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Abstract

Some human activities cause pollution of soil and groundwater. Bioremediation is a
remediation method that uses the metabolic capacity of bacteria to degrade organic pollutants.
In this study, we investigated the effect of these two parameters on the bacterial growth and
decontamination capacity of soil polluted with diesel at 10 g/kg. Bubble column bioreactors
were used ; each bioreactor was filled with contaminated soil. The experiments were carried
out according to two configurations, A and B, to characterize separately the pollutant
biodegradation rate generated by bacterial activity alone and the elimination rate generated by
aeration. Contaminated soils were amended with NH4Cl and KH>POs solutions at different
C/N/P molar ratios of 100/10/1, 100/5/1, 100/25/1, 10/10/3, and 100/10/0.33. The results
showed a significant relationship between airflow rate, C/N/P molar ratio, and diesel oil
removal on the one hand and microbial biomass growth on the other. After 26 days of treatment,
the removal rates are 58, 70, 79, 78, and 97% for 0.25, 0.5, 1, 1.5 and 2 L/min, respectively, at
a C/N/P molar ratio of 100/10/1.

In addition, the best biodegradation rate reached is about 36%, obtained after 12 days of
decontamination using an airflow rate of 1 L/min and a C/N/P molar ratio of 100/10/1.
Keywords : Gazoil, pollution, bioremediation, nutrients, micro-organisms.

Résumé

Certaines activités humaines entrainent une pollution du sol et des eaux souterraines. La
bioremédiation est une méthode de dépollution qui utilise la capacité métabolique des bactéries
a dégrader les polluants organiques. Dans cette ¢tude, nous avons étudié 1’effet de deux
parametres sur la croissance bactérienne et le pouvoir de décontamination d'un sol pollué par
du gasoil a 10 g/kg. Des bioréacteurs de type colonne a bulles ont été utilisés ; chaque
bioréacteur a été rempli de sol pollué. Les expériences ont été réalisées selon deux
configurations, A et B, afin de caractériser séparément le taux de biodégradation du polluant
généré uniquement par l'activité bactérienne et le taux d'élimination généré par l'aération. Le



sol contaminé a ét¢ amendé avec des solutions de NH4Cl et KHoPOg4 selon différents rapports
molaires C/N/P : 100/10/1, 100/5/1, 100/25/1, 10/10/3 et 100/10/0,33. Les résultats ont montré
une relation significative entre le débit d'air, le rapport molaire C/N/P et 1'élimination de 1'huile
diesel d'une part, et la croissance de la biomasse microbienne d'autre part. Aprés 26 jours de
traitement , les taux d'élimination étaient de 58, 70, 79, 78 et 97 % pour les débits d’air de 0,25,
0,5, 1, 1,5 et 2 L/min, respectivement, et pour un rapport molaire C/N/P de 100/10/1.

De plus, le meilleur taux de biodégradation atteint est de 36 % et ce apres 12 jours de
décontamination, en utilisant un débit d'air de 1 L/min et un rapport molaire C/N/P de 100/10/1.

Mots clés : Gasoil, pollution, bioremédiation, nutriments, aération, micro-organismes.
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Introduction Générale

INTRODUCTION GENERALE

Le sol est un systeme hétérogene complexe composé principalement d’une phase solide
représentée par les particules du sol, d’une phase liquide représentée par I’eau et d’une phase
gazeuse constituée par ’air emprisonné dans le sol. Situé a l'interface entre I'hydrosphere, la
géosphere et la biosphere, le sol est un compartiment primordial a surveiller. Il représente la
partie superficielle soumise aux processus pédologiques et subissant des évolutions plus ou
moins importantes de la composition chimique et de la constitution minéralogique. La surface
du sol est limitée sur terre, c'est donc une ressource a priori non renouvelable qu'il faut ménager.
Sa fonction essentielle est de supporter physiquement toute activité humaine.

Cependant, les activités humaines dans le domaine industriel, notamment, celles initiées dés le
XIX™e sigcle et I’accélération des progrés techniques, ont laissé derriére elles des sols pollués
par des substances qui sont parfois dangereuses. Ces sites pollués peuvent alors présenter des
risques de transfert de polluants vers des cibles sensibles, comme les ressources en eau, les
¢cosystémes et la santé humaine. IlIs peuvent également avec le temps se disperser dans
l'environnement, augmentant ainsi la taille des surfaces polluées. La contamination des sols est
devenue de ce fait un phénoméne mondial qui concerne les pays industrialisés en premier lieu
et touche de plus en plus les pays en voie de développement. En effet, les délocalisations des
sites industriels vers les pays en voie de développement et la faiblesse des mécanismes de mise
en ceuvre des normes et des standards internationaux, exposent ces pays aux risques accrus de
pollution des sols [1].

Parmi les activités humaines, I’industrie pétroliére représente une source de pollution majeure
pour I’environnement, ce qui a une influence considérable sur les équilibres écologiques ainsi
que les activités économiques des zones polluées. L.’ Agence Internationale de I’énergie a publié
un rapport en mars 2021 qui montre que la consommation mondiale de pétrole est passée de
94,7 Mb/j au dernier trimestre de 2020 et va probablement dépasser les 100 Mb/j en 2026.

En Algérie, la pollution du sol par les hydrocarbures, est devenue un grand probléme avec le
développement de 1'industrie pétrochimique et I'installation de nombreuses stations-service et
de pipes souterraines. Bien que des progres substantiels aient été accomplis ces derniéres années
pour réduire les rejets industriels a 1origine de pollutions chroniques, accidentelles
(déversements accidentels ou rejets non controlés) dus a, des pratiques inadéquates
d’entreposage de résidus industriels, des fuites de réservoirs souterrains et des ruptures
d’oléoducs se produisent toujours. Les hydrocarbures pétroliers sous forme de carburants,

(essence, gasoil, etc.) sont des contaminants trés communs [2]. La prise de conscience du danger
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que constituent les sols contaminés pour I’environnement a permis d’¢élaborer un recueil de
textes réglementaires (la lois 03-10 du 19 juillet 2003) relatif a la protection de I’environnement
et le développement durable. Cette loi définit et fixe les régles de la protection des sols et des
eaux souterraines ainsi que la décontamination des sites pollués.

Afin de préserver et de restaurer ces écosystémes et d’¢liminer ces polluants, il est donc
nécessaire de développer des techniques fiables et efficaces de réhabilitation [3]. C’est avec cet
objectif qu’un arsenal de techniques a ét€¢ mis en ceuvre. Les premiéres ont exploité des procédés
mécaniques, physiques et/ou chimiques afin d'éliminer les contaminations. Grace a ces
méthodes, les polluants sont immobilisés, extraits et/ou détruits afin de réduire leurs impacts
sur I’environnement et la santé humaine. Cependant, ces techniques peuvent étre trés invasives
pour les écosystémes traités, car d’une part, elles nécessitent souvent I’excavation des matériaux
pollués, ce qui peut perturber I’environnement et, d’autre part, elles peuvent entrainer le rejet
de composés toxiques.

Il existe, cependant une alternative a ces techniques, permettant de limiter ces effets néfastes,
parmi lesquelles, nous citons a titre d’exemple, la remédiation biologique. Cette approche
repose sur [’utilisation de capacités naturelles des plantes (phytoremédiation) et des
microorganismes (bioremédiation), a dégrader les polluants, parfois méme jusqu’a leur
minéralisation compléte [3,4].

La bioremédiation s’appuie sur les capacités métaboliques des communautés microbiennes
capables de dégrader ces polluants. Elle constitue I’option la plus rentable et la plus écologique
pour l'assainissement des sols et des eaux pollués par le pétrole. Il s'agit d'une technique utilisée
pour traiter la pollution par les hydrocarbures dans les écosystémes terrestres et aquatiques [5].
Sur le terrain, les techniques de traitement thermiques et physico-chimiques, bien qu’elles
nécessitent des moyens onéreux, sont les plus répandues. Tandis que les procédés de traitement
biologiques sont souvent considérés comme réservés a une catégorie restreinte de composés
comme les hydrocarbures pétroliers 1égers ou adaptés a des conditions particulicres. L’avantage
principal de la bioremédiation réside dans le fait que c’est une réelle méthode de dépollution,
et non un simple transfert de polluants d’un milieu a un autre, puisque les molécules du polluant
sont décomposées et donc détruites.

Certaines souches microbiennes qui sont capables de transformer ou de minéraliser des
polluants organiques sont a l'origine du développement des techniques de bioremédiation pour
la dépollution des sites contaminés. Comprendre les voies utilisées par ces micro-organismes

pour attaquer, dégrader et utiliser des composants de pétrole pour assurer leur croissance a été
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un fort potentiel au début de la microbiologie du pétrole, ce qui a permis de lutter efficacement
contre certains déversements d’hydrocarbures et d'autres problémes environnementaux [6].
Les principaux parametres de ce traitement sont en conséquence ceux qui influencent les
conditions de croissance des micro-organismes, a savoir, le taux d’oxygeéne, I’apport en
nutriments en particulier I’azote et le phosphore (N et P), I’humidité, la température, le pH, et
les parametres physico-chimiques des produits a traiter.

Le gasoil est un contaminant trés commun, c’est I’un des principaux produits de la distillation
du pétrole brut. Il est constitué principalement d’hydrocarbures saturés et de composés
aromatiques. Utilis¢€ principalement comme carburant et moyen de chauffage, il représente une
source permanente de pollution.

La présente étude a été réalisée au Laboratoire des Phénomenes de Transfert de I’Université
des Sciences et de la Technologie Houari Boumediene sous la direction des professeurs. F.
Bentahar et R. Rihani ; son objectif principal consiste a étudier la cinétique d’élimination du
gasoil dans un milieu poreux, composé de sol comme phase solide continue, les parametres clés
et leurs impacts sur 1’élimination du gasoil ont été pris en considération.

L’intérét réside dans la détermination des conditions favorables optimales permettant
d’améliorer le pouvoir dégradeur des bactéries.

Cette these est divisée en trois chapitres.

Le premier chapitre est dédi¢ a une synthése bibliographique sur le sol, ses caractéristiques, les
sources de pollutions du sol, ainsi qu’un apercu sur les différentes méthodes de dépollution les
plus couramment utilisées en insistant sur les méthodes biologiques, et en particulier, la
biodégradation comme moyen de bioremédiation des sols pollués.

Le deuxiéme chapitre décrit I’installation expérimentale, les différents matériels, les produits et
les méthodes d’analyses exploités pour la réalisation de la décontamination du sol pollué par

un mélange d’hydrocarbures.

Le troisiéme chapitre est consacré aux résultats obtenus répartis en trois parties principales,
dans la premicre partie nous présentons une ¢tude préliminaire sur les différents parametres
opératoires de D’installation expérimentale, la seconde partie est consacrée a 1’¢tude de
I’influence de 1’aération sur la cinétique d’¢élimination du gasoil sous I’effet de I’entrainement
par I’air et de I’activité bactérienne, dans la troisiéme partie nous nous intéressons a I’influence
des nutriments sur les taux d’élimination du gasoil.

Nous terminerons par une conclusion générale et les perspectives a ce travail.
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Chapitre 1. Synthése Bibliographique

I.1 Introduction

La contamination des sols est un phénoméne mondial qui concerne les pays industrialisés en
premier lieu, mais qui touchent aussi les pays en voie de développement. En effet, les
délocalisations des sites industriels vers les pays en voie de développement et la faiblesse des
mécanismes de mise en ceuvre des normes et des standards internationaux, exposent ces pays
au risque de pollution des sols. De nombreux sites sont, ainsi affectés par des pollutions
multiples, de natures variées (organiques et/ou minérales), superposées ou séparées
géographiquement. Il est a noter que ces polluants menacent de plus en plus la dégradation de
I’environnement.

Ainsi, la dépollution des terres est une pratique qui devrait se développer davantage pour
préserver les sols a vocation agricole, d’une part, et pour éviter la propagation et la dispersion
des molécules dangereuses ainsi que leur infiltration dans les nappes phréatiques et dans la

chaine alimentaire, d’autre part.

1.2 Constitution des Sols

Les sols constituent des ¢léments essentiels des biotopes continentaux. Leur ensemble,
dénommé pédosphére, résulte de l'interaction de deux compartiments biosphériques,
'atmosphere et les deux couches superficielles de la lithosphére. C'est 1'altération des roches
meres, due a des forces chimiques et biologiques, donnant naissance au régolite (manteau
superficiel de débris), lui-méme transformé en ce que 1'on appelle le sol. Les cinq principaux
facteurs impliqués dans la formation du sol sont la roche mére, le climat, la topographie,
l'activité biologique et le temps [6].

Le sol a de nombreuses fonctions, ¢’est un milieu biologique dans lequel se développent des
organismes vivants. Ce développement dépend essentiellement de la qualité du sol ou de sa
fertilité¢ (quantité de carbone, d’azote, capacité d’échange d’ions, etc.). Il est aussi un acteur
déterminant du cycle de I’eau (le stockage et la régulation) et de la qualité de cette eau (source
de pollution, capacité de rétention des polluants mais aussi biodégradation de ceux-ci). On
consideére qu'un "bon" sol agricole est constitué¢ de 25 % d'eau, 25 % d'air, 45 % de matiére
minérale et de 5 % de matiere organique. Ceci permet de distinguer deux domaines a savoir :
un domaine non saturé et un domaine saturé. La zone non saturée constitue une interface entre
I’atmosphere et ’hydrosphére. Dans cette partie, les pores du sol ne sont que partiellement
remplis par I’eau et le gaz y prédomine. La zone saturée est une zone ou I’ensemble des pores
est rempli d’eau [6]. Les phases qui constituent le sol sont citées ci-apres :

> Phase gazeuse : La phase gazeuse du sol est souvent similaire a celle de ’air. Elle est
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fonction de Dactivité biologique et de la proximité de 1’atmosphére, les sols aérés
contiennent entre 18 et 20,5 % (v/v) d’oxygéne, mais cette teneur est inférieure si le sol est
peu ou pas aéré. La concentration en CO; varie de 0,3 a 3 % (v/v) mais peut étre plus élevée
pres des racines ou en profondeur. L’air du sol peut aussi contenir des compos€s organiques

volatiles, NO, N2O, NH3, CHa4, H2S [7].

Phase liquide : L’eau est le constituant majeur de la solution du sol, vecteur d’éléments
dissous, de complexes, de particules, et de colloides qui alimente les plantes et les étres
vivants du sol. Cette phase peut étre sous forme d’eau de ruissellement, d’eau de gravité ou
de retenue d’eau. Selon leur capacité de rétention, les sols ont une teneur en eau variable,
elle est plus importante pour les sols argileux que pour les sols sableux ce qui peut influencer
les paramétres physico-chimiques et biologiques du sol. II est essentiel de comprendre les
processus chimiques, qui affectent la concentration des ions et des molécules dans la
solution de sol. Cette dernicre est considérée comme €tant en équilibre avec la phase solide,
et ou sa composition peut étre modifiée par les processus d’échange d’ions, de

solubilisation/précipitation et d’adsorption/désorption.

Phase solide : La porosité du sol est I’espace vide des pores présents dans le sol et
représente généralement entre 30 a 60 % du volume total du sol. Elle est constituée par les
composés minéraux, ils sont de nature tres diverse, ils peuvent €tre classés en fonction de
leur granulométrie (Cf.Tableau I.1). Ces éléments sont principalement les cations (Ca?",

Mg?" et K¥) [3].

Par ailleurs, des réactions chimiques peuvent se produire entre les différentes phases.

Tableau 1.1 : Nature des composés du sol en fonction de leur granulométrie [7].

Nature du composé Taille des particules ( pm)
Argile 02-2
Limon 2 —600
Sable 600 — 2000
Gravier 2000 — 60 000
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1.2.1 Fractions du sol

a. Fraction minérale

La fraction minérale provient de la dégradation des composés de roches et de minéraux selon
des processus naturels tels que : I’érosion, le vent, la désagrégation, les changements de
température, etc. Ces processus sont appelés altérations physiques. Outre, les altérations
physiques, il existe également les altérations chimiques qui se produisent lorsque certains
minéraux réagissent avec des substances présentes dans leur environnement pour former des
ions, des oxydes et de minéraux argileux.

L’oxygene, le silicium, ’aluminium et le fer sont les ingrédients prédominants du sol ; en
proportion moindre, on trouve du calcium, du magnésium, du potassium, du titane, du soufre et
du phosphore. Ces éléments proviennent, d une part, de 1’altération des roches, et d’autre part,
des activités métaboliques combinées des micro-organismes, leurs teneurs affectent la structure

du sol, sa capacité d’adsorption et son pouvoir nutritionnel [7].

b. Fraction organique

La fraction organique d'un sol est constituée de plus de 80% de mati¢re organique morte
(résidus de plantes et d'animaux en état de décomposition naturelle). Il se trouve aussi des
organismes vivants, tels que : des bactéries dont beaucoup d’actinomycetes, des champignons
et de microfaune formée de protozoaires, nématodes, insectes, vers de terre [7]. La matiére
organique est la partie non vivante de la fraction organique du sol, constituée de substances
humiques provenant de la décomposition des débris d’animaux et de végétaux. Elle est
composée des ¢léments principaux (C, H, O, N) et des ¢léments secondaires (S, P, K, Ca, Mg).
C’est la source d’azote naturelle la plus importante pour les plantes. Les composés organiques
sont biodégradés ou minéralisés au fil du temps par les micro-organismes. Leur temps de
résidence dans le sol est de I’ordre de 15 ans [8].

Le sol est un habitat généralement favorable a la prolifération des microorganismes, leur
nombre est supérieur a celui trouvé dans les eaux douces ou marines : la population microbienne
s'éléve a des valeurs comprises entre 10° et 10° bactéries par gramme de sol [8]. Leur abondance
et leur nature dépendent du type de sol, de la végétation, du climat et des diverses actions

anthropiques et de leurs variations.

1.2.2 Faune du sol
Les sols contiennent des étres vivants, nous citons a titre d’exemple, 1 kg de sol fertile contient
environ 3 000 milliards de bactéries, 400 millions de champignons microscopiques, 50 millions

d’algues, 30 millions d’animaux unicellulaires (protozoaires), de vers et toutes sortes d’insectes

6
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[9]. Les micro-organismes sont plus abondant a la surface, plus le sol est profond, plus ils
diminuent en unités pour former des colonies.
Les animaux qui vivent dans le sol peuvent étre regroupés sous 1’appellation « faune du sol »,
ils sont classés selon leurs tailles :

— Les organismes de taille inférieure a 0,2 mm forment la microfaune ;

— Entre 0,2 et 4 mm, ils appartiennent a la méso-faune ;

— Au-dessus de 4 mm, ils font partie de la macrofaune [9].
e Principaux groupes microbiens des sols

1. Bactéries : Cellules unicellulaires procaryotes. Les bactéries sont les plus petites et les plus
nombreuses des organismes dans le sol. Il y a plus de 400 genres identifiés et environ
10* espéces [10-11]. Les espéces encore inconnues sont plus nombreuses que trés
probablement celles déja connues. Cette grande variété des especes montre la grande
complexité des communautés procaryotes présentes au sein de ces écosystémes, c’est
pourquoi, plusieurs scientifiques ont mené plusieurs études portant sur différents types de
sols [12-13].

2. Actinomycetes : Bactéries unicellulaires caractérisées par leur forme filamenteuse, elles
jouent un role important dans la décomposition de la mati¢re organique, elles contribuent
ainsi au recyclage des nutriments dans les écosystemes. Elles sont aussi connues pour leur
capacité a produire une variété de métabolites secondaires, nous citons a titre d’exemple,
les antibiotiques.

3. Champignons : Ces organismes possédent une structure filamenteuse, appelée mycélium,
qui est composée de longs filaments appelés hyphes. Ces derniers sont constitués de
cellules eucaryotes, c'est-a-dire qu'ils possedent un noyau délimité par une membrane. Le
mycélium des champignons est souvent souterrain, il peut s'étendre sur de grandes
distances pour former un réseau complexe. Quant aux hyphes, ils sont responsables de
l'absorption des nutriments nécessaires a la croissance du champignon. Ils sécrétent aussi
des enzymes qui décomposent la matiére organique en substances simples facilement
assimilables.

4. Algues et cyanobactéries : Les micro-algues sont des microorganismes photosynthétiques

eucaryotes capables de produire de la biomasse a partir de dioxyde de carbone et de I’eau ;
la réaction est catalysée par 1I’énergie solaire qui sera convertie en énergie chimique [14].

Selon Cadoret et Bernard (2008) leur taille varie de quelques micrometres a une centaine
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de micrometres et leur structure cellulaire est délimitée par une paroi qui contient les

polysaccharides. Elles renferment un noyau qui contient le matériel génétique [15].
La membrane plasmique renferme des organites essentiels a son fonctionnement et a son
métabolisme, tels que : les chloroplastes, les amyloplastes, les oléoplastes et les
mitochondries. Le chloroplaste contient les membranes thylakoides, sieéges des réactions
photosynthétiques, elles renferment tous les pigments photosynthétiques (les chlorophylles,
les caroténoides et les phycobiliprotéines). En ce qui concerne la forme des microalgues,
elles présentent différentes formes a savoir : la forme sphérique (porphyridium), la forme en
croissant (Clostridium), la forme en spirale (Arthrospira), la forme d’une gouttelette

(Chlamydomonas) et la forme d’une étoile (Staurastrum) [16].

5. Protozoaires : Ce sont des organismes unicellulaires eucaryotes qui jouent un rdle essentiel
dans I'évolution du régne animal. En tant que précurseurs du régne animal, ils ont contribué
au développement de formes de vie plus complexes. Il y a des formes libres et d'autres
parasites. Ils peuvent vivre dans I'eau ou dans les sols humides ou a l'intérieur d'un
organisme. Ils s’adaptent a tous les milieux de vie, et certains sont des parasites qui peuvent
étre dangereux.

6. Virus : les virus ne sont pas des organismes au sens strict d'étres vivants. Ils sont mieux
classés comme des éléments génétiques ; des particules composées d'un acide nucléique
ADN ou ARN généralement entourés par une couche de protéines appelée capside. Ils ne
peuvent pas se reproduire a moins qu'ils ne gagnent l'entrée dans une cellule vivante "hote"
pour se reproduire et se propager. La cellule hote peut étre utilisée comme une usine qui
permet de produire de nouvelles particules virales, dont la libération peut causer I’infection
d’autres cellules. Le tableau 1.2 regroupe les organismes microscopiques contenant dans le

sol.

Tableau 1.2 Principaux organismes microscopique du sol [17].

Organismes microscopiques Nombre par m3
Protozoaires 10°a10°
Algues 10%a 10*
Bactéries 108210
Champignons 103 10°




Chapitre 1. Synthése Bibliographique

1.2.3 Caractéristiques du sol

Le sol joue un réle important dans les écosystémes, il fournit les nutriments essentiels a
I’ensemble de la plante [18]. Les caractéristiques du sol comprennent la granulométrie, la teneur
en matiére organique, la teneur en argile, le pH, ’humidité, la masse volumique, la porosité, la
perméabilité, et les teneurs en éléments chimiques : phosphore, ammoniac, nitrates, nitrites et
carbone organique [7]. Parmi ces caractéristiques, certaines d’entre elles sont particuliérement

importantes.

a. Granulométrie

La granulométrie du sol est la distribution des différentes tailles de particules présentes dans le
sol. Il existe de nombreuses méthodes qui permettent la détermination de la granulométrie a
savoir : la microscopie, le tamisage, le compteur Coulter, la sédimentation ...etc. Cependant,
les opérations de tamisage-sédimentation sont les plus largement utilisées. Elles sont
considérées comme 1’une des caractéristiques physiques les plus fondamentales car elles font
appel a la notion de structure et de texture. En effet, la proportion relative des différentes
catégories de particules dans le sol détermine sa texture. La connaissance de la texture du sol
est importante en ce qui concerne les propriétés hydriques et thermiques, la sensibilité¢ a
1’érosion, les possibilités d’échange de la phase gazeuse et de I’activité microbiologique dans
les sols. De plus, elle donne accés a d’autres parametres plus difficiles a mesurer telles que :
I’interface air-eau, la distribution de la taille des pores ainsi que le mouvement de 1’eau a travers
un milieu poreux [19-20-21]. Lorsque les propriétés du milieu doivent étre décrites localement,

il est nécessaire d’accéder a la distribution des dimensions des grains et des pores.

b. Potentiel hydrogene

Le pH du sol est la mesure de la quantité d’ions H* libres dans 1’eau du sol. Un sol est dit acide
pour un pH inférieur a 6,8 et basique pour un pH supérieur a 7,2. Les sols sont trés acides a des
pH inférieurs a 5,5 ou tres alcalins a des pH supérieurs a 8. Par conséquent, un changement du
pH du sol de 6 a 8 correspond a une diminution de 100 fois de I’activité des ions hydrogéne ce
qui influe sur le mécanisme d’adsorption et de désorption [22]. Le pH affecte la disponibilité
ou le déséquilibre des éléments nutritifs, leur toxicité possible, 1’activité des organismes

pathogenes ainsi que I’activité des micro-organismes.
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c. Perméabilité

La perméabilité est 1’aptitude d’un milieu a se laisser traverser par 1’eau, sous 1’action d’un
gradient hydraulique. C’est la résistance du milieu a I’écoulement de 1’eau qui le traverse. Elle
peut étre mesurée par le coefficient de perméabilité (ou conductivité hydraulique), K. [13]. Les
essais de perméabilité sont réservés pour déterminer la perméabilit¢ des sols dans le
dimensionnement des systétmes de dispersion et non pas dans I’évaluation des régimes
hydriques du sol. Les sols contenant des zones peu perméables forment des nappes phréatiques
perchées pendant les périodes de fortes pluies. Ces nappes phréatiques perchées peuvent
entrainer des débits d’effluents saturés, des débits latéraux et/ou transport des effluents a la
surface du sol. C’est pourquoi, une compréhension approfondie des caractéristiques de drainage
est importante pour déterminer le comportement des effluents dans les sols. Ces caractéristiques
sont dues a la complexité de certains facteurs, nous citons a titre d’exemple, la stratification du
sol, la perméabilité des différentes zones du sol, la présence de couches successives, et les
conditions météorologiques [23]. La perméabilité de quelques sols est donnée dans le tableau
L.3.

Tableau 1.3 Perméabilité hydraulique de certains sols.

Nature Ordre de grandeur de K (m/s) Degré de perméabilité

Graviers moyens a gros 103a107! Trés élevé

Petits graviers, sable 1022107 Assez élevé

Sable trés fin, sable 10°a10”’ Faible

limoneux

Limoneux compact, argile 1074107 Tres faible

silteuse

Argile franche 10741012 Pratiquement
impermeéable

10
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d. Surface spécifique

Les milieux poreux présentent une grande surface interne due a la structure divisée de la matrice
solide.

La surface spécifique détermine la quantité des sites qui sont accessibles aux fluides traversant
les pores. Elle permet d’évaluer I'efficacité d'un matériau poreux dans différentes applications,
comme l'adsorption, la catalyse ou le transfert de matiere [24].

La surface spécifique volumique d’un milieu poreux est le rapport entre la surface totale des

grains et le volume total du milieu poreux, elle s’exprime en m?/g.

e. Rapport C/N

Lorsque les sols pollués ont des concentrations en nutriments (C, N, P, K) et les caractéristiques
physiques nécessaires a la croissance et a I’activité des micro-organismes impliqués dans la
décomposition de la matiére organique, aucun ajout de matériau n’est nécessaire.
Généralement, pour qu’un polluant particulier soit dégradé, il doit servir de source de
carbone/énergie pour une ou plusieurs populations microbiennes impliquées dans le processus.
Si le polluant se trouve en présence de faibles concentrations en nutriments ou en manque d’un
ou plusieurs nutriments, des nutriments supplémentaires peuvent étre ajoutés afin d’assurer une
meilleure croissance de la biomasse et par conséquent un rendement significatif de la
dégradation des hydrocarbures.

Les nutriments jouent donc un réle important dans 1’activité et le développement des micro-
organismes. Ces derniers ont besoin d’un apport en €éléments chimiques qui leur permet de se
multiplier. Ils peuvent étre assimilés, sans transformation digestive par les micro-organismes,
ce qui favorise la croissance des bactéries. Ces éléments incluent des nutriments, tels que : N,
P, Mg, K, S,.... Les plus importants sont 1’azote et le phosphore (N, P) car ils permettent
d’établir un équilibre nutritionnel adéquat dans le sol et ils doivent étre utilisés a des
concentrations appropriées selon un certain rapport carbone/azote et carbone/phosphore.

Le rapport carbone sur azote, C/N renseigne sur le degré d’évolution de la mati¢re organique.
Ce rapport constitue un bon indicateur de la vitesse de minéralisation des débris organiques et
du processus d’évolution de la matiére organique ainsi que 1’assimilation des nutriments. Le
rapport C/N optimal pour la biodégradation de la mati¢re organique est de 29 [25]. Tandis que

le rapport C/N compris entre 25 et 40 permet de réaliser un compostage satisfaisant [26].

f. Humidité
L’humidité du sol se définit comme la quantité d'eau présente dans la zone non saturée, c’est-
a-dire la partie du sol située entre la surface et le niveau de saturation.

11
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L’humidité joue un role crucial dans le processus de biodégradation des composés organiques.
Lorsque le taux d’humidité du sol est inférieur a 2%, la vitesse de biodégradation est limitée
[27]. Tandis que pour des taux d’humidité €¢levés la perméabilité des sols aux gaz est impactée
et le transfert de I’oxygene est limité ainsi que le métabolisme microbien aérobie.

Différents taux d’ajustement de I’humidité ont été proposés par plusieurs auteurs, nous citons
a titre d’exemple, 10%, 14%, et 60 % [28-29]. Ces valeurs restent dans I’intervalle d’humidité
recommandé¢ par Dibble et Bartha [30].

L’humidité présente un intérét particulier pour la croissance et 1’activité microbienne mais
¢galement pour la biodisponibilité¢ des nutriments ainsi que 1’oxygeéne et les sources de carbone.
Selon Savage et al. (1985) lorsque la teneur en humidité descend en dessous d’environ 40 %,
I’activité bactérienne est séveérement inhibée. Cependant, les champignons et les actinomycetes
tolérent des teneurs en humidité inférieures a celles des bactéries. Globalement, la teneur en

humidité est fonction de la structure physique des déchets [31].

g. Température

La température influe sur toutes les réactions métaboliques souvent la croissance microbienne
est accélérée lorsqu’on augmente la température. Igbal et al. (2007) [32] ont étudié 1’effet d’une
température ¢levée (42 £+ 2°C) sur I’efficacité de la biorestauration d’un milieu contaminé par
les hydrocarbures en utilisant une approche de mésocosmes de laboratoire. Pour cela, ils ont
¢valué la degradation de certains hydrocarbures aromatiques polycycliques (HAPs) et des
phénols dans des sols inondés des plaines cdtieres. Il ressort que I'utilisation d’une température
¢levée a conduit a une diminution significative des HAPs totaux et des phénols totaux, le taux
de dégradation obtenu est d’environ 84% qui reste supérieure a celui obtenu a une température
ambiante (21 + 1°C) qui était seulement de 66% et ce apres 49 jours de traitement [33]. Une

activité microbienne optimale se situe entre 20 et 37°C.

h. Aération

La disponibilité des accepteurs d’¢lectrons constitue un facteur limitant le développement des
processus microbiologiques dans les sols. C’est pourquoi, un apport approprié en oxygeéne joue
un role important dans les procédés aérobies.

La bioremédiation des sols pollués par les hydrocarbures est plus efficace dans des conditions
acrobies ; en raison des phénomeénes de transfert pouvant se produire en milieu poreux, tels
que : la diffusion dans le fluide et le transport par écoulement du fluide [34]. Une aération
excessive peut favoriser la volatilisation et 1’entrainement des polluants plutét que leur
biodégradation [35-36]. L’aération forcée est une approche courante pour fournir de I’oxygene
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au milieu. Elle permet d’améliorer la croissance microbienne et le taux de dégradation des
polluants.

Afin d’assurer une aération appropriée, les systémes peuvent étre congus en faisant des calculs
steechiométriques et en prenant en considération des taux de biodégradation prévus [37].

Les taux d’aération peuvent étre ajustés en fonction des niveaux d’oxygene dans le gaz du sol.
Cependant, il n’existe pas de consensus sur les niveaux appropriés d’oxygene dans le systéme
solide-gaz pour une bioremédiation optimale. Certains auteurs ont proposé de maintenir des
niveaux en oxygene supérieurs a 15 % [38]. Tandis que d’autres affirment que des niveaux
supérieurs a 5 % sont suffisants pour la bioremédiation [37]. Il est a souligner qu’une relation
positive a été mise en évidence entre le taux d’aération et la biodégradation des hydrocarbures
pour les systemes en phase de boue [39-40], alors que peu de travaux ont été rapportés pour les

systemes en phase solide [38].

i. Caractéristiques biologiques du sol

Le sol est un milieu vivant et ¢’est I’'une des caractéristiques essentielle qui le différencie d’une
roche, ou les étres vivants ne sont présents qu’en surface [41].

En dehors des racines des plantes qui peuvent étre considérées comme des organismes vivants
a part enticre, la diversité et I’'importance quantitative des organismes du sol dépasse de tres
loin ce que 1’on peut imaginer [42]. Dans le sol, les microorganismes jouent un rdle essentiel
dans les cycles biologiques pourvu que les conditions physico-chimiques soient favorables. Ils

participent aussi a la minéralisation et a ['humification de la matiére organique.

1.3 Pollution des sols

Un sol pollué ou un site est considéré pollué lorsqu’ il contient une large gamme de substances
ou de déchets solides, liquides ou gazeux et que cette présence de déchets introduit des risques
ou des nuisances pérennes pour la sant¢ de I'homme, les ressources biologiques, et les
¢cosystemes. Les dépdts des substances polluantes, les pratiques sommaires d'élimination des
déchets, les infiltrations, l'utilisation de pesticides, d'engrais chimiques pour la culture du sol,
I'épandage de produits chimiques, les retombées dues a des rejets atmosphériques sont a
l'origine de ces pollutions. Certaines fractions du sol contribuent dans 1’immobilisation des
polluants organiques. Elle est réalisée préférentiellement au niveau de la fraction organique des
sols, s’ils sont riches en carbone organique, ou bien au niveau de la fraction minérale des sols,

s’ils sont pauvres en carbone organique [43].
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Un site pollué n’est trait¢ que s’il présente un risque pour la population. Il faut en effet la
présence simultanée d une source de pollution et d’une voie de transfert qui provoque le contact
direct ou indirect des polluants avec les populations via les eaux souterraines ou superficielles,
les envols de poussiéres, les transferts vers les aliments et les émissions de vapeurs.

Un site pollué présente un risque pour les populations lorsqu’ il combine les trois éléments
suivants :

e une source de pollution,

e des voies de transferts,

e laprésence de personnes exposées a cette contamination.

1.3.1 Origine de la pollution du sol

La pollution du sol peut étre d’origine industrielle, suite a la présence d’une industrie polluante
ne prenant pas toutes les précautions nécessaires pour éviter les fuites, avec 1’utilisation massive
d’engrais ou d’insecticides qui s’infiltrent dans les sols. Les métaux qui dégradent les sols, sont
d'origines naturelles ou sont issus de l'activité humaine, tout comme les pesticides employés
dans l'agriculture. Outre les métaux, la teneur en hydrocarbures aromatiques polycycliques,
HAPs d’origine naturelle dans les sols est inférieure a 10 ug.kg™' [47]. Selon Wilcke, 1’origine
anthropique est une autre source de présence des hydrocarbures dans les sols [43].

La production pétroliere de 1'Algérie s'est établie autour de 191 millions de tonnes en 2022.
L'industrie du raffinage met en ceuvre différents procédés qui permettent de séparer et de
transformer le pétrole brut en un éventail de coupes pétrolicres.

Le transport du pétrole et de ses dérivés augmente le risque de déversement accidentel par la
corrosion des oléoducs ou la rupture de pipelines contaminant ainsi des hectares de sols le plus

souvent voués a I’agriculture d’une part, ou effleurant de nappes souterraines.

1.3.2 Types de pollution
Les types de pollution peuvent étre classés en deux catégories a savoir : pollution diffuse et

pollution ponctuelle.

a. Pollution diffuse
La pollution diffuse se développe sur de grandes surfaces de sols, elle résulte généralement de
I’épandage des produits solides ou liquides a de faibles concentrations, nous citons a titre
d’exemple, les rejets des hydrocarbures dans 1’environnement constituent une source de
pollution diffuse (les déversements des huiles, les huiles de vidange, la combustion, les gaz

d’échappements, ...). Les divers revétements bitumeux répandus sur certains sols ne sont pas

14



Chapitre 1. Synthése Bibliographique

considérés comme des polluants [44]. De plus, ’emploi d’engrais ou de pesticides en
agriculture ou bien les retombées des émissions atmosphériques qui se déposent sur les
différentes surfaces, y compris le sol, les plantes, les batiments et méme 1'eau. Ces retombées
peuvent se présenter sous deux formes a savoir : humide ou séche (dépot de particules ou
diffusion gazeuse). La dispersion puis l'accumulation de substances dangereuses dans les sols
donnent ainsi des sites uniformément contaminés [45]. 1l est a souligner que la pollution diffuse
est difficile a détecter, a mesurer et a contrdler par rapport a la pollution ponctuelle en raison

de sa propagation sur de grandes surfaces et peut étre causée par des facteurs variés.

b. Pollution ponctuelle
La pollution ponctuelle, a I’inverse de la pollution diffuse, se distingue par la présence localisée
dans les sols et sous-sols de substances dangereuses non traitées ou mal traitées a des
concentrations élevées provenant des effluents industriels, des mines, des eaux usées, etc.
Certaines pollutions ponctuelles sont caractérisées par des rejets relativement constants des
substances polluantes au cours du temps, tels que les rejets de la raffinerie, alors que d’autres
sont des déversements fluctuants, tels que : les fuites, les dépdts de déchets, etc. Non confinées
et en fortes concentrations, ces substances donnent naissance a des sites localement contaminés

[45].

1.3.3 Principaux types de polluants

Les agents de pollution sont des substances qui sont introduites dans 1'environnement et qui
affectent négativement la qualité de I'air, de 1'eau, du sol, et par conséquent, la santé humaine.
IlIs peuvent étre classés selon leur nature, leur état physique (rayonnement, ionisant,
réchauffement artificiel du milieu ambiant dii a une source de chaleur, chimique (substance
minérale, organique abiotique et enfin biologique (micro-organismes) [41].

Parmi les polluant chimiques, nous pouvons citer les pesticides, les solvants chlorés, les métaux
lourds, les fertilisants (engrais) mais les plus fréquemment rencontrés sont les hydrocarbures
pétroliers (essence, fuel, kéroséne, gasoil, pétrole brut) et les hydrocarbures aromatiques

polycycliques (HAPs).

a. Fertilisants (engrais)
Les fertilisants sont des substances minérales ou organiques dispersées a la surface du sol afin
d’accroitre la croissance et le rendement des végétaux cultivés. Ils peuvent étre des ¢léments

minéraux, des engrais chimiques, etc. Ils permettent aussi d’améliorer les propriétés des sols.
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b. Pesticides

Les pesticides sont dispersés intentionnellement dans 1’agroécosystéme afin de détruire les
ravageurs des cultures, ou des foréts des plantes adventices et de contrdler leur propagation.
C’est un terme générique qui rassemble les insecticides, les fongicides, les herbicides et les
parasiticides. Ils s’attaquent respectivement aux insectes, aux ravageurs, aux champignons, aux
mauvaises herbes et aux vers parasites. Leur utilisation étant nécessaire en agriculture afin de
répondre a la demande en produits alimentaires qui ne cesse d’augmenter d’une année a une
autre. Cependant, 'utilisation excessive des biocides conduit & une contamination certaine de
I’environnement. De plus, ils peuvent persister plusieurs années dans I’environnement et par
conséquent, pénétrer dans la chaine alimentaire. Nous citerons le napropamide (Ci7H21NO») et

I’atrazine (CsH14CIN5).

c. Métaux lourds

L’expression «métaux lourds» désigne pour les chimistes des métaux de numéro atomique
élevé ; de masse volumique supérieure a Sg/cm?’ [46].

Les métaux lourds tels que : le plomb, le chrome, le zinc, le cuivre, le mercure, le cobalt sont
souvent présents dans les sols en raison des différentes activités industrielles, agricoles, etc. Ils
peuvent exister dans les sols sous forme de traces a des concentrations inférieures a 1000 ppm
[45]. IIs se répartissent sous différentes formes a savoir : échangeables, complexes, associés a
des molécules organiques. La forme dépend essentiellement de la composition minéralogique
du sol, de la granulométrie, du pH, du potentiel redox et de la teneur en eau et en sels. Ces
parameétres influent de fagon significative sur les procédés de solubilisation, de précipitation ou

d’adsorption des métaux [47-48].

d. Hydrocarbures

Composés exclusivement d’atomes de carbone tétravalents et d’atomes d’hydrogéne
monovalents, les hydrocarbures sont des composés organiques de formule brute : ChHm ot n et
m sont des entiers naturels. De par leur abondance naturelle, ils font partie des produits
chimiques les plus importants et les plus utilisés comme source d’énergie primaire [17]. Ce sont
des mélanges complexes qui peuvent contenir des centaines d’hydrocarbures différents a des
concentrations variables [18].

Différentes combinaisons des atomes de carbone et d’hydrogéne peuvent étre réalisées selon
deux regles a savoir : addition des atomes de carbone en chaines ou en cycles, avec des atomes
de carbone saturés ou instaurés. Trois séries distinctes d’hydrocarbures peuvent étre distinguées

: la série aliphatique, la série cyclique et la série mixte, les produits pétroliers contiennent aussi
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des traces de composés polaires, tels que : les mercaptans, les alcools, les phénols, les indoles,
les pyrroles, etc. Cependant, les composés sulfurés se concentrent dans les fractions lourdes du
pétrole brut qui renferment des composés organo-métalliques. Ces composés présentent
plusieurs problémes, a titre d’exemples, nous citons, la corrosion, leur action sur les catalyseurs.
Par ailleurs, les hydrocarbures aromatiques sont stables, peu solubles, moins volatils, toxiques,
possedent un caractére mutagéne les rendant persistants dans 1’environnement [49-50].

Les produits pétroliers sont utilisés généralement comme carburants, lubrifiants ou diluants.
Lorsqu’ ils sont rejetés dans 1I’environnement, les constituants du pétrole sont altérés par des

mécanismes de biodégradation, d’évaporation, et de lixiviation.

e. Gasoil

Le gasoil est obtenu a partir de la distillation fractionnée du pétrole brut. C’est un mélange
d'hydrocarbures de Cip a Ci9 avec des points d'ébullition compris entre 150 et 380 °C. Les
carburants de type gasoil sont des hydrocarbures liquides issus de la distillation atmosphérique
du pétrole brut ou de la distillation sous vide du résidu de la distillation atmosphérique. Il est
utilisé largement comme carburant et moyen de chauffage, ce qui en fait une source permanente
de pollution des eaux et des sols. Il est composé de 46% d’iso-alcanes et cyclo-alcanes, 24% de
n-alcanes et 30% d’autres composés aromatiques. Le naphténe constitue la majeure partie des
cyclo-alcanes présents dans le gasoil [21]. La structure linéaire et saturée des chaines
aliphatiques du gasoil lui confére 1’aptitude a s’auto-enflammer rapidement dés qu’il est injecté
dans la chambre de combustion du moteur Diesel. Ce délai d’allumage est caractérisé par la
qualité du gasoil utilisé. Ce dernier est conditionné par plusieurs parameétres, nous citons a titre
d’exemple, la densité, la viscosité, la volatilité, etc.

Le gasoil est une catégorie intermédiaire entre les 1égers et les lourds avec une masse
volumique, p a 15 °C : 820 < p < 860 (kg/m?). Le carbone contenu dans le gasoil est de 86,27
% tandis que I’hydrogene H est de 13,38 %. La figure 1.1 illustre le schéma de la colonne de

distillation pour le soutirage de la coupe de gasoil.
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gaz (butane
& propane)

essence
légere (nafta)
essence

lourde (super)

P—— kérozéne

brut
gazole

fioul
domestique

fioul
loyurd

Figure 1.1 : Schéma de la colonne de distillation.

e Toxicité de gasoil
La toxicité est la capacité d’une substance a provoquer des effets néfastes sur toute forme
de vie. Le gasoil peut étre mortel en cas d’ingestion et de pénétration dans les voies
respiratoires, il peut provoquer une irritation cutanée, il est susceptible de provoquer le cancer,
et présente un risque présumé d’effets graves pour les organes a la suite d’expositions répétées
ou prolongées
Il est toxique pour le milieu aquatique et peut entrainer des effets néfastes a long terme

pour I’environnement [22].

e Risques pour la santé humaine
De nombreux polluants rencontrés dans les sols sont toxiques pour I’homme. Les effets sur la
santé dépendent de divers facteurs, dont I’intensité, la fréquence, la présence d’autres polluants
et la durée de I’exposition. Les carburants présentent des toxicités plus €élevées par comparaison
aux produits pétroliers bruts. Il est a souligner que les hydrocarbures a faible poids moléculaire
sont toxiques par rapport aux hydrocarbures a haut poids moléculaire. De méme, les

hydrocarbures aromatiques sont plus actifs par rapport aux composés aliphatiques.

L’exposition de ’homme aux polluants présents dans les sols s’effectue par diverses voies.
Certaines de ces voies sont directes, dans le sens ou elles impliquent un contact direct avec le

sol pollué. Il s’agit de :
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1. L’inhalation de poussiéres de sol, en particulier, lors des activités génératrices de poussieres
(modification du relief du sol, démolition, construction,...), ou lorsque les sols sont soumis
a I’érosion éolienne (sols nus, sols secs exposés au vent,...) ;

2. L’ingestion accidentelle de particules de sol, voie d’exposition qui touche particulierement
les jeunes enfants (marche a quatre pattes, mains portées a la bouche,...).

3. Contact dermique avec le sol, en particulier, lorsque celui-ci contient des polluants

organiques car ceux-ci sont susceptibles d’étre absorbés par la peau [19].

1.4 Principaux problémes environnementaux du secteur du raffinage

Les rejets d'hydrocarbures pétroliers dans I'environnement se produisent au cours de leur
extraction, traitement, transport, le long du train de manipulation et de traitement des bruts en
produits finis, et au cours du stockage et de l'utilisation qui se traduit souvent par une
contamination grave et généralisée de 1'environnement (sol, eau et air) menagant ainsi la santé
humaine et 1'économie. Le tableau 1.4 présente certains déversements d’hydrocarbures
provoqués par l'industrie pétroliere, selon le Centre de documentation de recherche et

d’expérimentation sur la pollution accidentelles des eaux « Cedre ».

Tableau 1.4 Certains déversements issus de 'industrie pétroliére (Rapport d’activité du Cedre.
(2020)

Situation/Année Source Quantité déversée

(Tonnes)

Mer de Chine orientale Tanker MT Sanchi 136 000

(Janvier 2018)

Etat Unis (Avril 2017) Pipeline

France (Mai 2014) Oléoduc Seine maritime 3000 m’

Venezuela (Février 2012) Oléoduc Riviere Garapiche 80 000 barils

Golfe du Mexique (Avril 2010) Plate-forme pétroli¢re 678 000

Deepwater Horizon

Corée du sud (Décembre 2007) Hebei Spirit barge 10500

Ukraine (Novembre 2007 ) Volgoneft-139 1300

Cap Finistere Espagne (2002) PRESTIGE 63000

Golfe de Coscogne ERIKA 19800
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pétrole

France (1999)

Pays de Galles (Février 1996) SEA EMPRESS 73000
Angola (1993) Cuves de stockage 55000
Ouzbékistan (1992) Puits 285 000
Koweit (1991) Guerre du golfe : Puits de 7 160 000 — 17 900

000

Koweit, Irak, Golfe Persique

Guerre du golfe : Terminaux

700 000 — 1 283 000

(1991) pétroliers

Italie (1991) MT Haven 145 500

Iran (1985) Son Bong 200 000

Afrique du sud (1983) Castillo de Bellver 250 000

Golfe du Mexique (1979 et Plate-forme Ixtoc 470 000

1980)

Libye (1980) Puits D103 142 800

Trinité-et-Tobago (1979) Atlantic Empress / Aegean 287 000
captain

France (1978) Amoco Cadiz 227 000

Etats Unis (1910 -1911) Puits de Lakeview 1230 000

1.5 Pollution par les hydrocarbures en Algérie

L’exploitation du pétrole en Algérie depuis son extraction jusqu’a ’utilisation de ces produits

finis entraine des accidents qui engendrent une contamination plus au moins importante de

I’environnement. Selon Chettouh et Hamzi (2014), 21% de ces accidents ont des effets néfastes

sur I’environnement [51]. Ladji. (2010) a ¢étudié la composition organique du sable dans

plusieurs régions de 1’Algérie, Hassi-Messaoud, Hassi-Bahbah, Laghouat, Tougguort et

Ghardaia. Il a trouvé que la région de Hassi-Bahbah présentait la plus grande pollution en n-

alcanes avec 66% (Cis a Css), alors que la ville de Laghouat était la plus polluée en HAPs avec

une composition de 21,8% entre les composés aromatiques légers et lourds [52].

1.6 Dépollution des sols

La dépollution est un ensemble de procédés ayant pour but I’assainissement ou I’isolement d’un

milieu pollué devenu inexploitable pour toutes activités domestiques, agricoles ou industrielles.
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C’est une préoccupation majeure, en raison d’une part, de ’impact de cette pollution sur
I’environnement et la santé, liée notamment a la propagation des molécules dangereuses dans
le milieu et leur transfert dans les nappes phréatiques et dans la chaine alimentaire, et d’autre
part, des colits exorbitants engendrés par les projets de réhabilitation qui exigent souvent
I’excavation des sols et le transport onéreux des terres vers les installations de dépollution.

Les traitements mis en ceuvre pour dépolluer les sols sont nombreux. Sur le terrain, les
techniques de traitement thermiques et physico-chimiques sont les plus répandues, tandis que,
les procédés de traitement biologiques sont souvent considérés comme réservés a une catégorie
restreinte de composés comme les hydrocarbures pétroliers 1égers ou adaptés a des conditions
particulieres. Les techniques biologiques qui utilisent le pouvoir dépolluant de
microorganismes ou de plantes que I’on fait pousser sur le sol contaminé sont connues et
utilisées depuis longtemps. Certaines sont mises en ceuvre depuis les années 80 et 90 et sont
arrivées a maturité, d’autres font I’objet de travaux de recherche et développement telles que
I’utilisation des enzymes fongiques. L’intérét des techniques biologiques réside essentiellement
dans le fait qu’elles ne nécessitent ni excavation, ni transport, ce qui rend leur mise en ceuvre

bien moins cotiteuse [53].

1.6.1 Réhabilitation des sols pollués

De nombreuses techniques de réhabilitation ont été¢ développées afin de traiter in situ et ex situ
les sols pour éliminer la pollution. Les buts de ces traitements peuvent étre d’éliminer
complétement ou non les polluants, d’extraire et de récupérer les polluants pour un traitement
ultérieur, de stabiliser les polluants sous des formes moins mobiles ou toxiques, de séparer les
fractions polluées de celles non polluées, et enfin d’empécher leur diffusion vers d’autres
¢cosystémes. Les techniques de réhabilitation des sols peuvent étre classées en deux groupes :
les techniques non biologiques qui peuvent étre physiques ou chimiques et les techniques
biologiques qui se basent sur 'utilisation d’organismes vivants, comme les plantes ou les

microorganismes.

1.7 Techniques de dépollution

Les techniques de dépollution sont classées généralement en trois grandes familles : les
traitements physiques, chimiques et biologiques, les traitements thermiques font partie des
procédés physiques. Selon les cas, les traitements sont effectués sur site ou hors site. Sur site,
le sol peut étre traité « in situ » sans excavation ou « ex situ » apres excavation. Hors site, il est
transporté vers un centre de traitement fixe. Le traitement « in situ » est séduisant dans le

principe, mais parfois difficile a mettre en ceuvre et a contrdler, il homogénéise les
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concentrations mais il est consommateur de temps et d'espace. Hors site, le traitement est tres

efficace en termes de durée et économique pour les petits volumes.

1.7.1 Méthodes physiques

Les traitements physiques consistent soit a immobiliser les polluants, soit a apporter de I'énergie
par voie thermique, mécanique ou électrique pour les dégrader ou les extraire. Ils comprennent,
notamment, le confinement, la stabilisation, 1'incinération, la désorption thermique, le pompage
et la volatilisation (ou venting). Les fractions fines qui représentent les fractions les plus
polluées sont isolées avant traitement. Le tri granulométrique permet de séparer les différentes
fractions des sols. Les polluants, sans étre modifiés ou détruits, sont transférés et concentrés,
vers des points de récupération en se servant, pour leur transport, de fluides (eau ou gaz) injectés
ou présents dans les sols. Deux types de méthodes se sont distingués a savoir : le pi¢geage et

I’excavation.

a. Procédés par piégeage : Le confinement consiste a isoler la source de pollution a l'aide de
matériaux argileux et/ou synthétiques afin d’éviter sa propagation et la percolation des eaux
de pluies dans les zones non-saturées. Il est a noter que les matériaux utilisés n’altérent pas
les propriétés du sol. Ils sont utilisés en couverture, en parois verticales et horizontales, en
injections dans le sol ou en enrobage des déchets (encapsulation). En régle générale, le site est
recouvert de maniére a éviter le lessivage et reste sous surveillance a l'aide de piézometres.
Ce procédé peut étre appliqué a tout type de pollutions, tel que : les hydrocarbures aromatiques

polycycliques, les polychlorobiphényles, les métaux, etc.

b. Procédés par excavation : L'excavation est la méthode la plus simple a mettre en ceuvre et
qui permet de supprimer rapidement une source de pollution locale. Généralement, les terres
excavées sont acheminées vers un centre de traitement spécialisé ou vers un centre
d'enfouissement technique. Pour les traiter, le lavage in situ en anglais "soil flushing" peut étre
utilisé. Un schéma classique de traitement consiste a tamiser le sol a sec afin d'éliminer la
fraction la plus grossieére (diamétre > 4-5 mm). L'eau contenant des agents mobilisateurs est
ajoutée et le mélange sol-eau est homogénéisé puis tamisé en plusieurs fractions. Les sables
sont séparés des limons et des argiles par des opérations successives d'hydro-cyclonage. Les
polluants se concentrent dans les fractions les plus fines que 1'on fait floculer puis passer a
I'épaississeur et dans un filtre presse pour étre finalement traités. Le lavage in situ peut étre

employ¢ pour le traitement de polluants organiques et les métaux non-volatils.
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- Pompage et traitement : Ces méthodes permettent d’extraire les polluants organiques ou
minéraux en phase dissoute dans la zone saturée puis de les envoyer vers des zones d’extraction
en vue de confiner hydrauliquement la pollution et de procéder a une décontamination en
surface de I'eau pompée afin de pouvoir la réinjecter dans le sol. (Figure 1.2) ce qui permet de
renouveler I’eau dans les pores de la zone saturée. Cette technique traite le panache et non la
source de pollution. C’est pour cela, il est important de réaliser au préalable le traitement de la
source de pollution. Cette technique nécessite souvent l'ajout de tensioactifs pour favoriser la
désorption des hydrocarbures. Elle peut étre employée pour des pollutions organiques et

minérales sous forme libre ou dissoute.

Puits Puits de
d'injection captage

I
v

Zone contaminée

Barriere
physique

Barriere
physique

Barriere impermeéable

Figure 1.2 : Schéma du procédé de pompage et de traitement.

1.7.2 Méthodes thermiques
La dégradation des polluants par voie thermique est une méthode fréquemment utilisée dans les
filicres de décontamination. L’utilisation des températures supérieures a 100°C peut détruire
les composés organiques et le piégeage des composés inorganiques [54]. Elle est efficace pour
une gamme tres large de produits (a I'exception des métaux) et est une des rares méthodes
existante détruisant réellement les produits polluants. Ces méthodes consistent a chauffer le sol
contaminé pour en extraire le polluant et le détruire. Deux techniques ex situ sont utilisées a
savoir : l'incinération et la désorption thermique.
a. Incinération : C’est une technique de traitement trés ancienne. Le sol pollué subit une
combustion aérobie dans un four a des températures qui varient entre 870 et 1200 °C.
Les polluants sont détruits ou volatilisés.
b. Désorption : La désorption thermique est utilisée pour le traitement des composés
volatils ou semi-volatils comme les HAPs (Hydrocarbures Aromatiques Polycycliques).
La volatilisation des contaminants du sol pollué¢ a lieu dans un séchoir le plus souvent

rotatif et le sol est chauffé jusqu’a la température d’ébullition des polluants souvent elle
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varie entre 250 et 400°C [50]. Un flux gazeux (air ou azote) entraine les composés
volatils vers 1'unité de traitement des gaz. L’avantage de cette technique c’est qu’elle

permet au sol de conserver certaines de ses propriétés (porosité, texture,...).

1.7.3 Méthodes chimiques

Les traitements chimiques mettent en jeu un réactif pour dégrader ou extraire la pollution. Il
s'agit par exemple d’utiliser le procédé d’oxydation, de réduction, d’hydrolyse, de solubilisation
[54]. Ils peuvent étre employés en combinaison avec des méthodes physiques, comme le lavage
par des solvants ou des tensioactifs. Ils permettent de détruire les polluants ou de les transformer
en une forme moins nocive pour l'environnement, par des réactions chimiques entre le polluant
et le réactif ajouté. Ils peuvent étre applicables in situ ou apres excavation des sols. La majorité
des procédés exigent que les sols soient sous forme de boues ou que les contaminants soient
mobilisés dans un milieu liquide. Il est a noter que 1’introduction de molécules chimiques dans
le sol peut générer une pollution secondaire. Les composés qui sont couramment utilisés sont :
le peroxyde d’hydrogene, le peroxyde d’azote, le permanganate de potassium, 1’ozone, etc.
Quant a I’opération d’extraction, elle utilise des solvants, des surfactants, etc. Selon Ahn et al.
(2008), I'utilisation d’un surfactant non ionique, le Brij 30 par exemple, permet de réduire
jusqu’a 84,1% de phénanthréne durant I’opération de lavage des sols [55].

Les applications in situ se font par aspersion du sol par une solution chimiquement réactive (ex
: tensioactif) qui va s'infiltrer dans le sol pour mobiliser le polluant. La solution chargée de
polluant est ramenée en surface par des drains ou des pompages dans des puits et est purifié¢e
puis recyclée pour une nouvelle aspersion. Le cycle peut ainsi fonctionner en continu, sur de

trés longues périodes, avec des apports de solutions neuves en cas de pertes.

1.7.4 Méthodes biologiques

Le traitement biologique consiste a stimuler, voire a créer la dégradation des polluants, sous
I’action de micro-organismes unicellulaires, tels que : les bactéries, les champignons et les
levures. Ces microorganismes peuvent &tre indigénes ou rapportés, les composés organiques
sont dégradés sous forme de molécules beaucoup plus simples (dioxyde de carbone, méthane,
eau) [56].

Ces méthodes permettent de dégrader les polluants par I'action des microorganismes et peuvent
étre utilisées seules ou en complément d'autres techniques. La décontamination par voie
biologique consiste donc a stimuler un phénomeéne naturel pour en augmenter le rendement afin
de détruire le polluant organique utilisé comme source de carbone pour les microorganismes. Il
existe aussi des techniques qui combinent I’action des micro-organismes et des plantes.
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L’¢lément limitant le processus de la biodégradation est I’oxygene ; dans la majeur partie le
phénoméne de biodégradation se réalise en aérobiose en présence de nutriments minéraux,
(azote et phosphore). Lorsque la biodégradation est compléte, elle est appellée minéralisation

[57].

1.8 Biodégradation

La biodégradation est le processus naturel le plus important dans la dépollution de
I’environnement marin ou terrestre. Les microorganismes utilisent leurs capacités
naturelles pour dépolluer les sols. L’importance de cette derniére apparait dans
I’élimination du pétrole. Certains organismes peuvent utiliser les hydrocarbures pour se
nourrir. La biodégradation des composés organiques se produit en conditions aérobie ou
anaérobie selon la structure moléculaire et les conditions environnementales. Le potentiel de
biodégradation permet de classer les composés polluants en trois catégories : les composés
dégradables, les composés persistants qui ne changent pas d’état spontanément et les composés

récalcitrants [11].

1.8.1 Bactéries dégradant les hydrocarbures
Les bactéries et les champignons sont capables de dégrader les hydrocarbures. En revanche, la
culture de bactéries étant plus rapide, ajouté au fait que les bactéries assimilent mieux certaines
molécules, ’'usage de ces dernieres est préfére.
De nombreux genres bactériens ont €té recensés et décrits comme aptes a dégrader des

hydrocarbures, nous citons ci-apres les plus importants [58] :

Aeromonas - Acetobacter - Achromobacter - Acinetobacter - Actinomyces - Alcaligenes -
Alcanivorax - Bacillus - Beneckea - Brevibacterium - Burkholderia - Corynebacterium -
Cycloclasticus - Cytophaga - Erwina - Flavobacterium - Klebsiella - Lactobacillus - Leucothrix
- Micrococcus - Moraxella - Mycobacterium - Myxobacterium - Nocardia - Peptococcus -

Pseudomonas - Rhodococcus - Sarcina - Serratia - Shewanella - Spherotilus - Xanthomonas.

1.8.2 Principe de la biodégradation

Comme tous les €tres vivants, les microbes ont besoin de nutriments, de carbone et d'énergie
pour survivre et se multiplier [6]. La biodégradation est un phénoméne naturel, c’est la
métabolisation de polluants par les microorganismes (bactéries, champignons,...) et dont la
croissance s’effectue par 1’oxydation du carbone qui est utilis¢é comme source d’énergie. Cette

réaction met en jeu deux autres ¢léments, 1’azote et le phosphore, qui participent a la synthése
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protéique ; lorsque 1’oxydant est représenté par I’oxygene, on parle de condition d’aérobiose.
Dans le cas d’anaérobiose, I’oxygene est remplacé par les nitrates, les sulfates ou le méthane.

Généralement, un contaminant est plus facilement dégradé s’il est naturellement présent dans
l'environnement, ou chimiquement similaire a un composé naturel. Les hydrocarbures pétroliers
sont des produits chimiques d'origine naturelle et, par conséquent, les micro-organismes qui

sont capables de les atténuer ou de les dégrader existent dans I'environnement [11].

1.8.3 Types de biodégradation

a. Biodégradation aérobie

La biodégradation aérobie de la mati¢re organique a lieu en présence d’oxygeéne. C’est un
processus d’oxydation. Les bactéries mises en jeu sont appelées aérobes qui par un processus
appelé respiration cellulaire, utilisent I’oxygene pour oxyder des substances telles que : les
sucres et les graisses dans le but de produire de 1’énergie. Les bactéries aérobies commencent
par consommer la matiére organique en présence d’oxygene, les sources d’énergie et de
carbones constituent alors la matiére organique. L’accepteur final est I’oxygene qui est ainsi
réduit en eau.

La biodégradation aérobie est généralement plus efficace et plus facile a contrdler que la
biodégradation anaérobie. Une dégradation totale des polluants organiques aboutit a la

formation d’eau et de CO; selon la réaction suivante

RH +x O » yCOz+zHO + biomasse

La majorit¢ des hydrocarbures est dégradable par voie aérobie. La dégradabilité des

hydrocarbures varie en fonction du nombre d’atome de carbone et de la structure des molécules.

b. Biodégradation anaérobie

Lorsque la teneur en oxygene est réduite (inférieure a 2 %), on retrouve davantage des bactéries
aérobies-anaérobies facultatives (I’accepteur final d’électrons peut alors étre une molécule
endogene) et des bactéries micro-aérophiles. Celles-ci peuvent utiliser I’oxygene mais aussi
d’autres ¢léments tels que : les nitrates, les sulfates ou encore 1’oxyde de fer, les bactéries
présentes sont donc des bactéries anaérobies strictes. La consommation d’oxygene n’étant plus
possibles, les nitrates, les sulfates ou 1’oxyde de fer peuvent ensuite jouer le role d’accepteurs

d’¢électrons [59].
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Les mécanismes mis en jeu au cours de la biodégradation anaérobie de la matiére organique
pétroliére ne sont que trés partiellement élucidés. Les premiéres études ont été réalisées par
Mihelcic et Luthy en 1988, qui ont pu mettre en évidence la minéralisation du naphtaléne et de
I’acénaphténe en conditions anaérobies [60]. La biodégradation anaérobie des hydrocarbures
saturés et aromatiques a ét¢ mise en ¢évidence par des cultures mettant en jeu des bactéries
dénitrifiantes, sulfato-et ferri-réductrices. Widdel et al. (2001) [61] ont montré que les micro-
organismes utilisent les nitrates, les sulfates et les ions ferriques comme accepteurs d’électrons
pour la respiration anaérobie. Boopathy (2004) [62] a étudié¢ la dégradation du gasoil en
anaérobie et en présence de différents types d’accepteurs d’électrons a savoir : les sulfates, le
nitrogene, les nitrates, les carbonates. L’anaérobiose a été réalisée par un courant d’hélium
gazeux, le taux de dégradation maximale atteint était de 81% et ce aprés 310 jours et en utilisant

un mélange d’accepteurs d’électrons.

1.9 Bioremédiation
La bioremédiation est un groupe de méthodes ou procédés destinés a améliorer la dégradation
microbienne naturelle des contaminants organiques. Elle est définie comme étant 1'utilisation
de processus biologiques pour dégrader, décomposer, transformer, et/ou essentiellement
¢liminer les contaminants ou les déficiences de la qualité du sol et de I'eau. La neutralisation de
la pollution organique doit atteindre des concentrations indétectables ou admissibles par les
réglementations [6]. Elle est utilisée pour le nettoyage des sols et des eaux souterraines ainsi
que des eaux usées et des boues.
La premicre utilisation de la bioremédiation date de 1989, pour le traitement des sols pollués
par le déversement des hydrocarbures en Alaska par ’Exxon Valdez [63]. Depuis elle est
utilisée afin d'éliminer divers composé€s anthropogéniques ou d’origines naturelles présentes
dans l'environnement.
Trois principaux ingrédients sont essentiels pour la bioremédiation :

1) La présence d'un contaminant ;

2) La présence d’un accepteur d'électrons ;

3) La présence de micro-organismes qui sont capables de dégrader le contaminant

spécifique [6].

1.9.1 Processus liés a la bioremédiation
11 existe plusieurs approches de bioremédiation : celles qui utilisent directement les capacités

métaboliques des microorganismes présents dans les environnements pollués, et qui
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correspondent a 1’atténuation naturelle et a la biostimulation, et celles qui reposent sur
I’introduction dans ces sols de microorganismes présentant les capacités métaboliques

nécessaires a la dégradation des polluants présents, que I’on nomme la bioaugmentation [64].

a. Atténuation naturelle
L'atténuation naturelle est un processus qui consiste a laisser les bactéries endogenes présentes
dans les sols pollués a se développer naturellement afin d’assurer la biodégradation des
composés xénobiotiques sans intervention humaine. Cette stratégie biologique est peu onéreuse
mais relativement longue par comparaison aux autres techniques de décontaminations. Certains
auteurs, notamment, Margesin et Schinner (2001) [65] ont montré qu’une dégradation de 50 %
des hydrocarbures peut étre atteinte sur une période de traitement estimée a 3 ans d’un site
pollué par le gasoil. Le processus de la biodégradation par atténuation naturelle dépend
uniquement des conditions naturelles du site. Une diminution significative des teneurs en

polluants est alors incertaine et ne peut étre envisagée qu’a tres long terme.

b. Biostimulation
La stimulation biologique est une méthode d'augmentation de la vitesse des processus de
dégradation naturelle. Elle se produit par addition d'éléments nutritifs tels que le phosphore et
l'azote a un environnement pollué ce qui permet de stimuler I’activité des micro-organismes qui
dégradent 1'huile [57]. Il s’agit donc, de modifier les conditions environnementales par
adjonction de nutriments, d’eau, de donneurs ou d’accepteurs d’électrons, afin d'améliorer les
métabolismes épurateurs, et par conséquent, accélérer les processus naturels de dégradation par
voie biologique. Une étude réalisée par Teng et al. (2009) [66] ont montré 1’efficacité de
I’apport d’amidon, de glucose et de succinate de sodium dans 1’accélération de la dégradation
du phénanthréne et du benzo (a) pyréne. Selon Gan et al. (2009) [54], la biostimulation dépend
fortement de certains paramétres a savoir : 1’hétérogénéité des sols, les microorganismes

compétiteurs, les nutriments facilement assimilables.

c. Bioaugmentation
Certaines populations bactériennes endogénes d’un écosystéme pollu¢ ont des capacités de
dégradation limitées, voir nulles, c’est pour cela, des procédés de bioaugmentation ont vu le
jour. Ils consistent a ensemencer le sol avec des microorganismes spécifiques a la dégradation
des polluants présents, ce qui améliore le processus de dépollution. Cet ensemencement est
réalisé via I’utilisation d’une souche unique, ou d’un groupe de souches appelé consortia [67-

68]. Les bactéries spécifiques qui dégradent les contaminants sont donc introduites aprés la
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phase de croissance dans le sol. Lee et al. (2011) [69] ont test¢ 3 méthodes pour la
bioremédiation d’un sol pollué par du gasoil : I’atténuation naturelle, la biostimulation et la
bioaugmentation. Il ressort que le traitement par bioaugmentation en employant Rhodococcus
sp. EH831 a donné de meilleurs résultats. Globalement, ce procédé est crucial lorsque le sol
pollué ne renferme pas des dégradeurs spécifiques ou les vitesses de décontamination sont

limitées.

1.9.2 Procédés de dépollution biologiques

Les procédés biologiques, regroupent deux catégories de traitement, ex situ et in situ, dans tous
les cas, ils font appel a la biostimulation réactionnelle, en procurant aux micro-organismes un
environnement favorable a leur développement avec ou sans inoculation de consortiums

bactériens (bioaugmentation).

1.9.2.1 Traitements in situ

Les traitements « in situ » s’effectuent dans les cas ou les polluants se sont pénétrés
profondément dans les sols, et se trouvent répartis sur des surfaces importantes, rendant
I’excavation trop coliteuse. Ces traitements visent a activer les processus de biodégradation, et

a améliorer 1’accessibilité des micro-organismes a I’oxygene, parmi lesquels nous citons :

= Bioventing

Le bioventing est une technique in situ qui consiste a apporter I’oxygéne dans la zone saturée
pour permettre la respiration des microorganismes indigénes ainsi que la dégradation des
polluants. Cette technique repose sur le renouvellement de I’air injecté dans la zone instauré en
I’induisant sur les différents points d’extraction. Cette technique permet de stimuler la
biodégradation dans la zone non saturée par apport d’oxygeéne. Elle est utilisée pour le

traitement des composés organiques semi-volatils.
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Figure 1.3 : Schéma de fonctionnement du bioventing.

= Biosparging

Le biosparging ou barbotage in situ permet de réaliser un traitement local de la zone saturée. Il
consiste a augmenter les teneurs en oxygeéne dissous dans les eaux souterraines, en injectant de
I’air au-dessous du niveau de la nappe sous-terraine et ce par le biais de puits d’injection. La
création de I’interface air/fluides du sol, I’air injecté favorise la volatilisation des composés
chimiques volatils. De méme, la dissolution de 1’oxygéne dans la phase aqueuse favorise la
biodégradation des polluants présents dans le sol. Cette technique est utilisée pour le traitement
des polluants volatils, notamment, les hydrocarbures volatils et les solvants chlorés.

= Biofilration

La biofiltration est un procédé qui permet de transférer les polluants volatils véhiculés par
I’oxygene ou I’air de la phase gazeuse vers un biofilm. Un biofilm est une matrice solide de
type granulaire sur laquelle sont fixés les micro-organismes. Les composés volatils et
I’oxygene, présents dans les gaz a épurer, sont transférés de la phase gazeuse vers le biofilm ou

la biodégradation est réalisée.

=  Phytoremédiation

La phytoremédiation emploie des plantes qui, généralement en association avec les micro-
organismes de la rhizosphére éliminent, volatilisent, dégradent, ou fixent les contaminants
organiques ou des métaux dans les sols ou les eaux [66]. Les interactions entre les végétaux et
les micro-organismes sont complexes, elles peuvent créer des synergies ce qui permet le
traitement des polluants organiques. Barati ef al. (2017) [70] ont étudié l'effet des plantes d'orge

et d'avoine contenant le biochar préparé a partir du fumier de volaille, sur la dégradation des
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hydrocarbures et la respiration microbienne d’un sol pollu¢ a différentes fractions : 4, 6 et 8 %.
Les résultats obtenus ont montré qu’avec des concentrations ¢levées en TPH, la dégradation

des TPH diminue et atteint 95 %.

1.9.2.2 Traitement ex situ

Les traitements ex situ peuvent étre utilisés dans le cas ou les contaminants ne se sont pas
pénétrés trop profondément, les sols peuvent alors étre excavés puis traités. Ces méthodes
nécessitent 1’excavation préalables des sols pollués et surtout leur préparation avant les
opérations de traitements. L’utilisation des procédés ex situ permet, la plupart du temps une
réduction des durées de traitement. Parmi ces traitements nous citons :

=  Compostage

Le compostage est une technique ex situ souvent utilisée pour le traitement des sols pollués par
les hydrocarbures, elle consiste a mélanger des sols pollués et excavés avec des amendements
organiques avec un rapport massique compost/sol allant de 30 a 80% et a les disposer en tas
trapézoidaux (andains) régulierement espacés, l’augmentions de la température et
I’accroissement de la diversité microbienne favorisent la biodégradation des polluants. Les
dimensions des piles varient de 2 a 3 m de hauteur [71].

Il est a souligner que 1’ajout du compost au sol permet d’une part, un apport en nutriments et
en microorganismes, et d’autre part, la stimulation de la flore ainsi que les mécanismes de
cométabolismes de la biodisponibilité des contaminants. L’avantage de cette technique c’est
qu’elle permet de traiter des polluants récalcitrants.

= Epandage agricole (Landfarming)

Le landfarming est une technique simple a mettre en ceuvre, elle consiste a traiter les terres
polluées dont les contaminants sont épandus sur une dizaine de centimétres et disposées en
couches d’épaisseur limitée d’environ 1 m. Les terres sont remuées mécaniquement et
périodiquement, ce qui assure ainsi une bonne oxygénation du sol. Cependant, cette technique
est limitée par la nécessité d’utiliser des surfaces de terrains importantes.

= Biopiles (biotertre)

C’est un compostage ¢laboré ou tous les parametres biologiques et physico-chimiques sont
parfaitement contr6lés. Les matiéres a traiter sont empilées en tas dans un ordre précis jusqu’a
4 metres de hauteur. Au-dessus du tas, un dispositif d’aspersion est mis en place ; pour ajouter,
I’eau, les nutriments et/ou des micro-organismes.

L’interaction des drains permet 1’aération du milieu si I’on souhaite réaliser une dégradation

aérobie. La biodégradation ne pourra se produire naturellement qu’en présence d’un apport
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suffisant en nutriments et en oxygene. Cette technique a été utilisée pour traiter les sols pollués
par les gasoils, les fuels, les kérosenes, etc. Cette technique est limitée par la nature du polluant

et la fraction des fines particules du sol.

= Traitements dans les bioréacteurs

Un bioréacteur est une enceinte fermée a priori congue pour étre le lieu idéal ou ont lieu des
interactions biologiques notamment en présence de microorganismes. Ces derniers sont de
nature différente (bactéries, levures, microorganismes photosynthétiques, etc.). Certaines
applications font intervenir une espéce, d’autres, plusieurs especes qui coexistent dans le méme
procédé. Afin de se développer, synthétiser des métabolites ou des molécules d’intérét, ou
dégrader un substrat particulier, les microorganismes consomment des substrats, qu’ils soient
organiques, minéraux, sous forme liquide, solide ou gazeuse. L’utilisation de bioréacteurs
permet de contrdler les conditions de culture (température, pH, aération,...). Les bioréacteurs
peuvent étre utilisés dans plusieurs domaines : I’agroalimentaire, I’industrie du raffinage et la
pétrochimie, le pharmaceutique, ...etc.

Ce procédé peut étre appliqué dans le cas des sols pollués par des substances peu
biodégradables, comme les hydrocarbures aromatiques polycycliques (HAPs), et aussi pour des
sols généralement difficiles a traiter comme les sols argileux. L’ Ademe [63] a indiqué que cette
technique est efficace pour des polluants présents a des concentrations comprises entre 2,5 et
250 g/kg. De méme, I’utilisation des HAPs a trois noyaux aromatiques conduit a des taux
d’élimination de 98 a 99%. Tandis qu’ils diminuent jusqu’a 85-95% lors du traitement des
HAPs a quatre noyaux et a 55-85% pour ceux a plus de quatre noyaux. L’avantage de cette
technique est de travailler en milieu confiné et de pouvoir optimiser les différents parameétres
physico-chimiques afin d’aboutir a des vitesses de dégradation maximales. Les avantages des

bioréacteurs peuvent étre résumés comme suit :

- Permettent de mettre en place des systemes de controle de pH, de température,
d’humidité, et des nutriments, le processus de biodégradation est ainsi bien géré ;

- Facilite le mélange du sol pollué, des micro-organismes, d’une part, des nutriments et
I’apport en oxygene, d’autre part ;

- Les temps de réaction peuvent étre continuellement contrélés, en fonction des
concentrations mesurées dans le réacteur pour le polluant résiduel et pour les

métabolites et la biomasse ;
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- Sélection des micro-organismes les mieux adaptés pour le traitement d’une
contamination, elle peut étre une partie de la flore bactérienne provenant du milieu

pollué lui-méme ou des souches autochtones qui seront inoculées dans le bioréacteur.
Les bioréacteurs peuvent étre utilisés de deux fagons :

1. Bioslurry : c’est un bioréacteur agité utilis€¢ pour les sols généralement difficiles a traiter
par d’autres procédés. Les terres tamisées sont mélangées avec de 1’eau enrichie ou non
d’azote et de phosphore pour former une boue épaisse dont la teneur en matiére en
suspension est de I’ordre de 10 a 50% en poids, ce qui permet de maintenir les particules du
sol en susupension (figure 1.4) [72]. A la fin du procédé, la phase solide est séparée de la
phase liquide et le sol est remis en place. Cette technique peut étre utilisée pour le traitement
des sols pollués par les pesticides, les carburants, les huiles, les HAPs, les
polychlorobiphényles, les composés organiques halogénés volatils ou semi-volatils.
Cependant, cette technique reste colteuse par comparaison aux autres traitements

biologiques.

Stockage des terres Eau

polluées - Traltemaeznt des — a7 traité
reclcle'e 1 9
I
=5
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.

Terres traitées

brgm

Figure 1.4 : Schéma de fonctionnement du bioslurry.

2. Bioréacteur a boues activées
Cette technique exploite les technologies basées sur des phénoménes naturels développés
dans des environnements contrdlés, afin de les optimiser. Ces processus sont basés sur des
communautés d’organismes vivants, qui dégradent les polluants présents dans le sol, formant
un matériau semi-solide (boues) qui peut ensuite étre séparé par sédimentation. Elle nécessite

le traitement préalable du sol contaminé pour séparer les grosses particules du sol et les
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roches des particules fines puis les mélangés avec de 1’eau. Les boues sont acheminées dans
une série de bassins aérés (Figure 5). Apres une ventilation forcée, une série de processus
physiques et biologiques sont déclenchés. Apres une premiere phase d’oxydation chimique,
les micro-organismes a I’intérieur des bassins sous forme de colonies en suspension forment
une série de flocons qui, par des processus physiques, incorporent les solides en suspension
et adsorbent les solides colloidaux. Ces substances, aprés avoir été incorporées dans les
flocons, sont métabolisées par les micro-organismes par des processus biologiques.
L’utilisation de ce type de bioréacteur permet d’accélérer considérablement la vitesse de
dégradation des polluants. De surcroit, elle offre un potentiel intéressant pour le traitement

des polluants récalcitrants (PCB, HAPs) et des composés organiques volatils et sem-volatils

[64].
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Figure 1.5 : Schéma se fonctionnement d’un bioréacteur a boues activées.

1.9.3 Facteurs controlant la bioremédiation

Plusieurs facteurs peuvent affecter la bioremédiation des sols, parmi ces facteurs nous citons :
a. Structure et nature du sol

Les bioprocédés s’appliquent a une grande variété de sols. Pour cela, il est important de

connaitre la structure et la nature du sol. En effet, une forte densité du sol entraine un mauvais

transport de 1’oxygene et des nutriments vers la flore indigene du milieu, responsable de la

biodégradation. Dans ce cas, le transport des nutriments et de 1’0, vers la flore indigéne est

ralenti [73].

b. Composition chimique et concentrations des hydrocarbures.
Les hydrocarbures pétroliers se différencient par leur susceptibilité aux attaques microbiennes.
La vitesse de biodégradation est plus élevée pour les hydrocarbures saturés, viennent ensuite

les aromatiques légers, les aromatiques a haut poids moléculaire, les composés polaires ayant
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la vitesse de dégradation la plus faible [74]. Aussi, la concentration du polluant peut étre toxique
si elle est trop ¢élevée [73]. Le carbone des hydrocarbures jouant le réle de substrat pour la
croissante des microorganismes, la concentration en polluant ne doit pas non plus étre trop

faible. Les hydrocarbures doivent étre en solution, disponibles pour les microorganismes [69].

¢. Taux d’oxygene (aération)
La respiration aérobie semble étre le mécanisme primaire pour la biodégradation des
hydrocarbures, la concentration en oxygéne doit étre supérieure a 10 % pour stimuler la
dégradation par voie aérobie [75]. Il existe différents moyens pour maintenir I’environnement
d’un sol dans des conditions aérobies. L’air peut étre introduit dans le milieu poreux en créant
une différence de pression soit positive par I’injection forcée, soit négative par extraction sous
vide. Le labourage est la technique la plus simple d’aérer un sol. Néanmoins, elle n’est utile
que pour la contamination de surface. L’injection d’eau saturée en oxygene ou en air nécessite
des volumes d’eau considérables : pour traiter des terres polluées avec 3 g d’hydrocarbures par

kilogrammes, il faudra 1 m? d’eau saturée en air par kilogramme de terre [73].

d. Apport en nutriments (ratio C/N/P)
Les procédés de bioremédiation sont congus pour optimiser les conditions de croissance
microbienne et de la dégradation des contaminants. Les bactéries varient considérablement en
ce qui concerne les conditions qui sont nécessaires pour leur croissance optimale [76]. Les
nutriments sont indispensables a l'activité et au développement des microorganismes. Ce sont
des corps simples qui peuvent étre assimilés, sans transformation digestive par les organismes
et favorisent la croissance des populations de bactéries. Les plus importants sont 1'azote et le
phosphore (N, P). Toutefois, les sols avec des ratios C/N/P de 100/10/1 sont recommandés pour
la croissance bactérienne optimale. Shabira et al. (2008) ont étudié la biodégradation du
kéroséne dans un échantillon de sol en considérant deux échantillons : T;, avec une faible
concentration en nutriments et T> avec une concentration 10 fois plus élevée que Ti. Apres 6
semaines de traitement, ils ont constaté que T a donné un rendement de dégradation de 27%

qui est inférieur a celui de T> qui est de 65% [77].

e. Humidité du sol
L'humidité est un paramétre important dans les processus de dégradation des composés
organiques simples ou complexes. Des taux d’humidité inferieures a 2% limitent la vitesse de

biodégradation [78]. Inversement, des teneurs trop élevées vont influer sur la perméabilité des
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sols aux gaz et a générer des conditions de limitations de transfert d'oxygeéne et ainsi limitation
de métabolisme microbien aérobie [52].

La description quantitative de la phase liquide repose sur la notion de la teneur volumique en
eau ou en humidité volumique, calculée par rapport au volume total du milieu. L’humidité varie
entre une valeur minimale, la teneur en eau résiduelle, et une valeur maximale, la teneur en eau
a saturation est égale en principe a la porosité.

Toutefois, un sol ne parvient jamais a saturation totale, car il reste toujours des poches d’air
occluses. La teneur en eau d’un sol constitue une variable d’état, c¢’est-a-dire une grandeur

variable dans 1’espace et dans le temps.

f. pH dusol
L'activité microbienne est largement influencée par le pH. Il doit étre situé entre 5 et 9 avec un
optimum aux alentours de 7, pour ne pas nuire aux croissances des micro-organismes. Si le pH
est acide, il peut favoriser la solubilisation des métaux lourds qui sont trés toxiques pour les

bactéries [55].

g. Température
La température influence profondément la multiplication microbienne et leur métabolisme.
L’échelle de température favorable a une bonne activité microbienne se situe entre 20 et 37°C.
Fotinich et al. (1999) [79] ont étudié ’effet de 1’air et de la température sur le processus de
dégradation biologique du diesel, I’augmentation du débit d’air ou de la température améliore
considérablement la dégradation. La température influence aussi la vitesse de dégradation des
hydrocarbures, ainsi que la nature et la concentration des espéces microbiennes impliquées.
Perfumo et al. (2007) [80] ont étudié la bioremédiation d’un sol pollué par du hexa décane a 18
et a 60°C. Au bout de 40 jours de traitement, la température la plus €élevée a conduit a un taux
de dégradation de 57 %, alors qu’a 18°C, ce taux était de 27%. Une diminution de la température
est généralement accompagnée par une diminution de la vitesse de biodégradation qui peut étre
expliquée par une décroissance de I’activité microbienne.

h. Micro-organismes
Les micro-organismes sont des organismes vivants, de taille microscopique et généralement
unicellulaires, qui proliférent naturellement dans tous les milieux et dans des conditions tres
variables (température comprise entre 0 et 80 °C, pression allant de 1 a plusieurs centaines de
bars, pH de 1 a 12, milieu oxygéné ou strictement anoxique). Dés que des contaminants sont

introduits dans un environnement donné, ils interagissent entre eux et avec le milieu
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environnant. Ces interactions se traduisent par des changements dans leurs concentrations

respectives et leurs distributions dans les différents éléments environnementaux.

i. Accepteurs d’électrons
Les microorganismes se procurent de 1’énergie pendant la respiration cellulaire en transférant
les électrons depuis un donneur d’¢lectrons vers un accepteur d’électrons. L’accepteur
d’¢lectrons et réduit alors que le donneur est oxydé.
L’oxygene est ’accepteur d’¢lectrons le plus répandu dans la nature. On peut citer d’autres
substances qui peuvent jouer le role d’accepteurs d’électrons, telles que : les nitrates, le fer III,
le manganese IV et dans certains cas les solvants chlorés, le perchloroéthyléene (PCE), le

trichloroéthyléne (TCE) et le le dichloroéthyléne (TCE).

1.10 Cinétique d’élimination des hydrocarbures

Afin de déterminer les rendements de dépollution des sols contaminés par les hydrocarbures, il
est important de disposer des lois mathématiques représentant le comportement biologique et
physique relatif a la dégradation d’un polluant. Dans ce cas, il est important de comprendre le
procédé mis en place et de tenir compte des paramétres les plus influents du procédé, leurs
effets et de les représenter sous forme d’équations mathématiques.

La cinétique d’¢élimination des hydrocarbures dans le sol sous I’action des micro-organismes
(cas biotique) suit le plus souvent une loi exponentielle, la vitesse de dégradation serait du
premier ordre. Elle s’exprime par la relation suivante :

_dc(e) _
V=—=A = k(D) (1)

L’intégration de 1’équation (1) conduit a I’expression suivante :

ln(%:)) = — k.t )

Avec:
k : constante de vitesse d’élimination (J-)
C(t) : concentration de I’hydrocarbure a un temps t (g/kg)

Co : concentration initiale de I’hydrocarbure (g/kg)
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a. Constantes de vitesse d’élimination

Afin de caractériser la cinétique d’élimination du gasoil dans le sol, nous déterminons les

. , . . c(t
constantes de vitesse k. Pour cela, nous présentons 1’évolution de — In (%) au cours du temps.
0

b. Constante de vitesse de biodégradation
La biodégradation de I’hydrocarbure engendrée uniquement par l'activité bactérienne est
caractérisée par la constante cinétique kgiod, déterminée en considérant la concentration

résiduelle Cgiod, que I’on injecte dans 1'équation (2), nous calculons Cgiod par 1’équation suivante

Cgioa = Co — (Caviot — Chiot ) (3)

Avec :

Cgiod : Concentration résiduelle de I’hydrocarbure dans le sol a un instant t (g/kg).

1.11 Rendements d’¢élimination et de biodégradation

Dans les colonnes biotiques nous déterminons les taux d’élimination Tk qui caractérisent
I’¢élimination de 1’hydrocarbure sous I’effet combiné de 1’aération et de I’activité bactérienne.
Dans les colonnes abiotiques nous déterminons les taux d’enlévement Tapior, I’élimination du
carburant, est due dans ce cas uniquement a I’influence de I’aération qui génére un effet de
transport et de volatilisation du polluant. Nous déterminons aussi les taux de biodégradation
Teiod. Ce parameétre nous renseigne sur 1’élimination du carburant sous 1’effet exclusif des
microorganismes.

Tk, Taviot €t Thiod sont calculés a partir des équations suivantes :

Tg = (Co — Chiot)/Co 4)
Tapiot = (Co — Cabiot)/Co (5)
Tgioa = Tg — Tabiot (6)

Avec :
Co : Concentration initiale de I’hydrocarbure dans le sol, g/kg de sol.
Chiot : Concentration de I’hydrocarbure dans les colonnes biotiques, g/kg de sol.

Caviot : Concentration de 1’hydrocarbure dans les colonnes abiotiques, g/kg de sol.
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1.12 Synthése des travaux antérieurs

La bioremédiation des sols contaminés consiste a stimuler la dégradation des polluants, sous
I’action de micro-organismes indigénes ou rapportés. Les microorganismes peuvent agir de
deux maniéres : la premiere, les composés sont transformés en composés inoffensifs, c’est la
biotransformation alors que la deuxiéme mani¢re consiste a désintégrer les composés en
¢léments plus petits, ce processus s’appelle la biodégradation. Certains microorganismes
peuvent utiliser tout le contaminant pour former le dioxyde de carbone et ’eau, c’est la
minéralisation. C’est une méthode des plus rentables et des plus respectueuses de
I'environnement pour la dépollution des sols et de l'eau contaminés par le pétrole. Cette
technique est devenue largement utilisée pour traiter la pollution par les hydrocarbures
pétroliers dans les écosystémes terrestres et aquatiques.

La dégradation la plus rapide et la plus compléte de la majorité des polluants organiques est
réalisée dans des conditions aérobies. L'attaque intracellulaire initiale des polluants organiques
est un processus oxydant et l'activation ainsi que l'incorporation de I'oxygeéne constituent la
réaction clé enzymatique catalysée par les oxygénases et les peroxydases.

Les facteurs qui affectent I’activité bactérienne et améliorent leurs pouvoir de dégradation sont
principalement I’oxygene, la teneur en nutriments, 1’adaptation des bactéries au polluant et la

température.

Tirandaz et al. (2019) [81] ont utilis¢ des micro-organismes indigénes ramenés d’un site de
déversement d’hydrocarbures pour la bioremédiation d’un site pollu¢ par des déchets de forage
pétroliers vieillis. IlIs ont utilis¢é une biostimulation dans des microcosmes, les principales
bactéries utilisées sont des Actinobactéries (Georgenia, Brevibacterium, Micromonospora et
Streptomyces) en particulier, le genre Georgenia. Le taux d’élimination des TPHs obtenu était

de 45,4 % et ce apres 60 jours de traitement.

Hernandez-Martinez et al. (2018) [82] ont ramené un consortium microbien d’un site de
déversement d'hydrocarbures. Le consortium a été adapté au gasoil dans des Erlenmeyer de
capacit¢ 500 mL contenant un milieu minéral composé essentiellement de KCI, NaNOs3,
MgS0O4. 5H>0, KoHPO4 et du gasoil comme seule source de carbone avec une aération continue
a raison de 15 ml/s. Le sol pollué a été traité dans une colonne a bulles de volume égale a 1 L,

le rendement d’élimination atteint est de 93,84 % et ce apres 15 jours de traitement.
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Ozyurek et al. (2017) [83] ont étudié la biodégradation du pétrole brut a 1 % par Klebsiella
pneumoniae ATCC13883, isolée d’un fluide de forage. La biodégradation a été réalisée dans
des Erlenmeyers de 250 mL. L’effet du pH, de la température, I’ajout d’un surfactant appelé
Triton X-100 et de 1’extrait de glucose et de levure comme nutriments ont été étudiés. Le taux
de biodégradation le plus ¢élevé a été de 66,5% obtenu dans les conditions optimales : pH= 7,
concentration en pétrole de 1% (v / v) et aprés 7 jours d’incubation a une vitesse de rotation de

150 tr /min et a une température de 25°C.

Ghavidel er al. (2017) [84] ont utilis¢ deux souches microbiennes autochtones pour la
bioremédiation d'un sol contaminé par du gasoil, le rapport C/N/P a été ajusté a 100/5/1 par
ajout d’une solution contenant du KoHPOj4 et du NH4NO; avec une aération continue réalisée
manuellement en utilisant une houe de jardinage, le taux d’humidité est de 60%. Il ressort un
rendement d’élimination de 79% apres 45 jours de traitement. L’ajout de la sciure de bois a
raison de 100g/kg de sol a conduit a un rendement de 93,53%, ce qui signifie que 1’ajout de la

sciure de bois a amélioré la biodisponibilité du gasoil aux bactéries.

Marchand ez al. (2017) [85] ont étudié la biodégradation des HAPs en utilisant 95 souches
bactériennes et 160 souches fongiques isolées d'une ancienne usine pétrochimique. L’influence
de l'origine du sol, du type de milieu de culture et de la taxonomie des souches a été étudiée.
L’ajout d’isolats fongiques appartenant aux groupes des Sordariomycetes et les isolats
bactériens appartenant aux groupes des Actinobacteria, Betaproteobacteria et

Gammaproteobacteria ont montré un fort potentiel de dégradation des HAPs.

Shankar et al. (2014) [86] ont traité un sol pollu¢ par un mélange de trois types d’hydrocarbures
(pétrole, diesel et huile moteur). 32 consortiums ont été isolés de 3 sites différents : stations-
service, ateliers automobiles et raffineries. La biodégradation maximale atteinte était presque
de 100 % et ce apres 30 jours de traitement avec le consortium Trigonella foenum-graecum,

avec des constantes cinétiques allant de 0,051 4 0,077 jour".

Sharma et al. (2014) [87] ont étudié¢ la capacité d’une bactérie indigene Pseudomonas
aeruginosa pour assainir un sol pollué par du gasoil dans des bioréacteurs. 5 bioréacteurs
contenant 2,5 kg de sol ont été utilisés. A : sol non contaming, B : sol contaminé et stérilsié, C :
sol contaminé sans aucun ajout, D : sol contaminé avec ajout de nutriments, E : sol contaminé

avec ajout de nutriments et ajout de d’inoculum bactérien isolé a partir d’un site pollué. L’ajout
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de I’inoculum bactérien Pseudomonas aeruginosa a permis d’atteindre un taux d’élimination de
66 % et ce apres 30 jours de traitement. L’¢limination engendrée par I’évaporation a été estimée

al7 %.

Najirad et al. (2013) [88] ont étudi¢ la bioremédiation d’un sol contaminé par du gasoil a 4 %
en utilisant deux types de bactéries prélevées sur le site d’une raffinerie au sud de Téhéran. Le
meilleur taux de dégradation obtenu avec les deux bactéries est de 93 % obtenu apres 45 jours
pour les conditions suivantes : température 27 + 2 ° C, taux d’humidité de 60% et une aération

quotidienne.

Lee et al. (2011) [69] ont testé 03 techniques pour assainir des sols contaminés par du gasoil :
I’atténuation naturelle (NA), la biostimulation (BS) en amendant le sol avec un mélange de
nutriments composé¢ de MgSO4, CaCl,, KHoPOs, NK4NO3, NaHPO4 et du FeCls et la
bioaugmentation (BA) en inoculant Rhodococcus sp. EH831 dans le sol avec ajout d’un
surfactant (Tween 80). La bioaugmentation s’est avéré la plus efficace avec des rendements

plus élevés. L ajout du surfactant n’a pas eu d’effets significatifs sur la bioremédiation.

Taccari et al. (2010) [89] ont étudié la bioremédiation d’un sol pollué par du gasoil en utilisant
des bioréacteurs a lit fixe, en évaluant I’influence du compost, des surfactants (cyclodextrine)
et de I’ajout d’un consortium de bactéries préalablement sélectionnées a partir d’un sol
contaminé par du gasoil. L’ajout du consortium a donné la meilleure €élimination (96 %) alors

qu’avec 1’ajout du compost et des surfactants, les rendements étaient plus faibles (80%).

Wang et al. (2011) [56] ont étudié la dégradation du gasoil en utilisant I’effet combiné de la
biodégradation et de la phyto-remédiation. Les micro-organismes (Pseudomonas, Alcaligenes)
ont été isolés a partir de marécages situés sur les cotes d’une riviere polluée par des
hydrocarbures. Des herbes (Carex phacota Spr. (CPS)) ont été utilisées. Apres 60 jours, le taux
de dégradation du gasoil a varié entre 8,05 et 36,59 % avec les microorganismes, alors qu’en
combinant les deux effets, ce taux variait entre 28,28 et 54,94 % selon la concentration initiale

du polluant.

Chien et al. (2010) [90] ont étudié¢ les conditions optimales pour la biodégradation d’un

hydrocarbure dans des microcosmes contenant un sol contaminé. Les facteurs de contrdle
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¢tudiés étaient : le taux d’oxygene (mettre ’intervalle de variation), 1’ajout de nutriments les
pourcentages variés, 1’ajout de bactéries (tu cites les bactéries utilisées), d’agents gonflants, tels
que les copeaux de bois et de riz ainsi que du fumier de poulet comme agent organique. Le
meilleur rendement a ¢été obtenu avec 1’ajout de nutriments avec un rapport massique
sol/inocula égale a 50/1 et d’agents gonflants avec un rapport massique sol/agent gonflant égale
10/1. La constante de vitesse d’élimination k = 0,015 jour ' et le taux d’élimination de 85 %

sur une période de 155 jours.

Owsianiak et al. (2009) [91] se sont intéressés a la biodégradation d’un mélange diesel-
biodiesel (Ester de méthyle a 10%) par un consortium microbien isolé a partir d’un site pollué
par du pétrole brut. Les micro-organismes ont été cultivés dans un milieu minéral contenant 2%
d’un mélange de carbone a une température de 25°C et placé dans un incubateur rotatif pendant
7 jours. Les résultats ont montré que 1’ajout de 10 % de biodiesel diminue la biodégradation
seulement de 10 % alors que pour des teneurs supérieures a 30 %, une augmentation de la

biodégradation peut étre observée.

Shabira et al. (2008) [77] ont étudié la biodégradation du kéroseéne dans un échantillon de sol
contenant (4% w/w) de kéroséne en se servant d’un mélange de cultures bactériennes. Ces
auteurs ont sélectionnés deux traitements a savoir : le premiére traitement T ou la concentration
en nutriments (Nitrates d’ammonium, Phosphates de potassium, Hydrogénophosphate de
potassium) est faibles et le deuxiéme traitement T> ou la concentration en nutriments est 10 fois
supérieure a celle de T1. Apres 6 semaines de traitement, ces auteurs ont constaté que le premier
traitement a permis de dégrader seulement 27% de kéroséne alors que dans le second traitement
la dégradation était meilleure, elle est de 65%. Les populations bactériennes ont atteint les
valeurs maximales, elles sont de 7.10% cfu/g et de 9,6.10° cfu/g pour le traitement T et T2,

respectivement.

Nwaogu et al. (2008) [92] ont procéd¢ a une bio-augmentation en utilisant un consortium
bactérien préalablement isolé d’un site pollué, pour la dégradation du gasoil dans le sol. Apres
27 jours de traitement, la teneur du sol en gasoil est passée de 1 mL/20 g de sol a 0,3 mL/20 g

de sol, ce qui représente 70% de dégradation.

Perfumo ef al. (2007) [80] de I'université d’Ulster de 1’Irlande ont étudié la bioremédiation

d’un sol pollu¢ par du hexa-décane a 1%, la biodégradation a ét¢ menée a différentes
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températures : 18 °C et 60 °C. Au bout de 40 jours de traitement, ’atténuation a une température
de 60°C a donné un taux de dégradation de 57 %, alors qu’a une température de 18°C, le taux
d’¢limination de I’hexa-décane était seulement de 27 %. L’ajout de fertilisants tels que : N, P,
K sous forme d’une solution de NH4NO3 et de KoHPO4 a 0,5% (v/w) a permis d’augmenter le
taux d’élimination de 10% et ce pour les deux températures sélectionnées. En outre, le mode
abiotique a ¢été étudi¢ pour la comparaison en stérilisant le sol a une température de 121 °C

pendant 30 mn.

Zhi-feng et al. (2007) [93] de 'université de Pékin ont étudié la biodégradation en anaérobie
des BTEX (Benzene — Toluene — Ethylbenzéne — Xylénes) en présence de nitrates, de sulfates
et d’ions de fer respectivement a 5 et 10 mg/kg. Chaque hydrocarbure est traité d’abord seul
,puis tous les BTEX sont traités en mélange. Le mélange bactérien utilisé a été enrichi en
laboratoire en anaérobie. Il ressort que les nitrates sont les accepteurs d’électrons les plus

performants.

Hwang et al. (2006) [34] ont utilisé un réacteur a compost pour la dégradation du gasoil sous
une aération intermittente, a raison de 100 mL/min selon les modes suivants : 1 heure aération
/1 heure repos, 1 heure aération / 3 heures repos, 1 heure aération / 7 heures repos et une aération
en continue. Les aérations intermittentes se sont avérées plus efficaces que 1’aération continue,
la dégradation la plus importante a été¢ obtenue pour le mode 1 h d’aération/3 h repos, avec une

constante de vitesse égale a 0,134 jour™.

Penet et al. (2006) [94] ont utilisé des échantillons de sol pollués par du gasoil et inoculés par
des micro-organismes provenant de sites contaminés par des hydrocarbures. Ces auteurs ont
constaté que le taux d’élimination du gasoil est meilleur lorsque le sol est inoculé par des
microorganismes provenant des sites pollués, il est de 80%, comparé a celui inoculé par des
microorganismes provenant de sites non contaminés (64%). Globalement, I’adaptation des

microorganismes au polluant améliore sa biodégradation.
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Huang et al. (2005) [95] ont étudié la biodégradation en aérobie et en anaérobie des PEG
(Polyéthyléne glycol) 600, 6000 et 20000 contenant du KoHPO4, KH2PO4, MgSO4, NH4Cl,
NaCl, de I’extrait de levure, du glucose et du peptone. En mode aérobie les PEG se sont
dégradés jusqu’a 80% et ce apres 5 jours de traitement. En mode anaérobie, la dégradation est
moindre, environ 50% de dégradation est atteinte apres 9 jours de traitement lors de 1’utilisation
du PEG 600, 40% du PEG 6000 aprés 10 jours de traitement et 80% de PEG 20 000 apres 6
jours de traitement. L.’apport en oxygeéne dans le sol a permis de favoriser le transfert de matiere
du polluant dans le milieu poreux, alors que les micro-organismes utilisent les nitrates, les

sulfates et les ions ferriques comme accepteurs d’électrons pour la respiration en anaérobie.

Boopathy (2004) [62] a étudié la biodégradation du gasoil dans le sol pollué a 550mg/kg dans
des colonnes en anaérobie. L’anaérobiose a ét¢ assurée par de I’Hélium gazeux ; différents types
d’accepteurs d’électrons ont été testés (Nitrates, sulfates, fer). Le taux de biodégradation
maximale obtenu était de 81% en utilisant un mélange d’accepteurs composés de sulfates,

d’azote, de nitrates et de carbonates et ce apres 310 jours.

Marchal et al. (2003) [96] ont étudié¢ la biodégradation du gasoil dans des systémes fermés en
utilisant des souches bactériennes rapportées d’une boue d’une station d’épuration des eaux
urbaines. 1 ressort que 60 a 70 % du gasoil ont été¢ dégradés, les n-alkanes ont été totalement

dégradés.

Juteau et al. (2003) [97] ont étudié la bioremédiation d’un sol pollué par les rejets de pétrole.
Les expériences ont ét¢ menées dans des Erlenmeyers de volume égale a 1 L, des réacteurs en
PVC de 2 L, ainsi que deux bio-piles de 50 m®. Deux sources de bactéries ont été utilisées : la
premiere a partir d’une boue activée, la seconde, des bactéries commerciales. Cette ¢tude a

montré que la présence de 1’azote a amélioré la dégradation des HAPs au détriment des alcanes.

1.13 Conclusion

La dépollution des sites contaminés est une préoccupation majeure, en raison d’une part, de
I’impact de cette pollution sur I’environnement et la santé, liée notamment, a la propagation des
molécules dangereuses dans le milieu et leur transfert dans les nappes phréatiques et dans la
chaine alimentaire, et d’autre part, des colts exorbitants engendrés par les projets de
réhabilitation qui exigent souvent I’excavation des sols et le transport onéreux des terres vers

les installations de dépollution [62].
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Plusieurs techniques sont utilisées a 1’heure actuelle. Toutefois, la diversité des activités
industrielles pousse les chercheurs a innover régulierement dans ce domaine. Les normes
d'assainissement du sol sont basées sur la protection de la santé humaine et sur la protection de
'écosysteme. Les valeurs critiques de la concentration dans le sol sont calculées sur la base de

la toxicologie humaine et d'autres sur la base de I'éco toxicologie.
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Chapitre II : Partie expérimentale

I1. Partie expérimentale

Ce chapitre consiste a présenter la démarche suivie pour réaliser la décontamination d’un sol
pollué par un carburant de type gasoil. Il est composé de deux parties, la premiere est consacrée
a la description de I’installation expérimentale, la caractérisation du sol utilis€, les méthodes de
mesure ainsi que les techniques d’analyses utilisées. Quant a la deuxiéme partie, elle est axée
sur I’étude hydrodynamique de I’installation. Cette étude s’est avérée nécessaire pour maitriser
le bon fonctionnement de I’installation et de déterminer les paramétres opératoires les plus
appropriés. C’est pour cela, nous sommes intéressés a déterminer le profil du taux d’humidité

dans I’échantillon de sol ainsi que I’évolution de la concentration du polluant.

I1.1 L’installation expérimentale

L’installation expérimentale est constituée de 11 colonnes cylindriques de 500 mm de hauteur
et 80 mm de diamétre interne, avec un volume de 2,5 L chacune. Ces colonnes sont utilisées
comme des bioréacteurs pour le traitement biologique des échantillons de sol contaminé par le
gasoil. Chaque bioréacteur, pouvant contenir un échantillon de 1200 a 1400 g de sol avec une
hauteur de 225 mm environ, est fermé hermétiquement par le haut et par le bas par des
couvercles étanches. Le couvercle supérieur est pourvu de deux orifices, le 1 pour alimenter
I’échantillon de sol en eau, le 2" pour 1’évacuation de 1’air. Le couvercle du bas est doté de
deux orifices, I'un pour I’injection de I’air et ’autre pour la récupération éventuelle du surplus
d’eau.

Le schéma de I’installation expérimentale est représenté sur la figure II.1. Sur chaque
bioréacteur nous avons prévus 04 piquages équidistants de 8 mm de diametre. Ces piquages
servent aux prises d’échantillons de sol pour les différentes analyses. Dans cette étude, deux
configurations ont ét¢ utilisées a savoir : la configuration (A) et la configuration (B). En effet,
dans la configuration (A), le bioréacteur servira pour le traitement du sol pollué en mode
biotique et dans la configuration (B), le bioréacteur fonctionne en mode abiotique.

L’apport en oxygene au sein des bioréacteurs a ét¢ assuré au moyen d’un compresseur d’air de
marque SOFICLEF 100 L. L’injection de I’air se fait en mode ascendant, a travers une matrice
perméable constituée de celles de Bern dont le role est de répartir uniformément ’air injecté
sur tout I’échantillon de sol (5). Le débit d’air est régulé grace a un systeme de controle
constitué : d’un manodétendeur, d’une vanne de régulation et d’un débitmetre a flotteurs de
marque Airlitec. L’alimentation en eau et/ou en solutions se fait par le haut en mode descendant

grace a des pompes doseuses péristaltiques de laboratoire série 400.
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Afin de vérifier la reproductibilité¢ des résultats expérimentaux, les essais ont été réalisés en

double pour chaque configuration.

Configuration biotique (A) Configuration abiotique (B)

‘}

1. Bioréacteur 2. Orifices de prises d’échantillons 3. Compresseur d’air
4. Selles de Bern 5. Echantillon de sol contaminé 6. Manodétendeur
7. Vanne de régulation 8. Rotametre 9. Pompes doseuses

Figure I1.1 : Schéma de I’installation expérimentale

I.1.2 Mode opératoire

Avant chaque essai expérimental, le sable traité par le procédé de biostimulation est analysé
afin de déterminer certaines caractéristiques, telles que : la concentration du gasoil, le taux
d’humidité, le nombre de bactéries ainsi que les teneurs en azote et en phosphore. Tous ces
parametres seront réajustés aux valeurs expérimentales.

Des échantillons de sable de 1400 g chacun sont pollués au niveau du laboratoire a raison de
10 g de gasoil par kg de sol. Une fois pollué le sol est amendé¢ en azote et en phosphore par une
solution de nutriments constituée d’un mélange de chlorure d’ammonium et de phosphates de
potassium pour obtenir différents rapports C/N/P 100/10/1, 100/25/1, 100/5/1,100/10/3,
100/10/0,33 (Cf. Tableau II.1). Chaque échantillon de sol ainsi préparé est mis dans le
bioréacteur (Figure I1.1). Le taux d’humidité est maintenu a 15 % durant toute I’expérience par
ajout régulier d’eau. Chaque bioréacteur est alimenté, en mode ascendant, par un débit d’air
constant. L’alimentation en air est assurée par un compresseur d’air ; le débit est régulé grace a

un jeu de vannes et un débitmetre. Les débits utilisés sont égales a 0,25, 0,5, 1, 1,5 et 2 L/min.
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Des systémes abiotiques sont utilisés avec les mémes conditions opératoires afin de distinguer
I’effet de D’activité bactérienne sur 1’élimination du gasoil de I’effet de I’évaporation et de
I’entrainement généré par I’écoulement de ’air. Une expérience en atténuation naturelle est

réalisée (Qair = 0). Les parameétres opératoires sont récapitulés dans le tableau II.1.

Tableau II.1 : Paramétres opératoires en mode biotique et abiotique

N° | Débit dair (L/min) Te;z:;in(i;fge) - C/N/P

1 0 10 Atténuation naturelle.
2 0,25 10 100/100/1

3 0,50 10 100/100/1

4 1,00 10 100/100/1

5 1,50 10 100/100/1

6 2,00 10 100/100/1

7 0,25 10 100/100/1 (HgCl 1 %)
8 0,50 10 100/100/1 (HgCl> 1 %)
9 1,00 10 100/100/1 (HgCl> 1%)
10 1,50 10 100/100/1 (HgCl 1 %)
11 2,00 10 100/100/1 (HgCl> 1 %)

Nous avons suivi 1’évolution de la concentration du gasoil, de la population bactérienne et des
teneurs en azote et en phosphore pour les différents débits d’air pendant 1 mois environ.

Périodiquement, des échantillons de sol sont prélevés pour les différentes analyses.

I1.2 Caractérisation du sol

Le sol utilisé pour les expériences est du sable que I’on a ramené de la plage de Bordj El Kiffan
située a une vingtaine de km a I’est d’Alger. Nous avons délibérément prélevé le sable a
quelques metres pres d’une bouche d’égout. 15 kg de sable ont été séchés a ’air libre pendant
3 jours puis tamisés dans un tamis possédant des mailles de 800 um. Les particules utilisées
sont donc de diamétre inférieur a 800 um. Avant de caractériser le sol, un sous échantillonnage
par la méthode des quartiers selon la norme NF : X 312-412 a été effectué afin d’éviter tout

probléme d’hétérogénéité.

48



Chapitre II : Partie expérimentale

I1.3 Biostimulation

Pour tout traitement biologique des sols pollués par des hydrocarbures, de nombreux auteurs
recommandent un minimum de microorganismes de 10° ufc/g [69]. Afin d’augmenter la
population bactérienne nous avons opté pour une bio-stimulation du sol. En effet, la flore
microbienne a besoin d'éléments minéraux pour sa croissance. Ces ¢léments, notamment I'azote
et le phosphore sont nécessaires a la formation des constituants cellulaires lors de la
multiplication des micro-organismes ; un enrichissement du sol en azote et en phosphore est
donc nécessaire. Selon ECKFORD et al. (2002), la pollution des sols par les hydrocarbures
entraine un déficit en azote par rapport au carbone, ce qui peut limiter la biodégradation des
hydrocarbures [98]. Pour tout traitement biologique, un enrichissement du sol par le phosphore
et I’azote sera donc nécessaire. Par ailleurs, il est connu que la flore microbienne a besoin
d’¢léments minéraux pour sa croissance, en particulier, 1’azote, dont les proportions
généralement admises, sont de 10 g d’azote et 1 g de phosphore pour 100 g de carbone. Ces
¢léments rentrent dans 1’édification des constituants cellulaires lors de la multiplication des
microorganismes [92].

Dans les environnements aérobies, les éléments limitant les plus susceptibles sont 1’azote et le
phosphore. Venosa et al. (2010) ont noté que 1’activité microbienne augmente en réponse a

I’application de 1’azote et du phosphore [99].

I1.3.1 Traitement du sol par biostimulation
L’opération consiste a traiter du sable, préalablement pollué par du gasoil comme source de
carbone, par une solution de NH4Cl, KNO3 et KH,PO4. Deux échantillons de 04 et 06 kg de sol
sont prépares :

- 1¢" échantillon de masse 4 kg
Nous avons mélangé 500 mL d’une solution contenant 2 g de NH4Cl, 1 g de KNOs et 0,5 g de
KH>PO4 avec 4 kg de sable. Une autre solution de 500 mL d’eau a laquelle on a ajouté 10 g de
gasoil et 'on a mélangé vigoureusement grace a une forte agitation magnétique, puis
immédiatement déversé sur le sable et mélangé soigneusement. L’échantillon ainsi préparé est
placé dans une étuve de marque Memmert a une température de 27 °C. Des ajouts quotidiens
de 200 a 300 mL d’eau pour maintenir un taux d’humidité acceptable de I’ordre de 15 %.
Apres 10 jours de traitement, nous avons rajouté 700 mL d’une solution constituée de 0,5 g de
NH4ClL, 0,25 g KH2PO4 et 10 g de gasoil a cet échantillon. Aprés 03 jours d’incubation dans

I’étuve, la population bactérienne a atteint la valeur de 6.10° ufc/g.
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- 2%me gchantillon de masse 6 kg
Nous avons préparé un autre échantillon de 6 kg de sable auquel on a ajouté une solution de
NH4Cl (3g), KH2PO4 (1,5g), 20 g de sucre (glucose) et 10 g de gasoil. L’échantillon est placé
dans une étuve a 27°C, arrosé quotidiennement d’eau et soigneusement mélangé manuellement

par une spatule. La population bactérienne a atteint 10’ ufc/g aprés 10 jours.

I1.4 Mesures et analyses

Nous allons présenter les différentes techniques de mesure et d’analyse utilisées dans cette étude.

11.4.1 Granulométrie du sol

La distribution granulométrique a été effectuée par tamisage, elle consiste a placer les particules
solides dans des tamis comportant des ouvertures calibrées, les particules dont les dimensions
sont inférieures a celles des ouvertures traversent le tamis lorsqu’il est en vibration, alors que
les plus grosses particules sont retenues, ainsi une particule passe a travers une ouverture de
dimension (di) et ne passe pas par ’autre ouverture de dimension (dz) alors le diameétre di
moyen (di) sera :

_ dy+d,
T2

di (7)

Avec

d; et dz : Diameétres des ouvertures des tamis

I1.4.2 Masse volumique du solide

La masse volumique du solide a été déterminée a partir de la méthode du pycnométre dont le
principe consiste a combler les interstices existant entre les particules solides. La masse
volumique du solide est définie comme étant le rapport de la masse du solide sur son volume,

elle s’écrit :
p=1 ®)

Avec
m: masse du solide

V; : volume du solide
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11.4.3 Teneur en eau ou humidité du sol

La teneur en eau du sol, exprimée sous forme de fraction massique, est déterminée d’apres la
méthodologie décrite par la norme NF X 31-102 intitulée «détermination de 1’humidité
résiduelle d’échantillons de sols préparés pour analyse ».

Un échantillon du sol de masse connue est séché dans une étuve a une température de 105°C
pendant une heure. La différence entre la masse du sol avant et aprés le séchage représente la

masse d’eau du sol. La teneur en eau est alors calculée comme suit :

m;—mpg

Hu % = %100 (9)

Avec:
Hu: Humidité du sol (%) ;
m; : Masse initiale de I’échantillon (g) ;

my : Masse de I’échantillon apres séchage a 105°C (g).

11.4.4 Perméabilité
La perméabilité du sol est déterminée par perméamétrie a charge constante. Le principe de la
méthode consiste a relier le débit de I’eau a la charge constante. Elle est calculée a partir de la

relation :

1<
e

oh (10)

Avec :

k : coefficient de perméabilité (m/s) ;

V : volume d’eau recueilli (m?) ;

t : temps nécessaire pour recueillir le volume V (s) ;
L : hauteur de I’échantillon (m) ;

S : section de 1’échantillon (m?) ;

h : perte de charge a travers 1’échantillon (mck).
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11.4.5 Potentiel d’hydrogéne (pH)

Le pH est déterminé selon la norme AFNOR X 31-103. On met 5 g de sol dans un bécher de
capacité ¢gale a 100 mL, et on lui ajoute 50 mLd’eau distillée. On laisse agiter pendant une
demi-heure a une vitesse de 100 tr/min a la température ambiante puis on effectue la lecture du

pH a I’aide du pH-métre.

11.4.6 Extraction du gasoil

Afin de déterminer la concentration du gasoil dans le sol, nous avons utilisé¢ une technique
d’extraction solide-liquide en utilisant le dichlorométhane comme solvant d’extraction, la
technique se résume comme suit :

Un échantillon de 5 g de sol contaminé est mis dans un bécher de 100 mL, on y rajoute 4 g de
sulfate de sodium anhydre (Na;SO4). Une premiére extraction est réalisée a 40°C dans un bain
a ultrason de modele Bioblock scientifique 88155 pendant 10 mn en utilisant 30 mL de
dichlorométhane CH>2Clo. Apreés avoir filtré le mélange dans un ballon, une 2°™ extraction est
réalisée en utilisant 15 mL de CH>Clz. Dans un rotavapeur, le mélange solvant-contaminant est
évaporé sous vide modérée. La détermination de la quantité de gasoil est obtenue en pesant
I’extrait recueilli aprés évaporation totale du solvant.

Nous avons procédé a plusieurs essais d’extraction du gasoil afin de déterminer la maniére qui
donne le meilleur rendement de séparation, la procédure adoptée est comme suit :

Des échantillons de sable sont volontairement pollués par du gasoil a des concentrations
connues : 2, 3,4, 5 et 10 g/kg de sol. Apres extraction, le mélange solvant-contaminant est
¢vaporé dans un rotavapeur dans une gamme de température allant de 40 a 42 °C a pression
atmosphérique pendant une heure, ce qui permet de récupérer le solvant dans un ballon de

récupération, ensuite une évaporation sous vide est effectuée pendant 25 min a 30 mn.

11.4.7 Dosage des différents éléments chimiques

Les ¢léments chimiques du sol dosés sont le phosphore, les nitrates, les nitrites, 1’azote
ammoniacal et le carbone organique. Le dosage est effectué¢ a I’aide d’un spectrophotometre
(UV/VIS) de type JASCO V-530. L’analyse de 1’élément ou du composé est réalisée suite a
une complexation de celui-ci avec le réactif ajouté, ce qui développe une couleur. L’intensité
de la couleur obtenue et le choix appropri¢ de la longueur d’onde permettent 1’analyse de
1I’¢lément dans 1’échantillon. Les différents principes de réactions de dosage des nutriments sont

donnés comme suit :
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a. Nitrites
Le dosage des nitrites est effectu¢ selon la norme (NF T 90-013) a l’aide d’un
spectrophotomeétre (UV/VIS) de type JASCO V-530 a une longueur d’onde égale a 543 nm.
Les ions nitrites en milieu acide (pH<2) sont dosés avec le réactif amino-4 benzéne

sulfonamide (NH2CsH4SO,NH>) en présence d’acide ortho phosphorique pour former un sel
diazoique, qui donne un complexe de coloration rose indiquant la présence des NO,. La

concentration est obtenue a partir de la courbe d’étalonnage représentant la variation de la

concentration en fonction de la densité optique.

b. Nitrates
En présence de salicylate de sodium, les nitrates donnent du paranitrosonylate de sodium
coloré en jaune et susceptible d'un dosage colorimétrique.
Selon la norme NFT 90-045, en présence de solution étalon avec des gouttes de NaOH a 30%
qui, apres évaporation seront repris par du HoSOq4, du tartrate double de sodium et de potassium

et de ’eau distillée, la mesure de 1’absorbance des nitrates est effectuée a 420 nm.

¢. Azote ammoniacal
(Spectrophotométrie au réactif de Nessler selon la norme (NF 90-015). Le réactif de Nessler
(iodo-mercurate de potassium alcalin) en présence d'ions ammonium est décomposé avec
formation d'iodure de di-mercuri-ammonium qui permet le dosage spectrophotométrique des
ions ammonium. En présence d’hydroxyde de potassium ou de sodium, il se produit une
réaction entre les NH4" et le réactif de Nessler avec formation d’un composé de coloration
variante du rouge au brun. La mesure de la DO est effectuée par spectrophotométrie a la
longueur d’onde de 420 nm.
L’ajout dans le milieu réactionnel de tartrate double de sodium et de potassium a pour rdle
d’éviter la formation d’un trouble du a I’infiltration du calcium et du magnésium présent dans

I’eau.

d. Phosphore
Selon la norme NF 1189, en milieu acide et en présence de molybdate d’ammonium, les ortho
phosphates donnent un complexe phosphomolybdique qui est réduit par I’acide ascorbique ce
qui développe une coloration bleue susceptible d’un dosage spectrophotométrique. Le
développement de la coloration est accéléré par I’utilisation d’un catalyseur, le tartrate double

d’ammonium et de potassium. On effectue les mesures a une longueur d’onde égale a 880 nm.
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e. Carbone organique (NF P 94-055)
Le dosage du carbone organique est effectué selon la norme (NF P 94-055). Le principe consiste
a déterminer, par un procédé chimique, la teneur en carbone d’un échantillon de sol. Une prise
d’essai est mélangée a une solution oxydante (bichromate de potassium) de quantité connue.
Une fois I’oxydation réalisée, il est procédé¢ au dosage par le sel de Mohr en présence de
diphénylamine.

Le carbone organique est calculé a partir de I’équation suivante :

-x).0,615
CO(%) = (r=x)0615 (11)
P
Ou:
y : quantité en ml de sel de Mohr ayant servi a réduire tout le volume de bichromate
de potassium du témoin ;
X : quantité en mol de sel de Mohr ayant servi a réduire 1’exces de bichromate de

potassium de I’essai ;
(y-x) :quantité en ml de sel de mohr ayant servi a réduire le volume du bichromate de
potassium qui a servi a oxyder le carbone organique ;

P : prise d’essai en g.

I1.4.8 Analyse microbiologique
Pour déterminer les caractéristiques biologiques du sol, il est nécessaire d’effectuer un
dénombrement bactérien. Nous avons utilis¢ deux méthodes : méthode de dilution et

ensemencement sur boites de pétries et dénombrement par microscopie optique.

1) Méthode de dilution et ensemencement sur boites Pétries
Un échantillon de 1g de sable est mis dans un tube contenant 10 mL d’eau physiologique stérile,
la suspension est agitée pendant 20 minutes. A partir de cette suspension, on récupere le lixiviat
(solution mére) pour préparer une série de dilutions allant de 10™! & 10" dans des tubes a essai
contenant chacun 9 mL d’eau distillée stérilisée.

= Ensemencement sur boite de pétri
En milieu stérile, et devant un bec benzéne, on préléve 1 mL de chaque dilution a 1’aide d’une
micropipette stérile, et on I’introduit dans des boites de pétries. On verse ensuite au-dessus de

la gélose nutritive.
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e Dénombrement
Apres 24 h d’incubation a 37°C, les colonies développées sont dénombrées a 1’aide d’un
compteur de colonies de type Funke Gebber Colony star. Nous tenons compte uniquement des
boites de pétries dans lesquelles le nombre de colonies varie entre 15 et 300 colonies.
Le nombre de germes par millilitre est déterminé en calculant la moyenne arithmétique des

résultats obtenus et en tenant compte des facteurs de dilution, selon la formule :

d
N = ; (11)

Avec :
N : nombre des colonies dénombrées en ufc/ml ;
V : volume prélevé (1 mL) ;
d : Dilution.

2) Dénombrement par microscopie optique
En plus de I’ensemencement sur boites de pétris, nous avons utilisé la méthode du comptage des
populations bactériennes sur une cellule de Mallasez grace a un microscope optique de marque
Bresser Biolux. La cellule de Malassez est un hématimetre qui permet de compter le nombre
de cellules en suspension dans une solution. C’est une lame de verre sur laquelle a été gravé un
quadrillage de 25 rectangles contenant eux-mémes 20 petits carrés. Elle a été inventée par Louis-
Charles Malassez. Pour dénombrer les cellules, nous déposons entre 10 et 15 pl de cellules en
suspension sur la cellule de Malassez que I’on recouvre d’une lamelle de verre. Apres avoir attendu
quelques minutes pour que les cellules sédimentent, nous comptons les cellules dans 10 rectangles
(quadrillés). Le volume d'un rectangle quadrill¢ étant de 0,01 pl, en comptant 10 rectangles, il

suffit alors de multiplier le résultat par 10 000 pour obtenir le nombre de cellules par ml.

I1.5 Matériel de laboratoire

I1.5.1 Tamiseuse

Le tamisage est le passage d'un produit solide ou d'une suspension au tamis pour réaliser
la séparation et éventuellement l'analyse granulométrique de certains éléments.

L'écartement des mailles du tamis est généralement compris entre quelques millimétres et
quelques micrometres. Les tamiseurs utilisent les vibrations pour filtrer et séparer les particules

du sol.
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I1.5.2 Bain a ultrasons

Le bain a ultrasons est un appareil d’extraction solide-liquide basé¢ sur un systéme de vibration,
il est équipé d’une minuterie, d’un panier pour les échantillons et d’un régulateur de
température.

L’¢échantillon est baigné dans un solvant qui est chauffé a une température adéquate, des ondes
a haute fréquence sont ensuite envoyées dans le bain. Des millions de minuscules bulles se

forment alors dans le solvant et se chargent de faire la séparation entre le solide et le liquide.

I1.5.3 Rotavapeur

Le rotavapeur est un appareil de séparation qui permet de séparer deux constituants liquides, il
est équipé d’un bain thermostaté, d’un réfrigérant, d’un ballon recette pour récupérer le solvant
et d’un ballon principal pour récupérer I’extrait. Le ballon principal est mis sous vide et chauffé
a une température adéquate, il est mis en rotation pour maintenir une température uniforme au

sein du mélange a évaporer. Le solvant est récupéré dans le ballon recette.

I1.5.4 Balance électronique

Le principe de fonctionnement de ces balances repose sur les variations des caractéristiques
électriques de certains matériaux lorsqu'ils sont soumis a des compressions mécaniques. Ces
variations électriques sont mesurées et envoyées a un cadran qui permet de donner une

indication sur la masse de la charge qui a comprimé le matériau.

I1.5.5 Etuve

Une étuve de laboratoire est un appareil de chauffage fonctionnant le plus souvent a pression
atmosphérique (parfois sous vide ou sous gaz neutre) avec ventilation, ce qui assure un transfert
thermique rapide et une bonne homogénéité permettant d'effectuer divers traitements
thermiques a température régulée. Le chauffage peut se faire par convection, le brassage interne
de l'air se faisant naturellement (pas de ventilateur), ou avec ventilation, ce qui assure

un transfert thermique rapide et une bonne homogénéité de la température.

I1.5.6 Spectrophotométre

C’est un appareil de mesure d'absorbance ou de densité optique d'une substance
chimique donnée, généralement en solution. Plus I'échantillon est concentré, plus il absorbe la
lumiere dans les limites de proportionnalit¢ énoncées par la loi de Beer-Lambert. Le
spectrophotométre est préalablement étalonné sur la longueur d’onde d'absorption de la

substance a étudier.
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I1.5.7 Centrifugeuse

C’est un appareil qui est mis en rotation extrémement rapide par un moteur électrique. Ce
mouvement de rotation produit la séparation de substances de densités différentes tenues en
suspension ou en émulsion dans un liquide. Le temps et la vitesse de rotation dépendent des

substances a séparer, en générale la vitesse de rotation varie entre 2000 et 4000 tr/min.

I1.5.8 Microscope optique
Le microscope optique est un instrument d'optique muni d'un objectif et d'un oculaire qui
permettent de grossir 1'image d'un objet de petites dimensions et de séparer les détails de cette

image (pouvoir de résolution) afin qu'il soit observable par 1'ceil humain.

I1.6 Etude hydrodynamique de I’installation

Nous avons effectué¢ des essais hydrodynamiques sur I’installation expérimentale afin de
déterminer certaines caractéristiques hydrodynamiques qui permettent de mieux maitriser le
fonctionnement de l’installation et ainsi de déterminer les parameétres opératoires les plus
appropriés pour réaliser la dépollution du sol contaminé par le gasoil.

Un échantillon de 1400 g de sol tamisé dont le diameétre est inférieur a 800 um est contaminé
par du gasoil a raison de 10 g/kg. Le taux d’humidité initial est ajusté a 15 %. L’échantillon
ainsi préparé est entassé dans un bioréacteur, la porosité du lit est égale a 0,387. La hauteur du
lit de sable est égale a 205 mm.

Dans ce travail, nous nous intéressons a déterminer le profil du taux d’humidité dans
I’échantillon de sol ainsi que 1’évolution de la concentration du polluant a différentes

profondeurs dans le sable.

I1.6.1 Profil du taux d’humidité

La teneur en eau du sable est un parametre trés important pour le processus de biodégradation
des composés organiques simples ou complexes. Le lit de sable présente une faible porosité ce
qui devrait faciliter I’infiltration de I’eau dans le lit de sable. L’eau est introduite par le haut en
mode descendant et s’infiltre par gravité, sur toute la hauteur du lit. Quant a 1’aération, elle est
assurée par injection de 1’air par le bas du réacteur en mode ascendant. Afin de suivre
I’évolution du taux d’humidité tout au long du lit de sable, nous nous sommes donc intéressés
a déterminer le profil de ’humidité durant 1’opération de traitement biologique. Nous avons
prélevé des échantillons de sable a des intervalles réguliers d’environ une heure aux positions

Z1=25 mm, Zo="75 mm, Z3= 125 mm et Z4= 175 mm (Voir figure 1I.11). Les débits d’air
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appliqués durant le traitement biologique sont 0,50 ; 1,00 et 2,00 (L/min) avec un taux

d’humidité initial égal a 15 %.

Alimentation en ’ l
eau il
Z4s=175mm ----- -2y
7= 125 mm------- = dig]
Z>=75mm ------- L
Zi =25 mm
Zo=0 mm

Injection de ’air

Figure I1.2 : Schéma d’un bioréacteur montrant les prises d’échantillons

11.6.2 Profil de la concentration du gasoil

Afin de vérifier la distribution uniforme de la concentration du gasoil dans le sol au cours du
temps, nous nous sommes intéressés a suivre 1’évolution de cette concentration aux différentes
positions Zi, Z», Z3 et Zs. Des prises d’échantillons sont effectuées chaque 02 heures pour

analyse.

I1.6.3 Cinétique de séchage du sable pour différents débits d’air

Afin de maintenir un taux d’humidité constant et égale a 15 % dans le sol durant les différentes
opérations de traitement biologique du sol contaminé par le gasoil, nous nous sommes intéressés
a suivre la cinétique de séchage du sable. Nous avons donc déterminé le taux d’humidité du sol
a des intervalles réguliers, et ce pour les différents débits d’air sélectionnés. Ceci nous permettra
de calculer la quantité d’eau nécessaire qu’il faut rajouter pour réajuster ce taux a 15 %. Les
¢chantillons de sol sont prélevés a la position Z3. Les débits d’air appliqués sont : 0,5 ; 1 et 2

L/min. Le taux d’humidité initial est égal a 15% et le rapport C/N/P est de 100/10/1.
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11.6.4 Perte de charge dans le lit de sable

Afin de déterminer la perte de charge dans le lit fixe, un échantillon de 1400 g de sable est
introduit dans le bioréacteur a lit fixe. La hauteur du lit considérée est égale a 205 mm. Les
prises d’échantillons (Cf. figure I1.11) sont raccordées a des manometres différentiels a eau. De
’air est injecté a un débit de 1 L/min. Les chutes de pression le long du lit sont lues sur les

manometres.

La perte de charge a travers un lit fixe de particules est donnée par 1’équation d’Ergun

appliquée en régime laminaire..

AP 150 pg(1-g)?
z P2 dlz) g2 fm (12)

avec :
Vem: Vitesse minimale de fluidisation (m/s).
4p .

- Pertes de charge dans le lit (Pa/m).

tg © Viscosite dynamique de I"air (kg/m.s).

P : Coefficient de sphéricité des particules du sol.
€ : Porosité du lit (%).
dp : Diametre moyen des particules du sol (m).

- Détermination de la perte charge

Un échantillon de 1400 g de sable est mis dans le bioréacteur. La hauteur du lit est égale a 205
mm. Les prises d’échantillons (Voir figure I1.11) sont branchées a des manometres différentiels
a eau. De I’air est injecté avec un débit de 1 L/min. Les chutes de pression le long du lit sont

lues sur manometres.

- Vitesse de fluidisation minimale

En lit fluidisé, les particules du sol sont en équilibre sous 1’action des forces de pression de I’air
ascendant et celles du poids apparent du lit, la chute de pression le long du lit est donnée par
I’équation 13 :

AP 150 pg (1-¢)?

- = qJzd—lzjszme=<ps—pg)(1—8)g (13)
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avec :
ps : masse volumique du sable.
pg : masse volumique de ’air.

g : I’accélération terrestre.

I1.7 Techniques de séparation

Afin de suivre la concentration du gasoil dans le sol, nous avons utilisé, comme cité
précédemment, une technique d’extraction solide-liquide en utilisant le dichlorométhane
comme solvant. Pour cela, nous avons effectué plusieurs essais afin de déterminer le meilleur

rendement de séparation, nous avons procédé comme suit :

Des échantillons de sable sont volontairement pollués par du gasoil a des concentrations
connues : 2, 3, 4, 5 et 10 g/kg de sol. L’extraction du gasoil du sol est réalis¢ par du
dichlorométhane; le mélange solvant-gasoil est évaporé dans un rotavapeur dans une gamme
de température allant de 40 a 42 °C a pression atmosphérique pendant une heure, ce qui permet
de récupérer le solvant dans le ballon de récupération, ensuite une évaporation sous vide est
effectuée pendant 25 min. Cette méthode donne des taux d’extraction qui varient entre 85 et 94

% selon la concentration initiale du gasoil.
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Chapitre III. Résultats et Discussion

IT1. Résultats et discussion

Les sols contaminés par les hydrocarbures peuvent nuire a la santé humaine, a I’environnement
ainsi qu’aux micro-organismes du sol, en réduisant leur nombre et leur activité. Les
microorganismes du sol aident a rendre les nutriments disponibles pour les plantes. Souvent, la
réduction du nombre ou de D’activité des microorganismes affecte également les plantes.
Certains hydrocarbures peuvent étre absorbés par les plantes et présentent un grand risque pour
la faune. A des niveaux élevés de contamination le développement des plantes sera inhibé.
Certains produits pétroliers peuvent former des films €pais et collants. Ces types de produits
pétroliers peuvent obstruer le sol de sorte a ce que 1’eau et 1’air circulent difficilement vers les
racines des plantes, ce qui conduit a la sécheresse des plantes.

L’objectif principale de cette étude est le traitement biologique d’un sol pollué par du gasoil
dans un bioréacteur a lit fixe. La maitrise des paramétres opératoires de fonctionnement de
I’installation s’est avérée nécessaire. C’est pourquoi, nous avons mené des expériences dans
des bioréacteurs a lit de sable afin de déterminer les conditions opératoires optimales a la
biodégradation des hydrocarbures, il faut également que les techniques utilisées fonctionnent
avec une bonne efficacité.

Nous nous sommes ainsi intéressés a suivre 1’évolution de différents parameétres a savoir : la
biomasse, la concentration résiduelle du gasoil, I’azote ammoniacal, les nitrites, les nitrates et
le phosphore. L’effet de I’aération continue dans le sol a ét¢ considéré car elle est nécessaire
pour I’activité microbienne aérobie. Les taux et la cinétique d’élimination du gasoil, en mode
biotique et en mode abiotique ont été¢ calculés. Cette approche s’est avérée nécessaire afin
d’évaluer la contribution de la flore microbienne dans 1’élimination du gasoil dans un milieu

hétérogene.

II1.1 Caractéristiques du sol et parametres opératoires

II1.1.1 Caractéristiques du sol

Les résultats de la caractérisation physico-chimique du sol sont représentés sur le tableau III.1.
Nous remarquons que le sable utilisé pour les expérimentations est constitué de particules
grossiéres de diamétre inférieur a 800 pm et de masse volumique de 2649 kg/m>. Selon la
classification de Geldart, le sol utilisé appartient a la classe B c.a.d. ¢’est une poudre sableuse.
La perméabilité du sol est considérée comme assez élevée, elle est de 1,34 10 m/s (Cf. Tableau
III.1), ce qui devrait faciliter le transport des fluides dans le sol, les échantillons de sol préparés
sont entassés dans les bioréacteurs. ERIKSSON et al. (2000) ont étudié I'influence de la

structure du sol sur le transport de I’oxygene, ces auteurs ont indiqué que plus le sol est dense,
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moins les nutriments et 1’O> sont transportés vers la flore indigéne du milieu responsable de la
biodégradation du polluant [73].

Nous remarquons aussi que le pH du sol est de 8,35, il est Iégérement alcalin et ayant un taux
d’humidité de 0,61 %. La plupart des microorganismes sont capables de se développer dans un
intervalle de pH allant de 5 a 9 avec un optimum se situant aux alentours de 7 [6]. Il existe aussi
des poches d’air occluses dans le sable. En outre, la composition chimique du sol indique un
déficit en éléments azotés et phosphorés, les valeurs obtenues sont de 1,84.107, 8,63.10°3,
3,11.10* et 1,58.107* mg/g pour respectivement, le phosphore, les nitrates, les nitrites et I’azote
ammoniacal. Quant a la teneur du sable en carbone organique, elle est de 1,7 mg/g, ce qui
conduit & un rapport molaire C/N/P égale a 1/3.10°/8,5.10*.

Par ailleurs, le nombre de bactéries indigéne est relativement faible, il est de 3,14.10* ufc/g.
Dans les procédés de traitement par voie biologique des polluants a base d’hydrocarbures, de
nombreux auteurs recommandent un minimum en microorganismes estimé a 10° ufc/g [100].
Dans ce cas, la flore microbienne a besoin d'éléments minéraux pour sa croissance, notamment,
l'azote. Ces ¢léments sont nécessaires a la formation des constituants cellulaires lors de la
multiplication des micro-organismes. C’est pour cela, la biostimulation du sol via son

enrichissement en azote et en phosphore s’avére nécessaire.

Tableau III.1 : Caractéristiques physico-chimiques du sol.

Caractéristiques Résultats Caractéristiques Résultats
ps (kg/m?) 2649 Taux d’humidité (%) 0,61

CO (mg/g) 1,7 pH 8,35
COT (mg/g) 43,2 Biomasse (CFU/g) 3,14.10*
N (mg/g) 3,26.107 Argile (%) 0

P (mg/g) 1,84.10° Sable grossier (%) 98

C/N 600 Sable fin (%) 1,49

C/P 2,37.10° Porosité (g) 0,387

dn (um) 401 dar (Lm) 450

I11.1.2 Profil du taux d’humidité dans le sol
La description de I’évolution du taux d’humidité dans un milieu hétérogene repose sur la
connaissance de divers parameétres qui dépendent de 1’organisation de I’espace des pores du

sable ainsi que de la surface spécifique des particules de sable.
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L’évolution du taux d’humidité¢ aux différentes positions et pour différents débits d’air est
représentée sur les figures II1.1, II1.2 et II1.3. Le taux d’humidité initial est égal a 15 % et le

rapport C/N/P est égal a 100/10/1.

Nous remarquons que 1’évolution de la teneur en eau varie d’une position a une autre et ce, pour

les débits d’air sélectionnés :

- Débit d’air = 0,5 L/min : Pour les positions Z; et Z> et pendant les 3 premicres heures de
circulation des fluides, la teneur en eau passe de 15 a 28 et 18,5 %, respectivement, elle
diminue ensuite de facon réguliere jusqu’a 18 et 8 % apres 25 heures. Pour les positions Z3
et Z4, la diminution est régulicre, elle se stabilise autour de 7 % apres 6 heures pour Z3 et 5
% apres 3 heures pour Zs.

- Débit d’air = 1 L/min : Pour les positions Z; et Z,, la teneur en eau augmente pendant 3

heures, elle passe de 15 a 22,50 et a 17%, respectivement, et ce sous I’effet combiné de la
circulation de 1’eau par gravité¢ (mode descendant) et de de la circulation de la phase gazeuse
(I’air) en mode ascendant. Ensuite elle diminue de fagon réguliére, pour atteindre une teneur
de 15 et 7%, respectivement et ce apres 25 heures de circulation des deux phases dans le lit
de sable.
Par contre, pour les positions Z3 et Zs, la teneur en eau diminue de fagon réguliére, en
particulier pour la position Z3 = 125 mm, ou I’évolution suit une loi exponentielle durant une
premiére phase d’une durée de 7 heures, puis elle se stabilise ensuite autour de 5%. Pour la
position Zs, la diminution est plus rapide, elle passe de 15 a 5% environ en trois heures, et
se stabilise autour de 5%.

- Débit d’air =2 L/min : Méme constat pour la position Z3, le teneur en eau diminue de fagon
réguliére jusqu’a 2 % apres 25 heures. Pour les positions Z; et Z», nous observons d’abords
une augmentation suivie d’'une diminution réguliére.

Globalement, plus la position du sol augmente dans le bioréacteur plus le sol est moins humide

et ce pour les débits d’air sélectionnés. Ceci peut étre expliqué par la migration de la vapeur

d’eau lors de I’ascension de la phase gazeuse dans le lit de sable. La teneur en humidité a faible
profondeur peut affecter les activités microbiennes, les réactions chimiques et biochimiques et
d’autres phénoménes qui se produisent dans le sol. A proximité de la surface, la teneur en

humidité peut étre contrdlée par le processus d’évaporation de 1’eau.
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Figure III.1 : Evolution du taux d’humidité aux différentes positions.
Quir = 0,5 L/min. Taux d’humidité initial 15 %.
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Figure I11.2 : Evolution du taux d’humidité aux différentes positions.
Qair = 1 L/min. Taux d’humidité initial 15 %.
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Figure II1.3 : Evolution du taux d’humidité aux différentes positions.
Qair = 2 L/min. Taux d’humidité initial 15 %.

I11.1.3 Evolution de la concentration du gasoil dans le lit fixe
Les résultats donnant 1’évolution temporelle de la concentration du gasoil dans le sol pour
différents débits d’air et a différentes positions sont représentés sur la figure I11.4.
Nous remarquons une diminution significative de 1’évolution de la concentration du gasoil qui
suit une évolution exponentielle et ce pour les différents débits sélectionnés. Nous remarquons
aussi que les profils de concentrations du gasoil pour le débit d’air de 1 L/min sont quasiment
similaires. La teneur du sol en gasoil passe de 10 g/kg a une valeur comprise entre 1,40 et 1,80
g/kg pour les 04 positions 25, 75, 125 et 175 mm. Dans ce cas, la concentration du gasoil évolue
de maniere uniforme sur toute la hauteur du lit de sable. L’¢élimination du gasoil engendrée par
’aération et la biodégradation est pratiquement similaire, I’activité bactérienne dans le sol n’est
pas affectée par la position du lit de sable. L’écart spatial entre les positions Zi, Z», Z3 et Za
¢tant faible, son influence est insignifiante. C’est-a-dire 1’épaisseur du lit de sable n’as pas
d’influence sur la circulation des fluides dans le milieu hétérogene.
Par ailleurs, pour les débits d’air inférieurs ou supérieurs a 1 L/min, nous remarquons que la
concentration du gasoil varie selon les positions sélectionnées : a titre d’exemple, pour un débit
de 0,5 L/min, la concentration du gasoil passe de 10 a 2,2,35, 3,4 et 4,00 g/kg pour les positions
Z1, 72, Z3 et Za4, et aprés 13 jours de traitement. Pour un débit de 2 L/min, ’écart entre les
courbes est plus prononcé, ce qui signifie que la distribution du gasoil au sein du lit de sable

n’est pas uniforme pour les faibles et forts débits d’air.
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La faisabilité de la technique de traitement biologique dépend fortement de la quantité du
polluant utilisé, la perméabilité du sol ainsi que de la facilité du transport des fluides dans le
milieu hétérogene. Il est a noter qu’une concentration élevée en gasoil peut entrainer une faible
activit¢ microbienne avec une faible ou insuffisante efficacité d’¢limination [101]. C’est
pourquoi, pour la suite du travail et pour toutes les analyses réalisées, les prises d’échantillons

se feront au niveau de la position Z3, cette position parait la plus appropriée.
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Figure I11.4 : Profil de concentrations du gasoil dans le sol. C/N/P = 100/10/1
(a) : Qair = 0,5 L/min. (b) : Qair = 1 L/min. (c¢) : Qair =2 L/min.

I11.1.4 Cinétique de séchage dans le lit fixe

Les courbes de la cinétique de séchage dans le lit fixe et pour les différents débits d’air sont

présentées sur la figure IIL.5. Il ressort que les courbes d’évolution du taux d’humidité pour les

différents débits d’air présentent quasiment la méme allure. Nous remarquons la présence de
deux phases :

- Une premiére phase durant laquelle le taux d’humidité chute rapidement. Cette étape dure 7
heures et demie pour les débits d’air de 0,5 et 1 L/min, et 4 heures environ pour le débit d’air
de 2 L/min. Durant cette phase, le taux d’humidit¢ diminue de fagon régulicre, avec des
vitesses de séchage de 0,9 ; 1,358 et 2,98 (heure™!) pour respectivement les débits d’air 0,5 ,
1 et 2 L/min. Ces vitesses sont €levées pour les forts débits d’air.

- La deuxiéme phase qui débute a partir de 7 heures et demi jusqu’a 24 heures, durant cette
phase, le taux d’humidité varie peu, il passe de 8,40 a 5,60 % et de 5,70 a 4,40 % pour 0,5
et 1 L/min respectivement. Pour le débit 2 L/min, il passe de 5 a 3,10 %. Les vitesses de
séchage durant cette phase sont relativement faibles, 0,17, 0,075 et 0,09 h™! pour les débits

d’air 0,5, 1 et 2 L/min respectivement.
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Figure II1.5 : Evolution de la teneur du sol en eau a la position Z3
a différents débits d’air (Ho= 15%)).
Les débits d’eau qu’il faut injecter dans le lit de sable pour maintenir un taux d’humidité
constant égale a 15 % et compenser la perte d’eau due au phénoménes d’évaporation sont
calculés sur la base de ces vitesses de séchage déterminées précédemment. Les résultats obtenus
sont donnés sur la figure I11.6. Nous remarquons que I’augmentation du débit d’air injecté dans
le lit de sable nécessite un débit d’eau plus important, il passe de 0,13 a 0,84 mL/min pour les
débits d’air allant de 0,25 a 2 L/min, respectivement. L’augmentation du débit d’air affecte la

teneur en humidité et augmente le taux d’évaporation [32].
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Figure II1.6 : Débit d’eau nécessaire pour maintenir un taux
d’humidité égal a 15 %.
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I11.2 Etude hydrodynamique

I11.2.1 Pertes de charge dans le lit de sable

Les travaux d’ERGUN ont montré que pour tout régime d’écoulement, les dissipations
d’énergie dues aux frottements visqueux et a la turbulence sont additives. La perte de charge a
travers un lit fixe de particules peut étre déterminée par I’équation d’Ergun appliquée en régime

laminaire :

AP 150 pg(1-g)?

7= " wae U (14)

avee !

Vem: Vitesse minimale de fluidisation, m/s.
22 . Pertes de charge dans le lit, Pa/m.
Hg @ Viscosite dynamique de I’air, kg/m.s.

Y : Coefficient de sphéricité des particules du sol.
¢ : Porosité du lit, %.

dp : Diametre moyen des particules du sol, m.

La chute de pression dans le lit de sable est illustrée sur la figure II1.7. L’allure du diagramme
de perte de charge indique clairement la linéarité de la perte de charge en fonction de la hauteur
du lit de sable. Elle passe de 320 Pa pour une hauteur de 25 mm a 495 Pa pour une hauteur de
175 mm. L’augmentation est prononcée a I’entrée du lit, due probablement a la présence de la
matrice de garnissage.

Ce domaine linéaire correspond a un fonctionnement de lit de sable non-cohésif fixe. En suivant
la hauteur du lit de sable en fonction du débit d’air, ’expansion du lit reste nulle jusqu’a la
vitesse minimale de fluidisation. Il est a noter que les particules de sable sont de classe B, elles
ne présentent pas de forces interparticulaires. C’est pour cela, des bulles d’air apparaissent dés

que la vitesse minimale de fluidisation est atteinte.
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Figure III.7 : Variation de la perte de charge dans le lit de sable
en fonction de la hauteur du lit (Pa).

I11.2.2 Vitesse de fluidisation minimale
En lit fluidisé, les particules du sol sont en équilibre sous 1’action des forces de pression de 1’air
ascendant et celles du poids apparent du lit, la chute de pression le long du lit est donnée par

I’équation 15 :

AP 150 pg (1-¢)?

7~ pae  Vmm (e (l-e)e (15)

avec :
ps : masse volumique du sable (kg/m?),
pe : masse volumique de I’air (kg/m?),

g : I’accélération terrestre (m/s?),

La résolution de cette équation permet de déterminer la vitesse de fluidisation minimale, Vs
qui est de 186 cm/s. Cette vitesse est inférieure a la vitesse de I’air a vide. En effet pour le débit
maximal Qair =2 L/min, la vitesse de I’air V- est de 66 cm/s, ce qui confirme que nous sommes

bien en lit fixe.
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I11.3 Effet de I’air sur I’élimination du gasoil et sur I’évolution de la biomasse
L’évolution temporelle de la concentration du gasoil et de la population bactérienne pour un
débit d’air de 1 L/min et pour un rapport C/N/P de 100/10/1 illustrée sur la figure IIL.8. Les

expérimentations ont été menées en maintenant un taux d’humidité de 15%.
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Figure I11.8 : Evolution de la concentration du gasoil et de la biomasse.

Qair =1 L/min. C/N/P = 100/10/1.

Nous remarquons que 1’évolution temporelle de la concentration du gasoil présente une allure
exponentielle, ce qui suppose que la cinétique d’élimination du gasoil suit une loi du 1* ordre.
Ce qui est en accord avec les travaux de la littérature qui indiquent que la biodégradation des
hydrocarbures est régie par un modele cinétique de premier ordre [100,102] bien qu’un modele
cinétique de second ordre peut donner des résultats statistiquement valable [103].

Nous constatons une forte croissance bactérienne durant la premiére semaine du traitement
biologique accompagnée d’une diminution rapide de la concentration du gasoil ; elle est passée
de 10 a 4,80 g/kg, ceci est dii & une forte croissance bactérienne. Au-dela du 7°™ jour, la
concentration du gasoil continue a baisser mais plus modérément, elle atteint une valeur de 3,75
g/kg au 13°™ jour du traitement et se stabilise graduellement jusqu’au 25°™ jour autour d’une
valeur égale a 2,50 g/kg.

La population bactérienne a évolué rapidement durant la 1°© semaine ; elle est passée de 2,7.10°
a 3,70.10'% ufc/g. Cette phase active est suivie d’une phase de pseudo stabilité, entre le 7™ et

le 14°™ jour, durant laquelle le nombre de bactéries est resté pratiquement constant, de 1’ordre
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de 10'° Ufc/g, ensuite il chute rapidement, jusqu’a 2,2.107 ufc/g le 22°™ jour, c’est la phase de
déclin.

La diminution du gasoil et le développement bactérien évoluent de maniere concordante. Nous
remarquons en effet, que durant la 1°° semaine pendant laquelle 1’évolution bactérienne est la
plus intense correspond a une diminution rapide du gasoil. Cette phase est suivie d’une période
de stabilité bactérienne durant laquelle la diminution du gasoil est plus lente.

La présence de gasoil dans le sol a entrainé une augmentation du nombre total de bactéries par
comparaison au sol contaminé empilé initialement dans le bioréacteur, ce qui a favorisé
I’activité microbienne des microorganismes indigénes et par conséquent, ’efficacité de
bioemédiation. Ces résultats sont en accord a ceux de la littérature ou certains auteurs ont évalué
I’efficacité du traitement biologique sur des sols pollués par des carburants en utilisant des
souches bactériennes indigénes isolées des sols pollués et cultivées a de fortes concentrations

en gasoil. Le processus d’inoculation a été répété tous les trois jours [104].

I11.3.1 Influence des facteurs biotiques, abiotiques et I’atténuation naturelle sur
la concentration du gasoil

La figure II1.10 illustre 1’évolution temporelle de la concentration du gasoil dans le sol dans le
cas biotique, abiotique et I’atténuation naturelle. Le débit d’air est maintenu a 1 L/min, le
rapport initial C/N/P = 100/10/1. L’évolution dans le cas de 1’atténuation naturelle est présentée
sur la méme figure a titre de comparaison.

D’apres cette figure et dans le cas biotique, la courbe présente une allure exponentielle, en
particulier, durant la 1°° semaine. Au cours de cette phase, la croissance bactérienne et la
cinétique de diminution du gasoil sont les plus importantes, 1’effet combiné¢ de I’activité
bactérienne et de I’aération sur I’élimination du gasoil est manifeste, la concentration du gasoil
passe de 10 a 4,12 g/kg. Dans le cas biotique, I’¢limination du gasoil est un processus complexe
qui repose sur la nature, la composition et la concentration du carburant présent dans le milieu
hétérogene. Elle comprend une série d’étapes impliquant 1’évaporation et le transport du gasoil

provoqué par I’apport en oxygene dans le milieu ainsi que sa minéralisation par des mécanismes

de biodégradation spécifiques aux enzymes [105].

Dans le cas abiotique, la courbe présente une allure pseudo-linéaire en particulier, entre le 5
et le 20°™ jour, la cinétique d’élimination est plus lente, la concentration du gasoil passe de 10
a 6,85 g/kg durant la 1° semaine. Ceci est expliqué par le fait que le gasoil est éliminé selon

des phénomenes physiques, tels que : I’entrainement et I’évaporation, conduisant au phénomene
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de séchage. Dans le cas abiotique, 1’activité¢ bactérienne étant neutralisée par le bactéricide,
I’aération mais aussi d’autres phénomeénes comme le transport et la convection peuvent
provoquer 1’¢limination du gasoil. Certains auteurs [106] ont rapporté que la perte abiotique en
gasoil par volatilisation est de 10% et pourrait atteindre jusqu’a 12% sur une période prolongée

de traitement.

Pour le cas de I’atténuation naturelle ; I’échantillon de sol n’a pas été amendé, il a juste regu
une alimentation en eau pour maintenir un taux d’humidité de 15%, la cinétique d’¢élimination
du gasoil est relativement faible par rapport aux cas biotique et abiotique, la concentration du
gasoil passe de 10 a 8,20 g/kg durant la 1%° semaine de traitement. Les rendements
d’élimination sont de 59, 31,5 et 18 % pour respectivement les cas biotique, abiotique et

I’atténuation naturelle.
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Figure II1.9 : Evolution de la concentration du gasoil dans les cas biotique,
abiotique et atténuation naturelle. Qair = 1 L/min.

I11.3.2 Détermination des constantes de vitesses d’élimination du gasoil

La détermination des constantes de vitesses d’¢limination du gasoil en lit de sable fixe a été

réalisée en présentant sur la figure I11.10 1’évolution de In (%) au cours du temps.

Les courbes donnant la variation de Ln (Co/C) au cours du temps pour 1’atténuation naturelle
et le cas biotique ont chacune 1’allure d’une droite passant par 1’origine avec des coefficients
de corrélation qui varient entre 0,96 et 0,99 ce qui nous incite a dire que la cinétique de

dégradation est bien du 1 ordre dans ces deux cas. Les constantes de vitesse déterminées a
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partir des pentes sont égales 2 0,027 et 1,123 (J7!) pour I’atténuation naturelle et le cas biotique.
La valeur de k dans le cas d’une alimentation en flux d’air constant (1 L/min) est presque 5 fois
supérieure a celle de I’atténuation naturelle. Dans ce cas, la cinétique de dégradation du gasoil
dans le cas biotique est plus rapide par comparaison au cas abiotique et a I’atténuation naturelle,
et par conséquent, un meilleur controle de 1’évolution du gasoil dans le lit de sable.
Globalement, I’injection de I’air améliore la croissance bactérienne et son effet biodégradeur et

augmente ainsi I’élimination du gasoil par le phénoméne d’entrainement.
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Figure II1.10 : Evolution de Ln (Co/C(t)) en fonction du temps

pour un débit d’air de 1 L/min.

I11.4 Influence du débit d’air sur I’évolution de la concentration du gasoil
Les courbes de la figure III.11 et II1.12 illustrent I’¢limination du gasoil pour I’atténuation
naturelle et pour différents débits d’air en mode biotique (A) et abiotique (B). Le rapport C/N/P

initial est égal a 100/10/1 et le taux d’humidité dans le sol est maintenu a 15%.

e Mode biotique

Nous remarquons que, quelques soit le débit d’air introduit, 1’évolution du gasoil passe par deux
phases : une premicre phase d’une durée de 2 semaines, durant laquelle la concentration du
gasoil diminue rapidement. Toutefois, la 1°° semaine est beaucoup plus intense, la
concentration du gasoil dans le sol est passée de 10 a 7,78, 6,13, 5,30, 3,83, 3,92 et 3,37 g/kg
pour l'atténuation naturelle et les débits d'air 0,25, 0,50, 1, 1,5 et 2 L/min respectivement, ce

phénomene est dii probablement a une reproduction bactérienne intense durant cette semaine.
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Au cours de la 2°™ semaine, la diminution continue de fagon moins prononcée, c’est une étape
de pseudo-stabilité bactérienne.

A partir du 15°™ jour, la concentration du gasoil tend a se stabiliser graduellement, c’est la 2™
phase ; au-deld du 20°™ jour, la diminution devient minime, cette étape correspond
probablement a la phase de déclin de 1’activité bactérienne provoquée par une diminution, voir
un épuisement des teneurs du sol en nutriments, en particulier I’azote. La quantité de gasoil est
passée de 10 g/kg a 6,48 ; 4,13 ; 3,00 ; 1,90 ; 2,27 et 0,34 pour respectivement 1’atténuation
naturelle et les débits d’air 0,25 ; 0,50 ; 1 ; 1,50 et 2 L/min. L oxygene est utilis€ comme
accepteur d'électrons par les bactéries aérobies pour oxyder les composants des hydrocarbures
[71]. Dans le processus biotique, I'injection de d'air dans tout le lit de sol améliore I’élimination
du gasoil en raison de l'effet combiné de l'aération et de 1'activité des bactéries indigenes ;
améliorant ainsi la minéralisation et la production de biomasse [83]. Ces résultats sont en
accord a ceux obtenus par Fotinich et al. (1999), ces auteurs ont montré qu'une augmentation
du débit d'air ou de la température améliore fortement le processus de dégradation biologique
du gasoil [79]. Lee et al. (2011) ont obtenu une ¢limination du gasoil dans le sol de 26,6 et
59,7 % apres respectivement 7 et 17 jours sans recourir a un systeme de ventilation [69].
L’utilisation d’un consortium de bactéries préalablement sélectionnées a partir de sols

contaminés par du gasoil a conduit a un taux d’élimination de 96 % [67].
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Figure II1.11 : Evolution de la concentration du gasoil en mode biotique pour les différents

d’air (g’kg de sol). C/N/P =100/10/1, Ho = 15%.
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e Mode Abiotique

Nous constatons que 1’¢limination du gasoil en mode abiotique est favorisée par
I’augmentation du débit d’air, cependant cette élimination est plus faible qu’en mode
biotique en raison de la diminution de la solubilité¢ du gasoil et de I’oxygéne disponibles
aux bactéries. La solubilit¢ des hydrocarbures est encore un probléme critique dans le
processus de bioremédiation [107]. C’est pour cela, il est important d’optimiser 1’apport en
oxygene et en nutriments dans le lit fixe. L’activit¢ bactérienne étant neutralisée ;
I’entrainement et 1’évaporation du gasoil engendré par I’écoulement ascendant de 1’air sont
donc responsables de 1’¢élimination du gasoil. C’est a priori un phénomene de séchage, il
ressort que toutes les courbes de la figure II1.12 présentent une allure pseudo-linéaire en
particulier entre le 5 et le 20°™ jour. Les concentrations résiduelles du gasoil aprés 25
jours sont égales a 5,95, 4,71, 4,52, 3,55 et 1,26 (g/kg) pour les débits d’air 0,25, 0,50, 1,
1,5 et 2 L/min.
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Figure II1.12 : Evolution de la concentration du gasoil en mode abiotique (B) pour

les différents d’air (g/kg de sol). C/N/P = 100/10/1, Ho = 15%.

IIL.5 Cinétique d’élimination du gasoil
a. Constantes de vitesse d’élimination
Afin de caractériser la cinétique d’élimination du gasoil dans le sol, nous déterminons les
constantes de vitesse d’¢élimination k.
Les constantes de vitesse déterminées sont données dans le tableau III.2 ainsi que les taux

d’¢limination. D’apres ce tableau, il ressort que 1’apport en air dans le sable améliore
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I'élimination du gasoil, la constante de vitesse k croit de fagon proportionnelle au débit d’air,
elle passe de 0,038 pour I’atténuation naturelle a 0,155 jour ! pour Qair = 2 L/min c.a.d. une
augmentation de 4 fois supérieure a celle de 1’atténuation naturelle. Dans ce cas, 'efficacité de
minéralisation du gasoil est améliorée. Les résultats obtenus sont en bon accord avec les taux
d’¢limination du gasoil. Cependant, ce taux d’¢élimination est supérieur a celui obtenu par Chien
et al., (2010) [90], ils ont obtenu, une constante de vitesse de 0,015 ' et un taux d’élimination
de 85% en utilisant un inoculum microbiens, du fumier de poulet et des agents gonflants sur
une période d'incubation de 155 jours. Dans une autre étude, Kao et al. (2009) ont obtenu une
constante de vitesse de 0,0196 jour ! avec un rendement d’élimination de 87%. Ces auteurs ont
utilisé un systéme de biopile avec un systéme d’agitation du sol et un systéme de renouvelement

d’air [108].

Tableau III.2 : Constantes de vitesse d’élimination et taux d’élimination du gasoil.

Qair (L/min AN 0,25 0,5 1 1,5 2
k (Jour ) 0,038 0,054 0,058 0,126 0,137 0,155
Thiot (%) 34 59 70 81 77 97

b. Comparaison des constantes de vitesse

Sur la figure II1.13 nous présentons la variation de k et kgioqa pour les différents débits d’air.
Nous remarquons que la constante de vitesse d’élimination du gasoil augmente avec
’augmentation du débit d’air, elle passe de 0,038 J™! pour un débit d’air nul (AN) a 0,155 J!
pour le débit d’air de 2 L/min. Au fur et a mesure que I’oxygene est apporté au milieu
multiphasique, I’élimination du gasoil est intensifiée [35].

Par contre, la constante de vitesse de biodégradation kgiod ne varie pas de la méme maniere que
la constante de vitesse, elle passe de 0,004 pour 0,25 L/min & 0,035 jour™' pour 1 L/min et
diminue fortement jusqu'a atteindre 0,014 et 0,024 pour 1,5 et 2 L/min, respectivement. Ces
résultats sont en accord avec la croissance bactérienne indiquant qu'un exces d'air peut inhiber
la croissance bactérienne ou altérer leur capacité a dégrader le polluant. Notez que la valeur la
plus élevée de kgioa est de 0,035 j~! obtenue pour un débit d’air de 1 L/min, bien qu'elle ne

permette que 36 % de la biodégradation du gasoil et 80 % de 1'élimination. Globalement,
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I’apport en oxygene a favorisé les échanges et le transfert inter-particules des différentes phases,

et par conséquent, le processus d’élimination du gasoil est accéléré.
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Figure I11.13 : Influence du débit d’air sur les constantes de vitesse k et kgiod.

I11.6 Evolution de l1a biomasse

La croissance bactérienne se manifeste par l'augmentation du nombre de bactéries par
multiplications, suite a des divisions binaires. Cette croissance est caractérisée par le taux de
croissance [ qui exprime la vitesse de multiplication des bactéries ; c'est le nombre de divisions
effectuées par unité de temps. La figure II1.14 illustre 1’évolution de la biomasse bactérienne
pour différents débits d’air.

Nous constatons I’absence de la phase de latence qui caractérise I’adaptation des bactéries a
leur milieu et qui devait apparaitre au début de la croissance ; durant cette phase le nombre de
bactéries est quasiment constant, il est de I’ordre de 10° ufc/g. La préparation du sol en utilisant
le gasoil et les nutriments est probablement la raison de 1’absence de cette phase de latence.
Nous constatons aussi que le nombre de bactéries augmente rapidement au cours de la premiére
semaine, c’est la phase active durant laquelle la croissance bactérienne est la plus intense. La
majorité des bactéries sont dans un bon état physiologique et se divisent de fagon exponentielle.
Le nombre de bactéries est passé de 10° ufc/ga 2,15.107, 6,03.10°, 1,55.108,4,77.10'°, 8,31.10°,
6,04.10% ufc/g et le taux de croissance maximale pimax a atteint 0,413 ; 0,212 ; 0,496 ; 1,357 ;
1,121 et 0,901 (J°!) durant cette semaine pour respectivement, I’atténuation naturelle et les

débits d’air 0,25, 0,50, 1, 1,50 et 2 L/min.
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Cette étape est suivie d'une phase de pseudo-stabilité d’une durée de 7 jours, durant cette
période le nombre de bactéries est resté pratiquement constant et ce quel que soit le débit d’air
appliqué.

Le nombre de bactéries le plus élevé est de 8,84.10'ufc/g, ce nombre a été atteint au 12°™ jour
pour le débit d’air de 1 L/min. Pour les débits de 1,5 et 2 L/min, le nombre maximum est plus
faible, il est de 2,6.10'° ufc/g et 1,96.10° ufc/g, respectivement. Ceci est en accord avec les
résultats précédents. En effet, le débit d’air 1 L/min a donné le meilleur taux de biodégradation
et la cinétique de biodégradation la plus élevée. Dans ce cas, la stimulation des bactéries est
meilleure.

A partir du 15 jour, nous observons une diminution rapide, c'est la phase de déclin des
bactéries. Au 25°™ jour de traitement, le nombre de bactéries a atteint 5.10°, 7.10°, 1,1.106,

1.7.107,6.10%¢et 8,5.107 ufc/g pour I’atténuation naturelle et les différents débits d’air appliqués.
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Figure I11.14 : Evolution temporelle de la biomasse bactérienne pour différents débits d’air.

I11.8 Influence de la teneur des nutriments

Des solutions minérales de NH4NO;3 et de K3PO4 ont été utilisées comme sources d'azote et de
phosphore pour amender le sol selon différents rapports molaires C/N/P : 100/10/1, 100/5/1,
100/25/1, 10/10/3, et 100/10/0,33. La figure III. 16 montre 1'évolution, en mode biotique, de la
concentration du gasoil pour différents rapports molaires C/N ; le rapport C/P initial est égale
100/1. Sur la figure II1.16 on donne 1'évolution de la concentration de gasoil pour différents

rapports molaires C/P en mode biotique, alors que le rapport C/N initial est égal a 100/10. Dans
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les deux cas, le débit d'air appliqué est ¢gal a 1 L/min. L'atténuation naturelle et le mode

abiotique ont été donnés a des fins de comparaison.
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Figure III. 15 : Evolution de la concentration du gasoil en mode biotique pour différents

rapports molaires C/N. C/P = 100/1. Débit d'air = 1L/min.
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Figure III. 16 : Evolution de la concentration du gasoil en mode biotique pour différents

rapports molaires C/P. C/N = 100/10. Débit d'air = 1L/min.

Toutes les courbes présentent une allure exponentielle, bien que la différence entre ces courbes

soit faible, nous constatons que le taux d’élimination obtenue aprés 26 jours de traitement est
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plus important pour le rapport C/N/P = 100/10/1 (81 %), suivi par les rapports 100/10/0,33
(76,60 %), 100/10/3 (075,90), 100/5/1 (75 %) et 100/25/1 (74,40). Ceci est en accord avec les
résultats obtenus précédemment par certains chercheurs, qui ont rapporté que le ratio de
100/10/1 est souvent recommandé pour la bioremédiation des composés organiques [85], il
permet une bonne métabolisation du gasoil par les bactéries indigénes. Certains chercheurs ont
montré que 1'ajout de nutriments pendant la biorestauration est nécessaire pour stimuler la
croissance des bactéries et 1'élimination de la pollution [86].

L'ajout d'un supplément inorganique, comme 1’azote (N) et le phosphore (P) avec une
alimentation continue en oxygene a un impact significatif sur la dégradation du gasoil. L'ajout
de ces nutriments spécifiques a de faibles ratios, montre clairement que les bactéries indigénes
sont capables de métaboliser le gasoil méme dans des conditions de faibles teneurs en
nutriments.

Dans cette ¢tude, le rapport molaire C/N/P = 100/10/1 avec un débit d’air de 1 L/min, a fourni
le meilleur taux d'élimination (81%). Dans ce cas, I’apport en oxygene et en nutriments a permis
une meilleure stimulation des bactéries.

Des teneurs plus faibles en azote et en phosphore, 100/5/1 et 100/10/0,33, réduisent le pouvoir
de dégradation des bactéries avec des taux d’¢limination plus faibles 75 et 77 %,
respectivement.

11 est & noter que le rapport C/N/P = 100/25/1 et 100/10/3 ont donné des taux d’élimination plus
faibles 74 et 78 % respectivement. Ceci nous incite a dire que les amendements nutritifs ont
bien un effet positif sur la biorestauration des sols contaminés par des hydrocarbures, mais
lorsqu'ils sont ajoutés en exces, un effet inhibiteur est révélé.

L'apport de nutriments et d'oxygeéne reste le facteur clé influencant le processus de

biodégradation du gasoil par les bactéries indigénes.

IT11.9 Comportement des nutriments dans le sol

Les échantillons de sol ont ét¢ amendés par de 1’azote ammoniacal et du phosphore pour un
rapport C/N/P initial égale a 100/10/1. Les teneurs initiales des NH4", et du PO4" sont
respectivement égales a 1295 et 223 mg/kg, celles des nitrites et des nitrates sont tres faibles,
elles sont respectivement égales a 3,11. 107" et 8,63 mg/kg. L'évolution de la teneur en

nutriments dans le sol est illustrée sur la figure I11.17.
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Figure I11.17 : Evolution des nutriments dans le sol. Quir =1 L/min.
NH; = 1295 mg/kg, PO =223 mg/kg

Nous constatons que les teneurs en nutriments dans le sol n’évoluent pas de la méme maniére.
La teneur en NH4" chute considérablement durant le premier jour : Elle passe de 1295 a 225
mg/kg, ce qui correspond a une baisse de 83 %, elle se stabilise autour de 200 mg/kg jusqu’au
10°™ jour, puis diminue jusqu’a environ 20 mg/kg a partir du 20°™ jour.

La teneur du phosphore, par contre, diminue d’une manicre réguliére, et de fagcon moins
accentuée que pour I’azote ammoniacal, elle passe de 223 jusqu’a 0 mg/kg au 25°™ jour. La
diminution des teneurs en azote ammoniacal et du phosphore, observée dans les colonnes
biotiques confirment qu’ils ont bel et bien été assimilés. Ce phénomeéne est peut-étre di a
l'assimilation potentielle du phosphore et de l'ammonium par les bactéries indigénes pour
dégrader les composés du gasoil et ¢galement a la fixation des cations et des cations
intermédiaires par les particules du sol [87]. D’autres mécanismes chimiques et physiques
(volatilisation) peuvent exister dans le sol.

A noter que les concentrations en NO?~ et NO3~ sont trés faibles au départ puis augmentent
jusqu'a la stabilité autour d'une valeur moyenne qui varie entre 50 et 60 mg/kg. Ce que nous
pouvons dire c’est que leurs teneurs ont subi des changements dus probablement, d’une part, a
une assimilation partielle par les bactéries et d’autre part, aux transformations qui ont eu lieu
au cours du cycle d’azote. Au cours du processus de biodégradation, le NH; peut-étre oxydé

en NO?~ et NO3~ par catalyse enzymatique.
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I11.10 Etude de I’évolution de la couche limite dans le lit de sable

La diffusion de fractions volatiles dans un mélange gazeux complexe a faible nombre de
Reynolds particulaire est gouvernée par la loi de Fick. Ceci peut étre appliqué a des fractions
légeres du gasoil dans un mélange composé¢ de gasoil et d’air. Plusieurs corrélations sont
disponibles dans la littérature, parmi lesquelles, la théorie cinétique des gaz a été suggérée pour
tenir compte des phénomenes d’attractions et de répulsions des molécules. Le coefficient de

diffusion peut étre estimé a I’aide du parametre de Lennard-Jones.

1 1 1
+ 2
Mgasoil Mair]

3
Dyasoit-ai = 0,0018583T2

P(-ansoil—ai )O-gasoil—ai

Avec :

Dgasoit-air : Coefficient de diffusion gasoil-air, cm?.s™!
Mair, Mgasoil : Masse molaire de I’air et du gasoil, g.mol™!
T : Température, K

P : Pression, atm

Ogasoil-ai * Prametre de Lennard Jones, A

yasoil-air * Fonction potentiel de Lennard Jones, sans dimension

L’¢épaisseur du fil est donné par la relation suivante :

d
8rim = ﬁ

Le temps caractéristique de la diffusion externe est donné par la relation suivante :

dP 5Film
D

gasil—air

t =

L’¢épaisseur de film et le temps de diffusion externe pour les différents débits d’air sont

récapitulés dans le tableau III.3.
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Chapitre III. Résultats et Discussion

Tableau IIL.3 : Epaisseur de la couche limite et temps caractéristique.

Débit d’air

' U (m/s) Re Sh Ofilm (Um) t(s)
(L/min
0,25 8,33.10* 0,022 2,248 178 0,0037
0,50 1,66.107 0,043 2,346 171 0,0036
1,00 0,003 0,086 2,490 161 0,0034
1,50 0,005 1,30 3,907 102,6 0,0021

Nous remarquons que I’augmentation de la vitesse superficielle du gaz conduit a I’augmentation
des deux nombres adimensionnels, le Sherwood et le nombre de Reynolds. Cependant,
I’épaisseur du film et le temps de diffusion externe diminuent. Ceci peut étre expliqué par le
fait que le processus d’évaporation est proche de 1’équilibre. Dans ce cas, 1’air est chargé de

composés volatils a I’équilibre.
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Conclusion générale

La biodégradation des polluants organique par des micro-organismes indigenes est une
technique prometteuse pour assainir les sites touchés par les hydrocarbures en raison de son
caractere respectueux de l'environnement. Le choix d'une méthode de biodégradation adéquate
qui réduit les hydrocarbures en composés inoffensifs pour I'environnement est essentiel pour la

réussite d'une technique de traitement par biodégradation.

La méthode utilisée dans cette recherche a permis de réduire la concentration du gasoil de 10 a
0,34 g/kg de sable avec un rapport C/N/P de 100/10/1 et une alimentation d’air de 2 L/min, le
taux d'élimination du gasoil a atteint 97 % apres 25 jours de traitement. Néanmoins, une grande
partie du gasoil éliminé dans ce cas (environ 87%) résulte des phénomenes d'évaporation et
d'entrainement, seul 13% du gasoil ont été¢ dégradé grace a ’activité bactérienne.

Durant la 1% premiére semaine, les taux d'élimination du gasoil ont atteint 22,2 ; 38,7 ; 47% ;
61,7% ; 63,8 et 66,3 (%) pour respectivement I’atténuation naturelle et les débits d’air 0,25 ;
0,50 ; 1 ; 1,50 et 2 L/min. Il s’agit d’'une phase active au cours de laquelle la population
bactérienne se développe intensément, le nombre de bactéries atteint des valeurs maximales :
2,15.107, 6,03.10°, 1,55.108, 4,77.10'°, 8,31.10°, 6,04.10% ufc/g respectivement. Aprés 25 jours
de traitement, les taux de biodégradation ont atteint 34 ; 59 ; 70 ; 81 ; 77 et 97 (%).

Cependant, avec le débit d'air de 1 L/min, nous avons obtenu un taux d'élimination totale de
81%, avec un taux de biodégradation de 36% apres 15 jours de traitement, la contribution
bactérienne dans ce cas est plus importante. Ce débit d'air a donné le meilleur taux de
biodégradation, la population bactérienne a atteint 5,40x10'° cfu/g, qui est la valeur la plus
¢levée atteinte durant toute cette étude. Il semblerait que le débit d’air I L/min est un débit
optimal pour la configuration étudiée et qui donne le meilleur taux de biodégradation. Les débits
plus ¢élevés 1,5 et 2 L/min ont donné des taux de biodégradtion plus faibles, 12,5 et 10 %

respectivement.

Le débit d'air de 1 L/min et 1’ajout des nutriments appropriés fournissent les meilleures
conditions pour favoriser la croissance des micro-organismes indigénes et soutenir une
meilleure biorestauration du sol pollué par une approche de biostimulation, en utilisant 1'azote

et le phosphore comme sources de nutriments.

Au cours du traitement biologique du sol, la teneur en nutriments (azote ammoniacal et

phosphore) diminue considérablement dés le 1 jour et se stabilise a partir du 5°™ jour. Pour
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les nitrites et les nitrates, on observe une augmentation significative de leurs teneurs le premier
jour puis une stabilisation autour d'une valeur moyenne qui varie selon le rapport C/N/P, entre
50 et 60 mg/kg. Ces changements sont probablement dus d'une part a une assimilation partielle
par les bactéries et d'autre part aux transformations qui s'operent au cours du cycle de I'azote.
On peut donc dire que I’azote ammoniacal et le phosphore ont été bel et bien assimilés par les
microorganismes.

Par conséquent, pour améliorer la dégradation bactérienne du polluant organique, il est
important d'utiliser un flux d'air optimal avec un amendement appropri¢é en nutriments

composée d'azote et de phosphore.
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Détermination de la messe volumique du solide

La masse volumique du solide a été déterminée a partir de la méthode pyconométrique
dont le principe consiste a introduire une masse mt Bien déterminée du solide dans une
éprouvette graduée et a combler les interstices avec de 1’eau jusqu’ a un certain volume. La

masse totale du systéme ainsi obtenue est :
mr= ms+ Mmp + Mex
Le volume total du solide immerg¢ est :
VT=Vs+ Vp
Avec
ms : masse du solide ;
m, : masse de I’eau dans les pores ;
Mex : Masse d’eau en exces ;
vp : volume d’eau emprisonné dans les pores ;

Vex : volume d’eau en exces.

La masse volumique du solide est définie comme étant le rapport de la masse du solide sur

son volume, elle s’écrit :

D = mg Mg
g =— =
VS VT - VP
m m. —m,—m
_ P __ T S ex
Avec V, = =
P,0 Pr,0
et mex = Vex. szO

La porosité est calculée a partir de I’expression suivante :

M
Il
=S



Distribution granulométrique du solide

La répartition granulométrique d’un solide peut étre obtenue par tamisage. Le tamisage s’opére
selon des normes bien précises. A la fin de ’opération, on pése le solide recueilli sur chacun
des tamis et on porte les résultats sous forme de pourcentage pondéral retenu ou pourcentage

cumulatif.

Le tamisage permet de caractériser 1’échantillon par I'un des diamétres suivants :

= Diametre arithmétique :

= Diametre harmonique dn= %—

= Diameétre de surface = |
S

= Diamétre de volume

Avec:

m; : masse du solide recueillie dans le tamis (i) en (g) ;
di : diameétre moyen des particules retenues dans le tamis d’ouverture da; en (um).
d< — dAi—l + dAi
l 2
e Résultats expérimentaux

Pour un échantillon de 346,4g, nous avons utilis€¢ une série de 8 tamis dont les diametres

d’ouvertures da; sont respectivement 630, 500, 400, 250, 160, 125, 100 et 0 (pum).



Tableau A.III.1 : Résultats des distributions granulométriques

dai-1 dai di m;=346.49¢ Xi (%) Xijcum (bas)| Xjcum (haut
800 630 715 31.4 9.057 100 9.057
630 500 565 83.3 24.027 90.943 33.083
500 400 450 112.4 32.420 66.917 65.503
400 250 325 97.5 28.122 34.497 93.626
250 160 205 19 5.480 6.374 99.106
160 125 142.5 1.1 0.317 0.894 99.423
125 100 112.5 1.47 0.424 0.577 99.847
100 0 50 0.53 0.153 0.153 100
0 346.7 100
120 -
Xi cum
100
80 -
60 - —&o—xi cum (bas)

xi cum (haut)
40 -

20 -
di

(en]

-
LI T T T T T T 1
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Figure.1 : Distribution granulométrique du sol.

Le diameétre moyen est déterminé a partir de la figure.1 est €gal a 450 um, il correspond a un

pourcentage cumulé de 50%.
Les résultats du calcul des différents diamétres sont donnés dans le tableau A.II1.2

Tableau 2 : Différents diameétres moyens

Diameétre Valeur en (um)
da 450
dn 400.7




e Calcul du coefficient d’uniformité
On peut caractériser la granulométrie du sol par un coefficient d’uniformité (coefficient de

Hazen) qui égal a :

Avec :
deo : diametre de tamis qui laisse passer 60% des particules

dio : diamétre de tamis qui laisse passer 10% des particules

Remarque :
Cu< 2 : C’est une granulométrie étalée (continue).

Cu > 2 : C’est une granulométrie serrée (uniforme).
Dosage des nutriments

Dans tous ce que suit, la solution de sol a été préparée en mettant 10g du sol dans 100 ml d’eau

distillée pour chaque dosage.
I.1. Dosage de nitrite
e Mode opératoire
Dans une série de fioles jaugées de 50 ml ;

— Introduire les volumes suivant : 0 ;1 ;5; 10 ; 15 et 20 ml de la solution étalon d’azote
nitreux a 1 mg/l ;

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

— Ajouter 2 ml de réactif de Zambelli dans chaque fiole. Agiter et laisser au repos 10
minutes ;

— Ajouter ensuite 2 ml d’ammoniaque ;

— Effectuer la mesure de la DO par le spectrophotométre a une longueur d’onde de 543
nm. Les résultats sont regroupés dans le tableau A.IV.1.

e Réactifs
Ammoniaque pure (d = 0.925).
Réactif de Zambelli :



Introduire dans une fiole jaugée d’un litre, 1’acide chlorhydrique et 1’eau distillée. Puis y

Acide chlorhydrique pur (d =1.19) 260 ml
Acide sulfanilique 5¢g
Phénol cristallisé 75¢g
Chlorure d’ammonium 135 ¢g
Eau distillée 625 ml

dissoudre I’acide sulfanilique et le phénol en chauffant 1égérement au bain-marie.

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

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

e Solution étalon

- Dissoudre 0,345 g de nitrite de sodium (séché a 105°C durant 2h) dans 1000 ml d’eau

distillée ;
- Conserver dans un flacon en verre inactinique ;

- Prélever 1 ml et compléter a 100 ml avec de I’eau distillée.

Tableau 2 : Courbe d’étalonnage des nitrites

C mg/g 0 0.02 0.1 0.2 0.3
DO 0.004 0.025 0.124 0.208 0.367
0,35 -
DO
0,3 -
0,25 -
0,2 - y = 0,8486x
R?=0,9886
0,15 -
0,1 -
0,05 -
0 n T T T T T T T 1 c(mg/g)
0 0,05 0,1 0,15 0,2 0,25 0,3 0,35 0,4

Figure A.IV.1 : Courbe d’étalonnage des nitrites.




1.2. Dosage des nitrates

Mode opératoire
Prendre 10 ml de la solution étalon diluée (5 mg/l) ;
Ajouter 2 a 3 gouttes de NaOH a 30% ;
Evaporer a sec au bain marie a 72 - 88°C, puis laisser refroidir.
Reprendre le résidu par 2 ml de H2SOq4, laisser au repos 10 min ;
Ajouter 15 ml d’eau distillée et 15 ml de tartrate double de sodium et de potassium.
Effectuer les mesures de la D.O par le spectrophotométre a une longueur d’onde de 400
nm.

Dilutions
Dans une série de fioles jaugées ;

- Introduire successivement les volumes suivants de la solution étalon (Smg/l): 0;1;2;
3;4et6 (ml),

- Ajouter dans chaque fiole les volumes suivants de 1’eau distillée : 10 ;9 ;8 ;7 ;6 et 4
(ml),

- Ajouter 1 ml de la solution de salicylate de sodium dans chaque fiole : les concentrations
correspondantes sont respectivement : 0; 0,5 ; 1; 1,5 ; 2 et 3 (mg/l). Les résultats sont

regroupés dans le tableau 2.

Préparation des réactifs
- Solution de salicylate de sodium a 0.5% ;
- Solution d’hydroxyde de sodium a 30% ;
- H2SOg4concentré ;
- Tartrate double de sodium et de potassium ;
v Hydroxyde de sodium (40g) ;
v’ Tartrate de sodium et de potassium (6g) ;
v Eau distillée (100ml) ;
v' Laisser refroidir avant de compléter a 1000 ml, cette solution doit étre conservée

dans un flacon de polyéthylene.

Solution étalon : Diluer la solution mére de nitrite de potassium (100 mg/l) a 5 mg/I1.



Tableau 3 : Courbe d’étalonnage des nitrates

C (mg/g) 0 0.5 1 1.5 2 3
DO 0.005 0.152 0.29 0.383 0.515 0.858
y =0,2754x
R?=0,9918
- C(mg/g)
0 0,5 1 1,5 2 2,5 3 3,5

Figure 3 : Courbe d’étalonnage de nitrate.

1.3 Dosage du phosphore

e Mode opératoire

Introduire dans une série de fioles jaugées de 25 ml les volumes suivants : 0 ; 1 ;5 ;
10 ; 15 et 20 ml de la solution étalon de phosphore a Img/1 ;

Compléter le volume avec de I’eau distillée ;

Ajouter 1ml d’acide ascorbique a (20g/1) et agiter ;

Ajouter 4 ml de réactif combiné, mélanger soigneusement, attendre 30 min pour la
stabilisation de la coloration ;

Effectuer les mesures a une longueur d’onde de 880 nm, les résultats sont regroupés

dans le tableau A.IV.3

e Réactif combiné

Dans une fiole de 100 ml, introduire 50 ml d’acide sulfurique a 15% en volume, 5 ml de solution

de tartrate double d’antimoine et de potassium a 2,8 g/I, 15 ml de solution de molybdate

d’ammonium a 40 g/1, puis compléter le volume par I’eau distillée.

e Solution étalon



Peser 0,219 g de KH2PO4 séché a 1I’étuve a 105°C pendant 1h, ajouter 1ml d’acide sulfurique
dans une fiole de 100 ml, puis compléter avec de 1’eau distillée. Prélever 20 ml de cette solution

et compléter a 1000 ml par I’eau distillée.

Tableau 4 : Courbe d’étalonnage du phosphore.

C (mg/g) 0 0.05 0.25 0.5 0.75 1
DO 0.036 0.054 0.148 0.265 0.379 0.487

0,5

= 0,4

S~

T4}

Eo3
0,2

0,1

1,2

Figure 4 : Courbe d’¢talonnage du phosphore.
1.4 Azote ammoniacal

e Mode opératoire
Dans une série de fioles de 50 ml ;

- Introduire la solution étalon d’azote ammoniacal (100 mg/l) les volumes suivants : 0 ;
1;2;5;10;15et20ml;

- Compléter a 50 ml avec de I’eau distillée et ajouter 2 ml de la solution de tartrate
double de sodium et de potassium, mélanger ;

- Ajouter 2 ml réactif de Nessler et mélanger a nouveau ;

- Attendre 10 min et effectuer les mesures par le spectrophotometre a une longueur

d’onde de 420 nm. Les résultats sont regroupés dans le tableau A.IV.4.



e Préparation des solutions
— Solution étalon : dissoudre 297 g de chlorure d’ammonium dans de I’eau distillée et
amener a 1000 ml dans une fiole jaugée.
— Réactif de Nessler :

— Traiter une solution de 50 g de iodure de potassium dans 35ml d’eau par une solution
saturée de chlorure de mercure (II) jusqu’a ce qu’un précipité subsiste ;

— Ajouter ensuite 400 ml de solution d’hydroxyde de sodium 9N. Ajuster a 1000 ml dans
une fiole jaugée ;

— Laisser reposer et décanter.

— Tartrate double de potassium et sodium :

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

— Apres refroidissement ajouter 50 ml de réactif de Nessler. Laisser reposer 2 jours
et filtrer, ce qui permet d’éliminer les ions ammonium dans 1’eau ou dans le

réactif.

Tableau 5 : Courbe d’étalonnage d’azote ammoniacal

C (mg/g 0 0.2 0.4 0.1 2 3 4
DO 0.038 0.073 0.13 0.266 0.434 0.626 0.813
5 _
45 -
47 y = 6,0602x
35 - R? = 0,9998

C(mg/L)

0 0,2 0,4 0,6 0,8
DO

Courbe d’étalonnage de 1’azote ammoniacal



I.5 Dosage du carbone organique (NF P 94-055).

Une prise d’essai de masse connue (entre 0,1 et 1 g) d’un échantillon de sol est mélangée a une

solution de dichromate de potassium additionnée d’acide sulfurique.

Les matiéres organiques se trouvant dans la prise d’essai sont oxydées par la solution. Le
dichromate de potassium restant apres la phase d’oxydation est dosé par une solution de sulfate

double d’ammonium et de fer.
Réactifs :

¢ Bichromate de potassium K>Cr,07 2 4% ;

e Acide sulfurique H>SOs;

e Diphénylamine (Indicateur coloré) ;

e Sulfate de fer et d’ammonium (sel de mohr).

Diphénylamine (Indicateur coloré) :

Dissoudre 0,5 g de Diphénylamine en poudre dans 20 ml d’eau distillée, ajouter lentement 100

ml d’acide sulfurique puis homogénéiser.
Sulfate de fer et d’ammonium (sel de mohr) :

Dans une fiole jaugée de 1000 ml, contenant 500 ml d’eau distillée, on ajoute 20 ml d’acide
sulfurique. On fait dissoudre 78,44 g du sulfate double d’ammonium et de fer cristallisé pur
pour analyse et complété & 1000 ml avec de 1’eau distillée. Cette solution doit étre conservée

dans un verre brun, a 1’abri de 1’air, de la lumiére et de la chaleur.



