des concentrations largement supérieures a la CMC,

dans I’environnement.

Le lavage du sol a été effectué¢ dans des colonnes alimentées en continu par une solution de
Tween 80 et a porté sur I’influence de la hauteur de sol et du débit de la solution de lavage pour
des concentrations de Tween 80 de 200 et 500 CMC. Le suivi de la dégradation des HPs est
effectué par la mesure de la DCO dans le percolat au cours du temps et par la détermination des

HPT résiduels dans le sol a la fin du traitement.

Tableau I11. 16 : Récapitulatif des essais de lavage réalisés en colonnes.

Parametres Valeurs
o Hauteur du sol 10 cmet 20 cm
Lavage assisté par surfactant i i :
Débit 1,7 mL/min et 3,4 mL/min

Concentration de Tween 80 | 200 CMC et 500 CMC

Le suivi de I’évolution des HPT dans le percolat a partir de la mesure de la DCO a permis de
déterminer le taux de relargage des HPs par lavage assisté par le Tween 80. Le suivi de
I’évolution de la DCO en fonction du temps (Figure 111.32 A, B et Figure 111.34 A, B) a mis en
¢vidence un relargage des HPs du sol (Figure 111.33 A, B et Figure II1.35 A, B) dans la phase

aqueuse pour les différents systémes et pour toutes les conditions opératoires étudiées.
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Figure III. 32: Evolution temporelle de la DCO dans le percolat pour un débit de 1,7 mL/min
et différentes hauteurs de sol pour les différentes concentrations de Tween 80 de 200CMC (A)
et de S00CMC (B).
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Figure III. 33: Influence de la hauteur du sol sur le taux de relargage des HPT du débit
1,7mL/min pour les différentes concentrations de Tween 80 de 200 CMC (A)
et de 500 CMC (B).

Nous remarquons que pour un méme débit et une méme concentration, 1’augmentation de la
hauteur du lit du sol influence légerement le relargage des HPs du sol d’une part, le taux de
relargage enregistré pour 200 CMC est de 28,8 et 29,3 % et pour 500 CMC, 82,46 et 94,9 %
pour les hauteurs respectives 10 et 20 cm et un débit de 1,7mL/min. Et d’une part, nous
constatons que I’augmentation de la hauteur du lit a augmenté le temps de relargage des HPs,
une différence de 6h et de 4h est observée entre les deux hauteurs étudiées pour une

concentration de 200 et 500 CMC respectivement.
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L’augmentation de la concentration du Tween 80 a permis d’obtenir un meilleur taux de
relargage des HPT et de minimiser le temps de lavage, nous passons de 28,8% au bout de 13h
a 82,5% au bout de 6h pour une hauteur de 10cm, et de 29,3% au bout de 19h a 94,9% au bout
de 10h pour une hauteur de 20cm quand la concentration de Tween 80 passe de 200 a 500 CMC.
Nous concluons donc que la hauteur du lit et la concentration de Tween 80 sont des parameétres

importants a considérés lors d’un lavage in situ.
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Figure I1I. 34 : Evolution temporelle de la DCO dans le percolat pour un débit de 3,4
mL/min et différentes hauteurs de sol pour les différentes concentrations de Tween 80

de 200CMC (A) et de S00CMC (B).
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Figure I1I. 35 : Influence de la hauteur du sol sur le taux de relargage des HPT du débit
3,4AmL/min pour les différentes concentrations de Tween 80 de 200 CMC (A)
et de 500 CMC (B).

Les figures III. 34 A et B et II1.35 A et B représentent 1’évolution de la DCO et le taux de
relargage pour les différentes concentrations et hauteurs étudiées pour le débit 3,4 mL/min.
L’augmentation du débit d’alimentation impacte positivement le relargage des HPs du sol et
écourte la durée du lavage pour les différentes concentrations et hauteurs étudiées. Cette
variation du débit a permis de relarguer plus de 50% des HPs du sol au bout de 5h et 10h pour

une concentration de Tween 80 de 200 CMC pour les hauteurs 10 et 20 cm respectivement alors
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que pour le débit 1,7 mL/min, nous n’avons ¢liminé que 28,8 et 29,3 % au bout de 13h et 19 h.
Pour la concentration, 500 CMC, le taux de relargage atteint plus de 90% au bout de 2h et 8h

pour les hauteurs 10 et 20 cm respectivement.

Wau et al., (2016) ont reporté que 1’utilisation des agents tensioactifs dans un processus de
remédiation est affectée par la taille des particules du milieu poreux, le débit et la concentration
des solution des surfactant injectées.

L’augmentation de concentration de surfactant de 200 CMC a 500 CMC a augmenté
significativement le relargage des HPs du sol, d’aprés Liu et al., (2021) la concentration de
I’agent tensioactif a ’effet le plus significatif sur 1’élimination des HPT, le taux d’enlévement
est passé de 47 a 66,43% quand la concentration de Tween a augmenté de 500 a 2000 mg/L.
Cheng and Wong, (2006) ont aussi trouvé que 1’¢limination de phénanthréne et du pyreéne a
augmenté de 4,7% a 54,2% et de 0,4% a 34,0 % respectivement quand la concentration de
Tween 80 a augmenté de 0 a 600mg/L.

88% de la concentration initiale des HPT d’un sol contaminé (concentration initiale =
20000mg/kg de sol sec) ont été éliminé par un procédé de lavage in situ réalisé par Lee et al.,
(2005) avec une concentration de Tween 80 de 2%.

Un essai de remédiation par le Tween 80 d’un sol pollué par les produits pétroliers
(principalement BTEX) dans une base militaire dans la Corée du Sud a été réalisé par Fleifel et
al., (2020), 79,5% des BTEX ont été ¢€liminés aprés 10 jours de traitement avec une

concentration de Tween 80 de 0,2% et le débit d’injection 2,30m>/jour.

A la fin du traitement, la détermination des teneurs résiduelles en HPT est effectuée apres
filtration, séchage et extraction. Les résultats de mesure des différents rendements d’élimination

des HPT sont représentés sur la Figure I11.36.
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Figure I11. 36 : Taux d’élimination des HPT a la fin du traitement en fonction de la

concentration et de la hauteur pour les différents débits.

La mesure des HPT dans le sol a montré que le Tween 80 a permis d’extraire plus de 85% de la
concentration initiale en 10h maximum pour une concentration de Tween 80 égale a S00CMC
et que 95% sont ¢liminés au bout de 8h dans les conditions les plus favorables ([Tween 80] =
500 CMC, H=20cm et Q =3,4mL/min). Ces résultats sont prometteurs et montre I’efficacité du

Tween 80 a extraire les HPs du sol en un temps record.
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Conclusion générale

Ce travail s’inscrit dans le cadre de la remédiation d’un sol sujet a une pollution agée par des
produits pétroliers. L’objectif principal est la détermination des conditions optimales de
biostimulation des microorganismes du sol et de mobilisation et solubilisation des HPT pour la
mise en ceuvre de traitements in situ qui s’inscrivent dans le cadre d’un développement durable

(bioventing, lavage assisté par tensioactif) sur un sol pollué par les HPT a raison de 9% (m/m).

Dans un premier temps, nous avons procédé au lavage du sol en mode batch afin de déterminer
les concentrations optimales de Tween 80 a mettre en ceuvre pour 1’étude en microcosmes en
phase solide. Pour cela, nous avons étudié I’influence de la variation de la vitesse d’agitation
(50, 100 et 150 trs/min) et la concentration de Tween 80 (0, 1, 30, 100, 200, 400 et 600 CMC).
L’utilisation de 1’eau seule dans le processus de lavage a mis en évidence que la vitesse
d’agitation est un paramétre important et son passage de 50 a 150 trs/min a permis d’atteindre
une efficacité du lavage de 74%. La concentration du Tween 80 joue elle aussi un role
primordial dans 1’élimination des HPs du sol, ’augmentation de cette derni¢re de 1ICMC a
600CMC a permis de passer d’une efficacité de 29,2 a 95,9% pour une vitesse d’agitation de
150 trs/min.

L’¢étude de la remédiation du sol par biostimulation et par atténuation naturelle, a 1’échelle de
microcosmes en phase solide. Les essais de remédiation par biostimulation ont porté sur
I’influence seule ou combinée des nutriments, du Tween 80 et/ou du peroxyde d’oxygene H>O>
sur 1’¢élimination des HPs du sol. Différents rapports molaires C/N/P (3017/5/1, 1558,5/7,5/1 et
100/10/1) et diftérentes concentrations de Tween 80 (0,6 ; 1,2 et 1,8 g/kg de sol sec) et de H,O»
(0,65 ;0,975 ; 1,30 et 2,60 mol/kg de sol sec) ont ét¢ adoptés. Il ressort de cette étude que :

v' Malgré un déficit en azote et en phosphore, la stimulation par ajustement du taux
d’humidité seulement a 30% a permis de passer d’une élimination de 13,9% a 27,1%.

v L’ajustement du rapport C/N/Pmolaire & 100/10/1 a permis d’éliminer 59,6% des HPT ;

v L’ajout du Tween 80 n’a pas amélioré significativement la dégradation mais a enregistré
une amélioration de 24,9 a 40,2% des taux d’élimination par rapport a son absence dans
le systtme SO (27,1%). 1l a permis d’éliminer jusqu’a 38,5% de HPT pour une
concentration optimale de 0,6 g/kg de sol sec ;

v L’addition de H.O2a donné de meilleurs résultats que le Tween 80 et la dégradation des

HPT a atteint 47,2% dans le cas de la concentration 1,3 mol/kg de sol sec ;
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v" L’action combinée des nutriments et du Tween 80, des nutriments et du H2O; et des
nutriments, du Tween 80 et du H202, pour les conditions optimales, a généré une
dégradation significative des HPs du sol. Le meilleur rendement d’élimination des HPs
du sol (71,9%.) est enregistre pour un rapport C/N/Pmolaire @ 100/10/1, des concentrations
de Tween 80 et de H>O: respectives de 0,6g/kg de sol sec et 1,3 mol/kg de sol sec.

La détermination et 1’optimisation des facteurs et leurs interactions, a partir d’un plan factoriel
complet a deux niveaux des trois parametres étudiés : le rapport molaire N/P, les concentrations
de Tween 80 et de H>O», ont montré que 1’ajout du Tween 80 seul n’a pas d’effet sur la réponse
Y (enlévement des HPT), cependant, il influence la réponse Y a travers les effets d’interactions.
La fonction de désirabilité d, avec une valeur de 0,93, met en évidence que I’efficacité maximale
(72,72%+4,14) est obtenue pour un rapport molaire N/P = 10/1, [Tween 80] = 0,6 g/kg de sol
sec et [H202] = 1,3 mol/kg de sol sec, les résultats de I’optimisation corroborent les résultats de

I’étude en microcosmes par biostimulation en phase solide.

Dans le but de simuler un traitement in situ par bioventing, les conditions optimisées ont été
appliquées dans des réacteurs gaz/solide congus a cet effet, des débits d’aération inférieur au
deébit minimal de fluidisation (0,92L/min) ont été choisis 0,4, 0,6 et 0,8L/min en aération
continue et 0,8L/min a été choisi pour étudier I’effet du mode d’aération sur la dégradation des

HPs. Il ressort de 1’étude en colonne :

v’ La variation du débit d’aération dans la plage étudiée n’a pas permis d’améliorer
significativement la dégradation des HPT avec des taux d’enlévement variant de 70,04
a 75,55%, et seulement 5% d’amélioration a été enregistrée rapport a son absence dans
les mémes conditions dans 1’étude en microcosmes.

v’ La fixation du débit d’air a 0,8 L/min et I’aération en mode discontinue (2h la matinée
et 2h la fin de journée) ont permis d’éliminer 85,22% des HPT, soit une amélioration de
12,5% par rapport au mode continue.

v L’évolution du nombre cumulé de CO2 a mis en évidence une bonne corrélation entre

la respiration du sol, I’activité microbienne et le taux d’enlévement des HPT.

Nous avons également effectu¢ un lavage par de I’eau et une solution de tensioactif dans des
colonnes, toujours dans le but de simuler un traitement in situ. Les résultats du lavage ont mis
en évidence que le Tween 80 a permis d’éliminer 94,1% des HPs du sol au bout de 8 heures.
Ces résultats sont prometteurs et pourraient étre une alternative pour la remédiation du sol sujet

a une pollution agée.
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Les résultats obtenus sont satisfaisants et démontrent la faisabilit¢é d’un traitement de

bioremédiation en stimulant D’activit¢ des microorganismes indigénes par 1’addition de

nutriments et d’accepteurs d’électrons par I’addition de H>O mais également en favorisant la

biodisponibilité des polluants par 1’addition de surfactant (Tween 80). Toutefois les teneurs

résiduelles des HPs constituent un probléme en raison de leur impact négatif sur la santé et

l'environnement. Aussi et pour améliorer les performances du traitement et réduire au maximum

les teneurs résiduelles, il serait intéressant de considérer :

R/
L X4

L’application d’une gamme de débits de bioventing nettement plus faibles (0,4L/min)
en mode discontinu permettrait de déterminer les débits optimaux pour des rendements
de biodégradation plus élevés et pour réduire les pertes abiotiques des hydrocarbures

pétroliers et les métabolites formés et leur réinjection dans les colonnes de sol ;

Il serait aussi avantageux de déterminer, en mode discontinu, différents intervalles pour un

meilleur rapport efficacité cot ;

R/
o

L’étude de I’effet d’autres oxydants tel le persulfate (radicaux (SO4°) beaucoup plus
stables que les radicaux hydroxyles HO"), le peroxyde de calcium ou de magnésium,
oxydants trés stables, (Fenton modifi€) et de déterminer les gammes de concentrations
pour lesquelles 1’activité bactérienne n’est pas inhibée et est maximale ;

De suivre 1’évolution de I’oxydant et des radicaux libres formés (monitoring), en
particulier dans les cas de la mise en place des oxydations chimiques et biologiques
simultanément mais également 1’évolution des différentes fractions d’hydrocarbures
dans une premiére étape. La détermination et le contrdle des concentrations des
différents hydrocarbures et sous-produits de dégradation générés devraient étre realisés
en fin de traitement ;

Des traitements combinés de bioremédiation par biostimulation suivie des oxydations

avancée et biologique.
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Annexes



Annexe A.1 : Analyse granulométrique du sol
La mesure de la taille des particules de sol est réalisée par analyse par les méthodes de tamisage
et de sédimentométrie au niveau du Laboratoire Central des Travaux Publics (LCTP) d’Hussein

Dey. Nous représentons la moyenne de deux essais d’échantillon de 400g.

Granulométrie
dAi | mAi | di | mi % masse % masse % masse
N°= du tamis (um) (@ | (um) | () retenue refusé cumulé
1 1000 | 0,5 0,5 0,13 0,13 100,00
3 400 49 | 700 | 48,5 12,13 12,25 99,88
4 200 | 1415 300 | 92,5 23,13 35,38 87,75
5 100 182 | 150 | 40,5 10,13 45,50 64,63
6 80 184 | 90 2 0,50 46,00 54,00
75 77,5 48,87 51,13
55 65 50,31 49,69
38 46,5 53,18 46,82
25 31,5 56,06 43,94
Sédimentométrie | 17 21 58,93 41,07
12 14,5 61,81 38,19
8 10 64,68 35,32
5 6,5 74,74 25,26
2 3,5 81,64 18,36
1 1,5 100 0
120
¢ masse refusée masse cumulée
100 ¢
» 80
Ea
4 60 k.’_
° 40 - i 2 *
*
20 ¢
*
0 . . . . . . . . . . . . . .
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Figure A.1 : Distribution granulométrique des particules de sol.

Le diamétre moyen est déterminée a partir de la Figure A.1 et représente 50% du pourcentage
cumulé, dp = 76,851 um.



Annexe A.2 : Détermination de la masse volumique

My = Mg+ My + My > My =M — Mg — My

Mex = Vex - Peau = Mex = Vex

my
W= =My — Mg — Mey
Peau

Et pequ =1

Mex = Vox - Peau = Mex = Vex

(A1)

(A.2)
(A.3)

(A.4)

La porosité du milieu est définie comme étant le rapport du volume des pores par le volume

total.
£ == A5

m; : masse totale (g) ;

ms : masse du solide (g) ;

Mmex : masse d’eau en exces (g);

m, : masse de I’eau dans les pores (g) ;

V) : volume d’eau emprisonné dans les pores (cm?);
Vs : volume du solide (cm?);

V:: volume apparent du solide (cm?) ;

€ : porosité du sol.



Annexe A.3 : Demande chimique en Oxygéne
Préparation de la solution de digestion

Peser exactement environ 10,20 g de K2Cr20O7 (cf. 6.2), préalablement séché a 105 °C pendant
2 heures, et dissoudre dans environ 500 ml d'eau. Ajouter doucement 167 ml de H>SO4 et 33,30
g de HgSO4. Agiter jusqu'a dissolution compléte, laisser refroidir et compléter a 1 000 ml avec

de I'eau.
Préparation du réactif acide

Dans une bouteille d'acide sulfurique dont le poids d'acide est connu, verser 5,50 g d’Ag2S04
par kg d'acide sulfurique. Par exemple, pour une bouteille contenant 2,5 litres ou 4,6 kg d'acide
sulfurique, un poids de 25,23 g d’Ag>SO4 est alors ajouté. Laisser reposer 1 a 2 jours pour que
1’ Ag>S0O4 soit completement dissous. Inverser la bouteille 3 fois avant la premiére utilisation,
pour s’assurer que la concentration de sulfate d’argent soit la méme dans toute la bouteille. La

solution doit étre conservée a l'obscurité.
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Figure A.2 : Courbe d’étalonnage de la DCO.



Annexe A.4 : Dosage des nutriments et courbes d’étalonnage

1. Dosage des nitrite (NO2)
» Préparation de la Solution étalon

e Solution mére 100 mg/I

Dissoudre 0,345 g de nitrite de sodium (séché a 105°C durant au moins 2h) dans 1000 ml d’eau
distillée. Conserver dans un flacon en verre inactinique ;

e Solution fille Img/I

Prélever 10 ml de solution mére et compléter a 1000 ml avec de 1’eau distillée.

> Préparation des réactifs

Réactif Zambelli
Réactif utilisé Quantité pour 1000 ml Quantité pour 100 ml
Acide chlorhydrique pur (d 260 ml 26 ml
=1,19)

Acide sulfanilique 59 059
Phénol crostallisé 759 0,75¢
Chlorure d’ammonium 1359 1359
Eau distillée 625 ml 62,5 ml

Introduire dans une fiole jaugée d’un litre, I’acide chlorhydrique et I’eau distillée. Puis y

dissoudre I’acide sulfanilique et le phénol en chauffant légérement au bain-marie.

Apres dissolution compléte ajouter le chlorure d’ammonium et agiter jusqu’a dissolution. Apres

refroidissement ajuster s’il y a eu lieu le volume de la solution a 1 litre avec de I’eau distillée.

Mode opératoire

Dans une série de fioles jaugées de S50ml ;

e Introduire les volumes suivants : 0, 1, 5, 10, 15, 20 ml de la solution étalon d’azote

nitreux a 1 mg/L ;

o Compléter a 50 ml avec de I’eau distillée ;

e Ajouter 2 ml de réactif de Zambelli dans chaque fiole. Agiter et laisser reposer 10

minutes ;

e Ajouter ensuite 2ml d’ammoniaque pur (d=0,925) ;

e Effectuer la mesure de la D.O par le spectrophotométre a longueur d’onde de 435 nm.




y=1,1725x
R?=0,9992

3 04 05 06 07 08 09

0 01 02 0 ;
C (mg/L)

>

)

Figure A.3 : Courbe d’étalonnage des nitrites.

2. Dosage des nitrates (NO3)
» Préparation de la Solution étalon

e Solution mere 100 mg/I

Dissoudre 0,722 g de nitrate de potassium dans 1000 ml d’eau distillée ; ajouter 1 ml de

chloroforme. Conserver dans un flacon en verre inactinique ;
e Solution fille 5 mg/l

Prélever 50 ml de solution mére et compléter a 1000 ml avec de 1’eau distillée.
> Préparation des réactifs

Solution de Salicylate de Sodium 0,5% :

Dissoudre 0,5 g de Salicylate de sodium dans 100ml d’eau distillée.

Solution d’hydroxyde de sodium 30% :

Dissoudre 30 g de NaOH dans 100 mL d’eau distillée.

Tarte double de sodium et de potassium :

Dissoudre 500 g de tartrate de sodium et de potassium dans 1000 ml d’eau distillée chaude.



Mode opératoire
Dans une série de fioles jaugées de 10 ml

e Introduire successivement les volumes suivants de la solution fille : 0-1-2-3-4-6 ml ;
e Ajouter dans chaque fiole les volumes suivants de I’cau distillée : 10-9-8-7-6-4 ml ;
e Ajouter 1ml de la solution de salicylate de sodium dans chaque fiole ;

e Ajouter 2 a 3 gouttes de NaOH a 30% dans chaque fiole ;

e Evaporer a sec au bain marie (75 - 88 °C) puis laisser refroidir ;

e Reprendre le résidu par 2 ml de H2SO4 concentré, laisser au repos 10 min ;

e Ajouter 15 ml de I’eau distillée et 15 ml de tartrate double de sodium et de potassium.
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Figure A.4 : Courbe d’étalonnage des nitrates.

Dosage de I’azote ammoniacal (NH4")

» Préparation de la solution étalon

e Solution mere 1 g/l

Dissoudre 0,297 g de nitrite de sodium dans 1000 ml d’eau distillée ;
Conserver dans un flacon en verre inactinique ;
e Solution fille 10 mg/I

Prélever 10 ml de solution meére et compléter a 100 ml avec de 1’eau distillée.

» Préparation des réactifs



Réactif de Nessler

Dissoudre 50 g de KI dans 35 ml d’eau distillée ajouter une quantité suffisante de HgCl» jusqu’a
apparition de précipité, ajouter ensuite 400 ml de la solution d’hydroxyde de sodium 9N ajusté

a 1000 ml dans une fiole jaugée, laisser reposer et décanter.
Tartrate double de sodium et de potassium

Dissoudre 500 g de tartrate double de sodium et de potassium dans 1000 ml d’eau distillée
chaude, apres refroidissement, ajouter 50 ml de réactif Nessler, laisser reposer 2 jours et filtré

ce qui permit d’¢éliminer les ions d’ammonium présent dabs 1’eau ou dans le réactif.
Mode opératoire
Dans une série de fioles jaugées de 50ml :

e Introduire de la solution fille les volumes suivants : 0-1-2-5-10-15-20 ml.

e Compléter a 50ml avec de I’eau distillée et ajouter 2ml de la solution de tartrate double
de sodium et de potassium. Mélanger.

e Ajouter 2ml de réactif de Nessler et mélanger a nouveau.

e Attendre 10min et effectuer les mesures spectrophotométriques a la longueur d’onde de

420nm.
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Figure A.5 : Courbe d’étalonnage de 1’azote ammoniacal.



Dosage du phosphore (PO4?)

» Préparation de la solution étalon

e Solution mere 1 g/l

Peser 0,2197g de KH2PO4 (séché a I’étuve a 105 °C pendant 1h), ajouter Iml d’acide sulfurique

dans une fiole de 1000 ml, puis compléter avec de 1’eau distillée.

e Solution fille 10 mg/I
Prélever 20ml de cette solution et compléter a 1000 ml par 1’eau distillée (préparer au moment

de I’emploi).

Préparation des réactifs

Solution d’acide sulfurique 15 % :

Me¢élanger 15 ml d’acide sulfurique dans 100 ml d’eau distillée.
Solution molybdate d’ammonium 40 g/1 :

Dissoudre 40 g dans 1000 ml d’eau distillée

Solution acide ascrobique 20 g/ :

Dissoudre 20 g dans 1000 ml d’eau distillée.

Solution de tatrate double antimoine et de potassium 2,8 g/l :
Dissoudre 2,8 g dans 1000 ml d’eau distillée

Réactif combiné :

Dans une fiole de 100ml introduire 50ml d’acide sulfurique a 15% en volume, Sml de la solution
de tartrate double d’antimoine et de potassium a 2,8g /I, 15ml de solution de molybdate

d’ammonium a 40g/1, puis compléter le volume par de 1’eau distillée
Mode opératoire
Dans une série de fioles jaugées de 25 ml :

e Introduire les volumes suivants de la solution fille : 0, 1, 5, 10, 15, 20 ml ;
e Compléter avec de I’eau distillée. ;
e 2mL de la solution molybdate acide ;

e Ajouter 4 ml de réactif combiné, mélanger soigneusement ;



Attendre 30 minutes, jusqu’a la stabilisation de la couleur bleue ;

Effectuer les mesures a la longueur d’onde 880 nm.
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Figure A.6 : Courbe d’étalonnage du phosphore.
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Annexe A.7 : Table de student

0%
nddl | ...t..
a/2 | /2
-t 0 t

0.9 0.5 0.3 0.2 0.1 0.05 0.02 0.01 0.001
1 |0.1584 1.000 1.963 3.078 6.314 12.71 31.82 63.66 636.6
2 |0.1421 0.8165 1.386 1.886 2.920 4.303 6.965 9.925 31.60
3 |0.1366 0.7649 1.250 1.638 2.353 3.182 4.541 5.841 12.92
4 [0.1338 0.7407 1.190 1.533 2.132 2.776 3.747 4.604 8.610
5 |0.1322 0.7267 1.156 1.476 2.015 2.571 3.365 4.032 6.869
6 |0.1311 0.7176 1.134 1.440 1.943 2.447 3.143 3.707 5.959
7 |0.1303 0.7111 1.119 1.415 1.895 2.365 2.998 3.499 5.408
8 [0.1297 0.7064 1.108 1.397 1.860 2.306 2.896 3.355 5.041
9 |[0.1293 0.7027 1.100 1.383 1.833 2.262 2.821 3.250 4.781
10|0.1289 0.6998 1.093 1.372 1.812 2.228 2.764 3.169 4.587
11(0.1286 0.6974 1.088 1.363 1.796 2.201 2.718 3.106 4.437
12 (0.1283 0.6955 1.083 1.356 1.782 2.179 2.681 3.055 4.318
13 (0.1281 0.6938 1.079 1.350 1.771 2.160 2.650 3.012 4.221
14 [0.1280 0.6924 1.076 1.345 1.761 2.145 2.624 2.977 4.140
15(0.1278 0.6912 1.074 1.341 1.753 2.131 2.602 2.947 4.073
16 [0.1277 0.6901 1.071 1.337 1.746 2.120 2.583 2.921 4.015
17 (0.1276 0.6892 1.069 1.333 1.740 2.110 2.567 2.898 3.965
18 (0.1274 0.6884 1.067 1.330 1.734 2.101 2.552 2.878 3.922
19(0.1274 0.6876 1.066 1.328 1.729 2.093 2.539 2.861 3.883
20(0.1273 0.6870 1.064 1.325 1.725 2.086 2.528 2.845 3.850
21|0.1272 0.6864 1.063 1.323 1.721 2.080 2.518 2.831 3.819
22 [0.1271 0.6858 1.061 1.321 1.717 2.074 2.508 2.819 3.792
23 (0.1271 0.6853 1.060 1.319 1.714 2.069 2.500 2.807 3.768
24 [0.1270 0.6848 1.059 1.318 1.711 2.064 2.492 2.797 3.745
25[0.1269 0.6844 1.058 1.316 1.708 2.060 2.485 2.787 3.725




Annexe A.8 : Table de Fisher

Table de Fisher-Snedecor, o = 3 % [35¢ cantile)

- | vy [ raisur)

Mén) 1z 3 4 5 & T | 8% 8 | W ™ N 4 S5 0 W 10 20 50 100
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1000 35 300 261 23 (222 211 (208 195 189 184 158 147 141 136 13 12 12 11 113 1M
2000 38 100 260 23 222 210 201 194 168 184 150 146 140 136 1% 1A 1B 14 112 10
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