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INTRODUCTION GENERALE

Une des propriétés fondamentales des matiéres plastiques qui a largement contribué a
leur succes commercial est leur inertie vis a vis des agressions d’origine biologique et/ou
physico-chimique. Cette particularité, alliée a d’autres avantages, comme le faible coit de
production, le rapport poids/volume ou encore une mise en forme aisée, a permis de multiples
applications dans tous les domaines [1] : I’emballage, le batiment, le transport, les
équipements électriques et électroniques, I’ameublement et la décoration, le loisir . Ainsi, les
plastiques protégent « tout de tout », ils sont présents dés qu’il est question de mettre une
barriere entre un produit, quel qu’il soit, et son environnement extérieur [1].

Si cette résistance aux divers facteurs de dégradation et d’altération est une des
principales qualités des matériaux plastiques au cours de leur utilisation [1], elle est également
la raison pour laquelle I’accumulation de déchets plastiques en fin de vie est devenue un
probleme environnemental majeur. Les plastiques courants, comme le polyéthylene ou le
polypropylene, demeurent tres longtemps dans un milieu naturel en se dégradant lentement
par fragmentations successives. Ce processus lent entraine la disparition visuelle d’une masse
de déchets par la dissémination de particules plus ou moins importantes qui vont envahir tous
les écosystemes. Une autre conséquence peut étre un mode de dégradation qui va entrainer la
concentration dans les sols de composés toxiques pour le développement de la flore, comme
la libération de diisocyanates dans le cas des polyuréthanes. De maniere générale, on peut dire
que n’importe quel matériau qui sera stocké dans la nature, et dont nous ne connaissons pas,
ou ne savons pas gérer le mode de dégradation, sera un danger potentiel pour notre

environnement [1].

Il existe plusieurs voies pour diminuer les déchets dus aux matieres plastiques.
D'abord, I’incinération, mais cela produit 1’émission importante du CO2 et certains matériaux
comme le polychlorure de vinyle (PVC) peuvent conduire au dégagement de gaz toxiques,
ensuite, le recyclage, mais il n'est malheureusement pas possible de recycler indéfiniment car
les propriétés mécaniques diminuent a chaque recyclage. De plus, il y a des difficultés de
collecte, de tri et de recombinaison a cause des sources de plastiques trés variées. Enfin

l'enfouissement mais ce n’est pas une solution efficace car les plastiques issus de la



pétrochimie ne sont pas biodégradables, et peuvent interagir avec le milieu au contact en

relarguant les additifs qu’ils contiennent [2,3].

La voie des matiéres plastiques dites biodégradables permet a la fois de répondre a la
question des ressources renouvelables et a celle de la biodégradabilité. La prise de conscience
croissante des problémes liés a I’environnement, la diminution des éspaces pouvant étres
convertis en décharges, associés a la raréfaction du pétrole avec les conséquences
économiques que cela entraine, incite a trouver de nouvelles solutions plus judicieuses pour
traiter le probléme que représentent, aujourd’hui, les matiéres plastiques d’origine

pétrochimique [4].

Une alternative serait de remplacer les quantités de matieres plastiques non dégradables par
des substituts biodégradables et éco-compatibles, dont les chaines carbonées, si elles sont
issues de matieres renouvelables, font partie du cycle naturel du carbone, et sont donc
recyclables par compostage ou par combustion. Ces matériaux sont obtenus a partir de
polymeéres biodégradables. Différentes sources de polymeéres peuvent étre utilisées pour
produire de tels matériaux. Ainsi, selon 1’origine des matiéres premiéres et les voies de
synthese, on distingue deux possibilités de production des matériaux biodégradables : la voie
des polymeéres biodégradables issus de I’industrie pétrochimique et celle des polymeres
biodégradables issues de ressources renouvelables. De tels matériaux biodégradables sont en

plein essor depuis quelques années [2].

Le présent travail porte sur 1I’étude de la biodégradabilité¢ de différentes substances
issues de I’huile de tournesol et qui sont I’huile de tournesol époxydée (HTE), I’huile de
tournesol époxydée acrylée (HTEA) et un caoutchouc (polymeére solide) synthétisé a partir de

I’HTE et I’acide succinique.

On a procédé a 1’étude de la biodégradabilité par respirométrie en se basant sur la
détermination de la production de CO, dégagé par I’activité microbienne pour dégrader les
substances d’essai considérées (HTE, HTEA et le polymeére solide).

Une fois I’essai de respirométrie terminé, on & procédé & I’extraction des huiles et du
polymere a partir du milieu de dégradation (le sol) afin de récupérer ces substrats dégradés

pour proceder ensuite a des analyses chromatographie en phase gazeuse et par spectroscopie



infrarouge afin d’identifier les modifications structurales des substrats dues a I’attaque
bactérienne.

Le présent mémoire comporte 6 chapitres.

Les chapitres I, Il et 111 comportent, respectivement, des généralités sur la biodégradation, les
huiles végétales et le sol.

Le chapitre IV décrit les méthodes d’analyses utilisées.

Le chapitre V décrit la méthodologie expérimentale adoptée.

Le chapitre VI regroupe les résultats obtenus et leur discussion.



CHAPITRE I

LA
BIODEGRADATION



Chapitre I: La biodégradation

.1 INTRODUCTION :

La biodégradabilité de la plupart des polyméres biodégradables est due a la présence de
liaisons facilement clivables comme les liaisons esters ou amides conduisant a la formation
de molecules simples et de fragments de petites tailles. Ces derniers sont assimilables par les

micro-organismes pour leur biosynthése en libérant du CO, et de I'eau.

Ce n'est pas le cas des thermoplastiques non dégradables (PE, PP, etc.) dont le squelette

carboné est constitué de liaisons covalentes C—C stables.

Gréace aux enzymes qu'elles sécrétent, les micro-organismes peuvent utiliser les polymeres et
leurs produits de dégradation comme source de carbone et d'énergie. Les champignons et les
bactéries en sont les principaux acteurs.

Les polysaccharides comme les amidons sont dégradés par les enzymes pour libérer des
sucres. La biodégradabilité des polymeres a base d'amidon apparait des le premier jour. Ils
sont directement assimilables par les micro-organismes.

La dégradation s'opére en deux étapes ; elle s'effectue par hydrolyse et par fragmentation,
par rupture de la liaison ester dans la chaine macromoléculaire. Pour cela, la masse molaire
est réduite jusqu'a ce que l'acide lactique et les oligoméres de basses masses molaires soient
métabolisés naturellement par les micro-organismes en produisant du CO, et de I'eau (H;0).
La dégradation est plus rapide dans un environnement a grande humidité, par exemple les
systemes de compostage actifs. Inversement, des températures basses et un faible taux

d'humidité de I'air diminuent passablement la dégradation [4].

1.2 DEFINITION :

La biodégradation peut étre décrite comme un phénomene de dégradation, de décomposition
de matieres organiques par l'action des micro-organismes (bactéries, enzymes,
champignons). Il s'agit d'une fragmentation avec modification chimique et perte des propriétés

mécanigues.

Le matériau est converti en dioxyde de carbone (CO5), en eau (H;0), et/ou en méthane (CHy)
et éventuellement en une nouvelle biomasse et des résidus. La norme CEN 15351:2006
(Plastiques - Guide pour le vocabulaire dans le domaine des polymeres et des produits
plastiques dégradables et biodégradables) définit :

o la biodégradabilité d'un polymere : aptitude a subir une biodégradation ;
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Chapitre I: La biodégradation

« la biodégradation : la dégradation d'un systeme polymere due a un phénoméne résultant
de I'action de cellules ;
o l'oxo-biodégradation : dégradation identifiée combinant des phénomenes oxydatifs et

I'action des cellules, ces phénomeénes étant simultanés ou successifs [5].

1.3 MECANISMES DE DEGRADATION :

L’hydrolyse et 1’oxydation peuvent étre initiées par des composés chimiques ou biologiques

[6] :
11.3.1. Hydrolyse chimique :

L’hydrolyse chimique est catalysée par un composé acide ou basique. Dans le cas particulier
des polyesters, la réaction est la suivante :

RCOOR' +H,0O — RCOOH + R'OH

Le sous-produit RCOOH est un acide qui est capable d’accélérer I’hydrolyse par autocatalyse.
D’un point de vue macroscopique, cette hydrolyse s’effectue en deux étapes :La premiére est
une hydrolyse chimique au hasard de la chaine, qui conduit a une diminution de la masse
moléculaire. Au cours de la deuxieme étape, les fragments moléculaires sont solubilisés et
assimilés par un processus biologique. Cette dégradation a lieu préférentiellement dans la

partie amorphe du polymeére.

11.3.2. Hydrolyse biologique :

Contrairement a I’hydrolyse chimique, I’hydrolyse biologique est catalysée par des enzymes.
Un nombre important d’enzymes est utilisé, dépendant du type de liaisons a hydrolyser.

En général, ce sont des dépolymérases. Les liaisons glycosidiques, peptidiques et esters sont
affectées par ce type de réaction.

Les produits de dégradation d’une hydrolyse biologique ou chimique sont les mémes. La
différence réside dans le type de catalyse mise en ceuvre. A cause de la taille des enzymes, les
réactions biologiques ont lieu a la surface du polymere. Ainsi, avec une hydrolyse
enzymatique, la masse du polymeére décroit, alors que sa masse molaire ne change pas. Le

phénomene contraire est observé pour I’hydrolyse chimique.

11.3.3 Oxydation biologique :
L’oxydation biologique est catalysée par un large groupe d’enzymes appelées

oxydoréductases. Les réactions pouvant étre catalysées par ces enzymes sont les suivantes :
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AH2+ B — A+ BH2
AH2+02—- A+ H202

AH 2+ 1/2 02 — A+ H20

A+ H20 + B — + AO+ BH2

A +H20 2— AO + H20

A+ 02+ BH2 — AO+ B+ H,0O
A+02— AO;

La biodégradation de polyéthylene glycols de faibles masses moléculaires est un exemple de

dégradation par oxydation enzymatique.

.4 ETAPES DE LA BIODEGRADATION :

La biodégradation a lieu en deux étapes (figure 1.1) [5]:

1.4.1 Premiere étape : détérioration du polymere, biofragmentation
Cette premiére étape correspond soit a une détérioration physico-chimique du produit, soit a
une biofragmentation du produit. Dans le cas de la détérioration physico-chimique, elle est
généralement provoquée par des agents extérieurs (mécanique comme le broyage, chimique
comme lirradiation UV ou thermique comme la pasteurisation). Dans le cas dune
biofragmentation, elle est provoquée par des étres vivants (bactéries, champignons, vers de

terre, insectes...).

Cette premiére étape, tres utile, a pour résultats le morcellement du matériau qui permet une

augmentation de la surface en contact avec les micro-organismes.

1.4.2 Seconde étape : bioassimilation, minéralisation
Il s'agit de la digestion du matériau par les micro-organismes et les enzymes (bioassimilation)
qui vont le transformer en metabolites, assimilés par la suite dans les cellules, puis
minéralises. Il y a alors formation de molécules simples, telles que CO,, CH; H,O, et d'une

nouvelle biomasse.
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Phase 1 Matériau polyméra
aprés uhﬁﬂintiun
Détérioration Biofragmentation
physico-chimique atlou
i Bactérias, champignons,
mécanigue (broyage), i i vers de terre, insectes...
irradiation UV, ) o
thermigue (pasteurisation) [ ; }+——— Augmentation de la surfaca
en contact avag les
Phase 2 micro-organismes
Bioassimilation
Metabolites
Digestion par micro-organisme
&t enzymes
Mingralisation CO4/CHy , H30

Figure 1.1 : Mécanisme de biodégradation : deux phases essentielles [5].

1.5 ELEMENTS, FACTEURS INFLUENCANT LA BIODEGRADATION :

La biodégradation des matériaux est influencée par un certain nombre de facteurs [5] :

1.5.1 Conditions de biodégradation :

Le processus de biodégradation peut se traduire par les réactions chimiques suivantes selon

les conditions aérobies ou anaérobies.
1.5.1.1 Conditions aérobies :

C polymeret 02— CO; + H,0 + sels + résidus + biomasse.

1.5.1.2 Conditions anaérobies :

Cpolymere ~———»  CH4+CO; + Hy0 + sels + résidus + biomasse.

1.5.2 Facteurs biologigues du milieu de dégradation :

1.5.2.1 Micro-organismes
Un micro-organisme est un étre vivant de taille microscopique, il est présent dans toute la
nature, utile dans les biotechnologies.

On distingue deux groupes principaux :
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o Les procaryotes dont les dimensions sont de l'ordre de quelques micrometres ; ils
peuvent étre aérobies ou anaérobies (bactéries, cyanophycées) ;

o Les eucaryotes, organismes possédant un noyau isolé du cytoplasme et qui
contiennent de I'ADN. lls comprennent les protozoaires, les algues unicellulaires, les

champignons [4].
La nutrition des micro-organismes peut se décomposer en quatre phases [7]:

- transport des aliments depuis le liquide jusqu’a la surface de la bactérie ;

- adsorption des aliments sur la membrane cellulaire (pour les organismes incapables de se
mouvoir pour prendre leur nourriture) ;

- prédigestion par des exoenzymes ou des enzymes de surface, pour réduire les dimensions
des molécules ;

- perméation ou franchissement de la membrane cellulaire ; métabolismes avec ses deux

aspects : anabolisme et catabolisme.

Le milieu de culture, ou évoluent les microorganismes, doit par sa composition satisfaire deux

fonctions [7]:

- mettre a la disposition des microorganismes un composé facilement dégradable dont
I’énergie de dégradation pourra étre récupérée par eux pour 1’édification de nouvelles
cellules ;

- mettre a la disposition des microorganismes les ¢léments indispensables a 1’édification de
ces nouvelles cellules: eau, carbone surtout mais aussi azote, phosphore, soufre,

potassium, sodium, magnésium, etc....

La présence d’un de ces éléments en quantité insuffisante induit une carence dans le milieu de
culture. Un élément est dit limitant dans le cas ou son epuisement aprés consommation par les
microorganismes provoque un arrét de la croissance, c’est donc cet élément qui régle la

croissance.
1.5.2.2 Enzymes

Les enzymes sont des protéines qui ont pour mission d'accélérer, de catalyser les réactions

chimiques dans les organismes vivants [5].
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On distingue de nombreuses classes d'enzymes dont [5] :
- les oxydo-réducteurs ;

- les transférases ;

- les hydrolases ;

- leslyases;

- lesisomérases ;

- les ligases.

1.5.3 Parameétres intervenant dans la biodégradation :

La biodégradation est influencée par un certain nombre de facteurs tels que :

1.5.3.1 Parameétres physico-chimiques :

o le milieu : enfoui dans la terre, surface du sol, eau douce, mer, composteur [5] ;

o lateneur en eau : La teneur relative en eau est évidemment un facteur limitant de
la croissance des micro-organismes et donc du taux de dégradation d’un polymeére
dans quelque milieu que ce soit. C’est le taux d’humidité relative qui va faciliter ou
non I’accessibilité des micro-organismes du milieu u substrat a dégrader. Dans le
cas d’un test de biodégradation en milieu liquide sous agitation constante, le
polymere & dégrader sera forcément en contact avec les micro-organismes alors que
dans un milieu solide (a base de compost ou de sol) agité périodiquement par
I’action de I’opérateur, le polymere est moins facilement accessible, ce phénomene
a ét¢é mis en évidence en observant la biodégradation d’un polymere naturel
facilement biodégradable comme 1’amidon dans un milieu minéral liquide et un
compost. Dans les deux cas on obtient un taux de minéralisation équivalent mais
pour le milieu liquide la disparition de 1’amidon est atteinte au bout de seulement 8
jours, alors qu’il faut attendre le onziéme jour dans le compost [1].

o latempérature [8] : - Entre 4 et 35 °C (aérobiose)

- Entre 10 et 65 °C (anaérobiose)

o pHdumilieu ;

o Teneur en agents nutritifs (azote, phosphore) ;

o Teneur en oxygene ;

o Conditions de mélange et de turbulence ;

Salinité.

o
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o

Nature des substances organiques présentes et leur concentration (phénomene de

diauxie).

o Présence de substances toxiques ou meétabolites intermédiaires toxiques.

o L’éclairement.

1.5.3.2 Paramétres microbiologiques [5] :

Il sagit de :

o

(@]

o

o

la densité de la population (concentration) ;
le conditionnement antérieur (adaptation et acclimatation) ;
la distribution dans I'espace ;

la diversité microbienne et des métabolismes.

1.5.3.3 Structure et propriétés des polymeéres [5] :

La nature du ou des polymeéres constituant le produit est aussi un élément déterminant dans la

biodégradation ; citons :

la constitution chimique et le degré de linéarité des chaines de polymeres.

le degré de polymérisation : une faible masse moléculaire du polymere favorise la
biodégradation ;

le caractére hydrophile ou hydrophobe du matériau : Il est couramment admis
qu’un matériau hydrophile sera plus sensible aux diverses attaques chimiques et
biologiques auxquelles il est exposé. Les enzymes sont peu ou pas actives dans les
parties hydrophobes des polymeéres. De méme, le développement de biofilm et
I’adsorption des micro-organismes a la surface du polymere seront favorisés par les
matrices hydrophiles [3].

le taux de cristallinité du polymere : L’organisation structurelle du polymeére a une
influence sur sa capacité a étre dégradée. En effet, plusieurs expériences ont montré
que ce sont les parties amorphes d’un polymere qui sont dégradées en premier. Cela
se traduit par une augmentation du taux de cristallinité du résidu non dégradé au
cours du test de dégradation. Cela peut s’expliquer par le degré d’organisation €levé
des chaines de polymere dans les parties cristallines du matériau qui limite leur
accessibilité aux enzymes susceptibles de rompre les liaisons. La pénétration de
I’eau dans le matériau est également meilleure dans les parties amorphes [1] et donc

plus le taux de cristallinité est éleve, plus la biodégradation est lente [5].
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® |L’épaisseur du matériau : elle intervient sur la vitesse de dégradation, c.-a-d. plus
I’épaisseur du polymeére est réduite, plus elle sera attaquée facilement par les
microorganismes, plus la vitesse de dégradation augmente [1].

e Surface de contact spécifique micro-organismes/substrat: La taille, le format et la
granulométrie de 1’échantillon sont directement en rapport avec la surface de contact
spécifique micro-organismes/substrat. On observe donc que le méme matériau
subira une biodégradation d’autant plus rapide que la surface de contact est

importante [1].

1.5.3.4 Conditions de transformation et additifs incorporés dans le polymeére :
Les conditions de transformation (pressions, températures), les additifs incorporés comme
plastifiants, lubrifiants, matieres colorantes, protecteurs UV... vont donner des matériaux aux

caractéristiques différentes induisant des biodégradations différentes [5].

1.6 POLYMERES BIODEGRADABLES :

Il existe plusieurs types de polyméres biodégradables que 1’on peut classer de différentes
manieres; en fonction de leurs origines (ressources fossiles ou renouvelables), de leur nature

chimique ou encore de leur processus de biodégradation [1] On distingue [5] :

1.6.1 Polymeres naturels synthétises par les systemes vivants :

Ces polymeéres sont formés (synthétisés) par les étres vivants (animaux, végétaux, micro-

organismes). Leur synthese est généralement catalysée par des enzymes.
1.6.2 Polymeres artificiels issus de I'agrochimie ou de la pétrochimie :
A titre d’exemple on cite :

- Les polylactides sont issus de développements de la filiere agrochimique.
- Les polyvinylalcool (PVA), le poly (e-caprolactone) (PCL), le polyéthyléne téréphtalate
(PET), le poly (butyléne succinate) (PBS) et le Poly (butyléne succinate-co-butyléne

adipate) (PBSA) sont issus de développements de la filiere pétrochimique.

1.6.3 Polymeres composites :

Un matériau composite est un matériau solide et hétérogene obtenu en associant deux phases

dont les qualités respectives se complétent pour former un matériau aux performances
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globales améliorées. Les matériaux composites existent abondamment dans la nature : le bois

et les os en sont deux exemples.

1.6.4 Polyméres congus pour étre oxo-biodégradables :

Les polymeres oxo-biodégradables sont constitués a partir de polymeres intrinsequement
non biodégradables (polyoléfines, PVC...) auxquels sont ajoutés des systemes d'additifs visant

a les doter d'une capacité de dégradation en fin de vie, contrdlée en fonction des applications.

Le mécanisme se déroule en deux étapes :

- une étape de dégradation abiotique (oxygeéne, chaleur, UV) indispensable pour permettre a
I'additif de déclencher une réduction de la longueur des chaines polymériques par
scission ;

- une étape de biodégradation.

.7 TESTS D’ETUDE DE LA BIODEGRADABILITE DES POLYMERES :

Lors de I’étude de la biodégradabilité des polyméres, les parametres a prendre en

considération sont [5]:

o ladurée;

o les conditions climatiques ;

e letype desol ;

o la composition chimique du matériau ;
o latoxicité ;

e le compostage.
Il existe actuellement plusieurs tests permettant d'évaluer la biodégradabilité :

1.7.1 Tests in situ (test de terrain) : ces tests sont réalisés sur sols et dans les composts. On
mesure la perte de masse des piéces laissées a I'abandon dans un champ (dép6t de surface).
1.7.2 Tests in vitro ou tests de Sturm (tests de laboratoire) : on mesure la quantité de carbone

consommeé par la biodégradation aérobie sur sol terreux.

1.8 METHODES D’EVALUATION DE LA BIODEGRADABILITE DES
POLYMERES :
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La biodégradabilité d'un matériau plastique ne peut étre estimée par une seule méthode
du fait de la complexité biologique impliquée dans le phénoméne de biodégradation et le
nombre de parametre a prendre en compte. Cependant, les méthodes microbiologiques
peuvent étre complétées par les méthodes enzymatiques afin de pouvoir confirmer la
biodégradabilité du polymere testé. Néanmoins, les tests menés dans un laboratoire ne

peuvent pas exclure des tests dans des conditions similaires a celles de I'environnement [9].

1.8.1 Méthodes microbiologiques :

Ce sont des méthodes qui se basent sur le développement microbien pour déterminer la
capacité des microorganismes (Bactéries ou Champignons) a dégrader un polymeére
particulier. Pour se faire, la croissance de ces microorganismes est mise en évidence en

utilisant le polymeére comme source de carbone. Ces méthodes sont qualitatives [9].
1.8.1.1 Méthode des zones claires :

C'est une méthode utilisée pour les tests réalises sur un milieu gélosé. Le polymere constitue
la seule source de carbone dans le milieu de culture et il peut étre déposé a la surface sous
forme de film ou ajouté a la gélose sous forme de poudre, ce qui rend dans ce cas la gélose
opaque. Aprés inoculation avec le surnageant d'une boue active ou d'un sol, la croissance des

souches ayant le pouvoir de dégrader le polymere provoquera l'apparition de zones claires [9].
1.8.1.2 Méthode d'envahissement :

L'envahissement des polymeres par les microorganismes permet de mettre en évidence la
sensibilité des matériaux étudiés a I'attaque microbienne. Le film plastique est déposé a la
surface d'un milieu gélosé apres étalement de la suspension microbienne. L'estimation de la
biodégradabilité basée sur la méthode d’envahissement est fondée sur l'observation directe du

matériau envahi par les microorganismes.

Que ce soient les zones claires ou Il'envahissement, ces méthodes sont seulement d’ordre
qualitatif mais facile a mettre en ceuvre. Elles constituent un test rapide qui permet
I'orientation des formulations polymériques vers du biodégradable et la sélection des souches

biodégradant les matériaux [9].

1.8.1.3 Méthode réspirometrique :
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En conditions aérobie, le but des mesures dites de respirométrie est de quantifier la
dégradation ultime du matériau, c'est-a-dire sa disparition complete du milieu par assimilation
par les micro-organismes présents. Cette mesure peut se faire en mesurant 1’un ou I’autre des
parametres suivants :

- la quantité d’oxygeéne consommée par les micro-organismes du milieu pour minéraliser
spécifiguement le polymére sous forme de dioxyde de carbone.

- la quantité de dioxyde de carbone libérée due a la minéralisation spécifique du matériau a

tester par les micro-organismes du milieu [1].

» Mesure de la consommation d’oxygene :

Dans des conditions aérobies, les micro-organismes consomment de I’oxygene pour oxyder le
carbone du polymeére sous forme de dioxyde de carbone. On peut calculer la quantité
théorique d’oxygene nécessaire pour oxyder 1’ensemble du carbone présent dans le polymere.
Gréace a une électrode spécifique, on peut connaitre la quantité d’oxygéne consommée par le
milieu durant le test pour oxyder le matériau test. Le degré de biodégradation atteint par le
polymeére en fin de test sera donc donné par la quantité d’oxygéne consommée rapportée a la
quantité d’oxygéne consommée si le polymére est completement dégradé par les micro-

organismes sous forme de CO, [1].

» Mesure de la production de dioxyde de carbone :

La mesure de la quantit¢ de dioxyde de carbone produit pendant la respiration des
microorganismes en utilisant le matériau comme seule source de carbone est la technique la
plus utilisée pour les tests de réspirométrie. Le dioxyde de carbone issu de la biodégradation
du polymere est utilisé pour le calcul du pourcentage de la minéralisation. Lors de cette
méthode, I'inoculum microbien utilisé produit naturellement du dioxyde de carbone pendant la
respiration endogéne, cette valeur doit étre retranchée en utilisant un témoin sans polymere.
De nombreux dispositifs pilotent ont été développés pour la mise en place de ce test de

biodégradation [9].

1.8.1.4Méthode de mesure de perte de poids du polymeére :
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La mesure de la biodégradabilité par perte de poids consiste a peser la masse de I'échantillon
avant et aprés son incubation. Pour avoir des résultats satisfaisants, il est nécessaire de
soumettre le polymeére a un nettoyage parfait pour ne pas fausser la mesure de la masse. Le
polymeére est susceptible d'absorber de I'eau, il est donc nécessaire de le sécher avant la pesée.
Il est important de noter que cette mesure reste valable tant que I'intégrité du matériau est
conservée.

Une comparaison de la structure de surface d'un film plastique avant et apres le test donne une
information sur la dégradation de la morphologie liée a l'action des microorganismes. Le
microscope électronique & balayage permet de confirmer le développement des colonies

microbiennes provoquant ainsi une dégradation importante au niveau de la surface [9].

1.8.2 Méthode enzymatique :

C'est une méthode qui permet de donner des informations sur la susceptibilité du substrat a
l'attaque enzymatique. Elle est basée sur l'utilisation directe d'enzymes pures ou d'un
surnageant issue d'une culture microbienne ayant démonté la capacité de dégrader le
polymere.

La sélection des souches est effectuée par la méthode des zones claires. Une fois que
I'isolement de la colonie formant la zone la plus grande est identifié, I'hydrolyse enzymatique
du polymeére peut étre réalisée seulement en utilisant le surnageant de la culture microbienne
ou l'application de I'enzyme apres sa purification.

Pour la méthode enzymatique, I'évaluation de la biodégradabilité se base sur le dosage des
produits d’hydrolyse par chromatographie a haute performance (HPLC), chromatographie en
phase gazeuse (CPG) ou l'identification de la structure des différents composés solubles par

résonance magnetique nucléaire (RMN) [9].

1.9 CROISSANCE BACTERIENNE :

1.9.1 Courbe de croissance:

La croissance bactérienne en milieu non renouvelé se déroule en quatre phases [10]:

» Phase I: Phase de latence ou d’adaptation
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Pendant cette phase, les microorganismes synthétisent les enzymes qui leurs sont nécessaires
pour métaboliser le substrat. Aucune croissance n’y est perceptible. La durée de cette phase
dépend de:

- [’éspéce étudiée : certaines bactéries s’adaptent plus vite que d’autres

- ['inoculum : plus le nombre de cellules est élevé, plus la période d’adaptation est courte ;

- [’dge de la bacteria qui correspond a la phase initiale de prélevement : plus la bactérie est
jeune, plus la phase de latence est courte ;

- La composition du milieu: si I’inoculum est prélevé en phase exponentielle d’un milieu et
est introduit dans un milieu neuf de composition identique, la phase de latence sera plus
courte que si la composition des deux milieux est différente. Du point de vue pratique, il
est important de réduire cette période au maximum. Cela peut étre réalisé en :

v inoculant une quantité importante de germes ;

v’ travaillant a une température proche de la température optimale de croissance ;
v/ utilisant un milieu de culture bien équilibré ;

v/ mais surtout et essentiellement, en prélevant 1’inoculum sur une colonie vivant au

stade de la phase exponentielle.

» Phase Il : Phase de croissance exponentielle

Lors de cette phase il y a un accroissement des microorganismes jusqu’a ’atteinte d’un taux
de croissance maximum, ce qui présuppose un milieu riche en éléments nutritifs. La vitesse de
croissance augmente proportionnellement a la concentration microbienne, d’ou [’allure
exponentielle du phénomeéne (figure 1.2 ). Le taux de croissance bactérienne est quant a lui

constant et maximal :

(21) (dx/dt) = pal ~ (1.1)

X: concentration en biomasse a n’importe qu’elle phase de croissance ;
dx/dt : variation de la biomasse en fonction du temps.

Mmax : taux de croissance maximal.

» Phase Il : Phase stationnaire
Pendant la phase exponentielle les microorganismes consomment le substrat S jusqu’a

épuisement; le milieu devient alors de moins en moins favorable a la croissance. La disparition
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du substrat S induit donc un ralentissement de la croissance qui tend vers une limite : I’arrét de

la multiplication des microorganismes.

> Phase IV: Phase de déclin
C’est une phase de respiration endogéne ou d’autolyse au cours de laquelle le nombre de

bactéries décroft.

InN

Figure 1.2: courbe de croissance microbienne et de consommation du substrat [10].

1.9.2 Modélisation de la courbe de croissance:

La modélisation de la courbe de croissance microbienne consiste & traduire sous forme
mathématique la courbe de croissance ainsi que I’influence de différents parametres sur la
forme de la courbe. Il existe de nombreux modeles qui traduisent la croissance des
microorganismes tels que les modeles de Teisser, de Moser, de Powell, de Herbert, de
Monod...Parmi tous ces modeles, celui de MONOD qui s’inspire des lois de la cinétique

enzymatique, est 1’un des plus anciens, des plus connus et des plus utilisés [7].

Cette équation qui représente le taux de croissance bactérienne en fonction de la
concentration en substrat est utilisée pour décrire 1’¢limination d’un substrat unique.

Nous avons donc:

p= (1/x) (dx/dt) = umax S/ (Ks+ S) (1.2)

S : concentration en substrat principal ;
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M : taux de croissance

Mmax - taux de croissance maximal ;

K. constante de MONOD qui représente la concentration seuil au-dessous de laquelle le taux

de croissance devient dépendant de la concentration en substrat principal.
Pour une valeur de S qui tend vers Ks ona: Y= Hmax/ 2 ;

Si x est la concentration en biomasse a n’importe qu’elle phase de croissance, dx/dt représente

donc la variation de la biomasse en fonction du temps.

Figue 1.3 : Evolution du taux de croissance bactérienne p en fonction du substrat S [10].

1.9.3 Croissance en milieu non renouvelé:

La croissance bactérienne en milieu non renouvelé est définie a I’aide de deux parameétres qui
sont [7]:
- le temps de génération G [h] : definie comme étant le temps nécessaire au dédoublement
de génération ;
- la vitesse spécifique de croissance p [h™] : plus souvent appelée taux de croissance, elle
représente 1’accroissement de biomasse par unité de temps ramené a 1’unité de biomasse.

La croissance d’une biomasse peut se quantifier par I’expression :
(1.3)

Ou:

No: nombre de bactéries au temps t = 0;

N: nombre de bactéries au temps t quelconque ;
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n: nombre de divisions.

La concentration en substrat consomme, quant a elle, peut étre représentée par 1’équation

suivante :
(1.4)
dS/dt : variation de la concentration du substrat en fonction du temps ;
S : concentration en substrat a un temps't ;
k : constante de la cinétique de dégradation ;

Le signe moins représente la disparition du substrat.
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CHAPITRE Ii: LES HUILES VEGETALES

1.1 INTRODUCTION :

L'huile symbole de fécondité, de pureté, est présente dans toutes les civilisations et
religions et dans toutes les étapes de la vie [11] : On I’utilise pour cuisiner, pour fabriquer la
margarine ou d'autres aliments préparés industriellement, pour I'élaboration de produits non
alimentaires tels que le savon, les cosmétiques, les médicaments et méme la peinture ainsi que
dans la vie spirituelle [12].

Tout comme les protéines, les hydrates de carbone et I'eau, les lipides (huiles, graisses,
cholestérol) sont classés comme macro-nutriments: ce sont les composants qui forment

I'essentiel de I'alimentation [12].
Les principales huiles végeétales, en termes de production, sont [13] :

e I'huile d'arachide.
e ['huile d'argan.

« [I'huile de colza.

e I'huile de coprah.
e ['huile de noix.

e [I'huile de lin.

e I'huile de mais.

e [T'huile d'olive .

e I'huile de palme.
e ['huile de ricin .

e [I'huile de soja.

e I'huile de tournesol .
e Thuile de thé.

11.2 DEFINITION:

L'huile végeétale pure est définie comme une huile provenant de plantes
oléagineuses obtenue par pression, extraction ou procédés comparables, brute ou
raffinée, mais sans modification chimique [14].

Se sont des ressources renouvelables naturelles bien connues qui ont été employées pendant

longtemps dans des applications comme les peintures, les encres, les adhésifs...etc.
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Les modifications chimiques possibles de ces structures, afin d'obtenir des polymeres, se

développe encore largement de nos jours [15].

1.3 ORIGINE DES HUILES VEGETALES:

L'huile végétale pure est issue d'un procédé d'extraction mécanique s'opérant a froid
et directement a la ferme. Le procédé consiste a presser des graines issues de plantes
oléagineuses permettant ainsi l'obtention de deux produits connexes : d'une part, de I'huile
végeétale valorisable en tant que carburant et, d'autre part, un co-produit valorisable en
alimentation animale. En France, les deux principales cultures actuellement utilisées a des fins
énergeétiques sont le colza et le tournesol. Aprés pressage, on obtient en proportion environ
1/3 d’HVP (huile végétale pure) et 2/3 de tourteau. Ce procéde de fabrication permet par
conséquent d’extraire environ 70% de I’huile contenue dans les graines ; le tourteau obtenu,
appelé tourteau “gras” ou tourteau fermier, contient entre 12 et 20 % d’huile (le reste étant

contenu dans les résidus appelés “pieds de presse”).

Apres 1’étape de trituration, I'huile brute est ensuite décantée puis filtrée et stockée en
respectant un certain nombre de criteres stricts [14].

De la graine a l'huile raffinée et transformée, les technologies d'obtention et de
transformation des huiles se doivent de garantir parfaitement la qualité du produit et de
fournir au final un produit répondant a des spécifications tres complétes ; ces technologies ont
su évoluer pour répondre a cette problématique et intégrer les contraintes actuelles de
I'industrie de rentabilité et de respect de I'environnement [16].

1.4 COMPOSITION EN ACIDES GRAS :

Les huiles végétales sont constituées essentiellement (= 99 %) de triacylglycérols (ou
triglycérides). Les autres constituants tels que stérols, vitamines liposolubles et
phospholipides sont mineurs (= 1 %) [17].

Les triacylglycérols (TAG) sont des triesters constitués de trois molécules d’acides gras pour

une molécule de glyceérol.
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Ils se forment selon la réaction :
CH,OH CH,0COR;

CHOH + R;COOH + R,COOH + RsCOOH — CHOCOR; + 3H,0

| |

CH,OH CH,OCOR;

Glycérol acides gras triglycéride

Avec R1, R2, R3: groupes hydrocarbonés a chaines ouvertes.

Lorsqu’une molécule de glycérol est liée a trois molécules d’un méme acide gras

(R1=R2=R3), le triglycéride formé est dit " homogene " ou " simple ". Dans le cas contraire
(R1 #R2 #R3), le triglycéride est dit "mixte " [13].

CH,OCOR CH,OCOR;

| |

CHOCOR CHOCOR;

| |

CH,OCOR CH,OCOR;
Triglycéride simple Triglycéride mixte

En général, ces trois acides gras difféerent entre eux selon la longueur et/ou le nombre de
doubles liaisons de la chaine carbonée, on distingue :

- les acides gras saturés (AGS): sans double liaison avec principalement des
longueurs de chaine comprises entre 16 (acide palmitique) et 18 atomes de carbone (acide
stéarique).

- les acides gras monoinsaturés (AGMI) : se sont des chaines hydrocarbonées
comportant une double liaison, dont le principal représentant est I'acide oléique (C18 :1, n —
9 ou ®9), occupent préférentiellement les positions externes du squelette glycérol (snl et
sn3).

- les acides gras polyinsaturés (AGPI) : chaines hydrocarbonées comportant plusieurs

doubles liaisons, dont on connait les deux principaux que sont les acides linoléique (C18 :2
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n—6 ou ®6) et a-linoléique (C18 :3 n -3 ou w3), acides gras essentiels et indispensables,
chefs de file des séries d'AGPI correspondantes (w6) et (03) qui sont des acides gras

essentiels car notre corps ne sait pas les fabriquer [16].

La position interne (sn2) définit ainsi pour une huile sa « structure glycéridique ». En
conséquence, chaque huile se caractérise par sa composition en acides gras, et également par
sa structure glycéridique. Cette derniere peut avoir une implication sur la valeur nutritionnelle
d’une huile, dans la mesure ou la digestibilité des AGS, tels que les acides palmitique et
stéarique, est moindre lorsqu’ils occupent les positions externes plutdt que la position interne.

Les huiles végétales peuvent ainsi étre regroupées en fonction de la nature de leurs acides gras

majoritaires (ou spécifiques) : huiles oléiques, linoléiques ou a-linoléiques [16].

La présence d’acides gras trans (AGT) dans un corps gras d’origine végétale peut avoir deux
origines technologiques, d’une part, I’hydrogénation partielle qui vise a augmenter son point
de fusion et génére des isomeres de position et géométriques trans octadécénoiques, dont le
principal isomeére est 1’acide élaidique (C18 : In-9trans), d’autre part les traitements
thermiques qui peuvent conduire a la formation d’isomeéres, principalement mono-trans, des

acides linoléique et linolénique . Dans chaque cas, la présence de ces isomeéres dans une
matiére grasse végétale est trés limitée (< 1 % des acides gras totaux), en raison de 1’abandon
progressif de 1’hydrogénation partielle et de la maitrise des conditions de raffinage. Par
ailleurs, on constate que la friture d’une huile linoléique (ex. : colza), conduite dans des
conditions optimales génére de faibles quantités d’isoméres polyinsaturés trans (< 0,7 % des

acides gras totaux) [17].

11.5 PROPRIETES ET UTILISATION :

Les huiles végétales sont utilisées pour leurs propriétés propres (maintien du film
hydrolipidique cutané, anti-age...) ou pour leurs propriétés générales (participant a la phase
grasse d’une émulsion, support d’une huile de modelage ou vectrices d’huiles essentielles,
solubilisant de tensioactifs dans une huile déemaquillante...).

Quand elles sont vierges et de premiére pression a froid, leur richesse en vitamines A, C et E
leur confere des propriétés anti-oxydantes et anti-radicalaires ce qui leur donne une action

dans la conservation du cosmétique, notamment quand il s’agit de cosmétiques naturels.
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En cosmétologie, elles sont choisies selon leurs propriétés sur la peau, mais aussi, leurs

caractéristiques physico-chimiques [18].

Ainsi, du fait de leur structure glycéridique, les huiles et graisses presentent des
caracteéristiques de fusion spécifiques : ainsi, certaines huiles sont naturellement liquides a la
température ambiante — telles que les huiles de tournesol, de colza, de soja... — d'autres semi-
solides comme l'huile de palme, et d'autres enfin, sont totalement solides (huile de coprah)
[16].

La différence essentielle entre les huiles et les graisses est leur température de fusion. Les
huiles sont fluides a température ambiante, ce qui n'est pas le cas des graisses. Chacune d'elles
contient des acides gras qui varient selon la longueur de la chaine carbonée qui les compose et
suivant leur degré de saturation. Cette derniére caractéristique engendre des graisses qu'on
appelle saturées (hydrogénation complete) ou insaturées (incomplete). La longueur de la
chaine et le degré de saturation influent tous deux sur le point de fusion. C'est leur tendance a
contenir d’avantage d'acides gras non saturés que les graisses animales qui donnent aux huiles
végétales leur aspect liquide a température ambiante - I'inverse se veérifie pour les graisses
animales -. Pourtant, les plantes produisent des acides gras dont la longueur de chaines et le
degré de saturation sont trés divers. Ainsi, en augmentant les combinaisons, des propriétés
distinctes apparaissent et par conséquent rendent possibles des utilisations trés variées de
I'huile [12]. Le tableau I1.1 présente les températures critiques (c’est la température au-dela
de laquelle une phase liquide ne peut pas exister, quelle que soit la pression ) de quelques

huiles végétales :

Tableau I1.1 : Températures critiques de quelgues huiles végétales

Hlf"e arachide | 9¢™M° de Noix olive Séame Soja tournesol
vegétale mais
Temperature | ), 140 140 210 150 150
critique (°C)

1.6 ROLE DES HUILES VEGETALES :

Les huiles végétales remplissent quatre réles principaux [16] :

e nutritionnel : apport d'énergie et de nutriments (acides gras, vitamines liposolubles,
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constituants mineurs d'intérét tels que les phytostérols ou les composés phénoliques
pour I'huile d'olive) ;

e organoleptique (flaveur et support d'ardmes) ;

e rhéologique (texture) ;

e technologique (fluide de transfert de chaleur, par exemple dans les utilisations en

friture).

En paralléle, I'utilisation des huiles végétales se développe dans le secteur non alimentaire ;
cela résulte de leurs caractéristiques, de leur origine renouvelable et de leur caractere
biodégradable. La formule maintenant usitée « de I'or noir a I'or vert » illustre ce nouvel
engouement pour une chimie basée sur les agroressources de notre planete. Le
développement des biocarburants (esters dhuiles végetales) en est un exemple.
Pour toutes ces applications des domaines alimentaire et non alimentaire, la maitrise de

procédeés éprouves et efficaces est nécessaire [16].

1.7 MODIFICATION CHIMIQUE DES HUILES VEGETALES [19] :

La modification chimique des huiles végétales est souvent nécessaire afin de permettre
I’utilisation de ces matieres premiéres dans différentes applications industrielles. Parmi les
réactions utilisées, la réaction d’époxydation est probablement celle qui représente le plus
d’intérét. Les huiles végétales époxydées peuvent étre utilisées comme intermédiaires
chimiques ou directement dans différents domaines tels que les biopolymeres, la
lubrification ou le domaine des surfactants pour ne citer que ces applications.
Actuellement, une des méthodes les plus employées implique ['utilisation de quantité
stoechiométrique en exces de peroxyde d’hydrogene et d’acide formique. Compte tenu des
grandes quantités utilisées, de la toxicité de ces réactifs, de la disponibilité limitée de
I’acide formique a 1’échelle industrielle et des problémes liés au transport du peroxyde
d’hydrogene, I'utilisation d’une autre méthode serait souhaitable.

Depuis quelques années, un certain nombre de projets de recherche ont été entrepris afin de
trouver des catalyseurs pour la réaction d’époxydation. Des chercheurs de I’Université
Laval ont mis au point des matériaux catalytiqgues mésoporeux (diameétres de pores du
catalyseur compris entre 2 et 50 nm) avec une distribution de diametres des pores
essentiellement monodispersée et un contrdle parfait de la taille de ceux-ci. Ces catalyseurs

peuvent étre utilisés pour un grand nombre de réactions dont I’époxydation catalytique. On
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a procédé a des essais préliminaires d’époxydation avec ces nouveaux catalyseurs. Trois
composés dérivés d’huiles végétales, soit 1’acide oléique, 1’ester méthylique de 1’acide
oléique et I’huile de lin constituée de triglycérides comportant en moyenne six doubles
liaisons, ont été testés. Ces essais préliminaires ont éte considérés comme tres
encourageants méme si des conversions assez faibles ont ét¢ obtenues avec 1’huile de lin et
I’ester méthylique (8 % et 1,5-2 % respectivement a 70 °C). L’acide oléique a quant a lui
été converti a plus de 50 % en I’absence de solvant (résultats obtenus selon la méthode

AOCS Cd9-57 «oxirane oxygen» et confirmés par une analyse RMN du proton).

11.8. POLYMERES SYNTHETISES A BASE D’HUILES VEGETALES :

Des polymeres a base de différentes huiles végétales (huile de soja, huile de lin,huile de
castor...etc.) destinés pour diverses applications sont aujourd’hui I’intérét de plusieurs
chercheurs. lls sont actuellement synthétises en utilisant différents types de polymeérisation
(polymérisation cationique, en chaine ou par ouverture du cycle) et ce, bien sur, selon le
type de polymere désiré (des résines, des caoutchoucs, des thermodurcissables et méme des
mousses polyuréthanes).

Les huiles végétales a base de triglycérides qui sont des produits naturels et biodégradables,
ont montré leur capacité a se polymériser suivant des techniques de polymérisation
différente telles que la polymérisation radicalaire, la polymérisation cationique, la
polymérisation thermique ou la polymérisation par ouverture de cycle, en présence d'agents
de réticulation.

Des travaux de recherche ont déja permis d’obtenir différentes résines biodégradables a base
d'huiles de soja époxydée, de lin et de ricin [20, 21, 22]. Une fois modifiée par l'acide
acrylique (tres réactif), I’huile de tournesol époxydée aura plus de groupes fonctionnels par
greffage des groupes acrylates sur les triglycérides, les alcools, les esters et les doubles
liaisons (C = C). La réaction d’acrylation a été étudiée afin d'obtenir les conditions
optimales de réaction. Les huiles époxydées acrylées sont utilisées dans la synthése de

polymeres de haut poids moléculaire et de densité de réticulation élevée [23,24].
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Figure 1.1 : Polymeére développé a base d’huile de castor [25].

11.9 METHODES DE POLYMERISATION :

L’obtention des polymeéres synthétiques se fait par plusieurs méthodes de polymeérisation
[26] :

11.9.1 Polymérisation radicalaire ou vinyligue :

Ce type de polymérisation permet de synthétiser soit des homopolymeres soit des
copolymeéres, et ce a condition que les monomeéres engagés dans la réaction possedent des

doubles liaisons :

= Si le motif monomeére [A] se répete plusieurs fois, la macromolécule obtenue est un
homopolymere qui est représenté schématiquement par la notation
“A—A—A—A" 5ot de maniére simplifiée par [A],. Les liaisons chimiques entre
les monomeres sont de type covalent (liaison de forte énergie : plusieurs kcal/mole).

= Si deux motifs monomeres A et B, de nature chimique différente, sont présents dans
le composé macromoléculaire, on obtient un Copolymére qui s’écrit
symboliquement ; - A—A—A—A—A—A—A—B—B—A—A—A g, [A],[B] et
ou n et m représentent le nombre de motifs monomeres dans la chaine
macromoléculaire. L’examen de cette représentation montre que les propriétés
physico-chimiques dépendront non seulement de la nature chimique de chaque

monomere mais aussi de leur pourcentage relatif dans le copolymere.
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les macromolécules obtenues par ce type de polymérisation le sont par une succession

d’étapes : les phases d’initiation, de propagation et de terminaison.

e Phase d’initiation : C’est la phase durant laquelle des radicaux libres R" sont
obtenus a partir d’initiateurs par rupture homolytique de leurs liaisons covalentes.
Ces initiateurs, appelés aussi amorceurs de polymérisation, sont regroupés en quatre

familles :

- initiateurs thermiques dont les radicaux sont engendrés par la chaleur (peroxyde de
benzoyle, par exemple) ;

- initiateurs redoxobtenus en présence de systeme oxydo-réducteur (peroxyde
d’hydrogene/fer II) ;

- initiateurs photochimiques dont les radicaux sont obtenus par 1’action de radiations
électromagnétiques ;

- initiateurs radiochimiques dont les radicaux sont engendrés sous 1’action de

rayonnements de niveau énergétique élevé (rayons X, p).

e Phase de propagation : Cette étape, durant laquelle la chaine polymérique croit, est
la plus importante, car elle détermine la configuration de la macromolécule ainsi que
sa masse moléculaire.

e Phase de terminaison : C’est I’étape qui traduit I’arrét de la croissance du polymeére.

11.9.2 Polymérisation par polyaddition :

Les polymeéres synthétisés par cette méthode permettent d’obtenir des résines époxydes, par
réaction de I’épichlorhydrine avec des diols tels que le 4, 4’- dihydroxydiméthylméthane (ou
bisphénol A) ou le 4, 4’- dihydroxyméthane.

la synthése fait intervenir deux réactions :

v une réaction de condensation en milieu alcalin avec élimination d’acide
chlorhydrique qui ne fait pas intervenir le cycle époxyde de 1’épichlorhydrine ;

v" une réaction d’addition sur la fonction époxyde ou oxirane.
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11.9.3 Polymérisation par polycondensation :

Les résines synthétiques (polyesters, résines aminoplastes ou phénoplastes) sont obtenues
par réaction chimique entre deux monomeres et élimination d’un tiers corps (eau, alcool,

etc.).
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1.1 INTRODUCTION :

En raison de leur position d’interface dans I’environnement, les sols jouent un role éminent
dans les grands cycles biogéochimiques et le devenir des substances polluantes. 1ls constituent
un wvéritable systéme écologique, habitat d’une proportion importante de la biomasse
continentale et réservoir d’une biodiversité considérable.

A la mort des végétaux et des animaux, les matiéres organiques s’accumulent dans le sol et y
subissent des transformations physiques, chimiques et surtout biologiques. En effet, les
organismes du sol utilisent les composés organiques comme ressource nutritive et leur font
subir des transformations physiques (fragmentation) et biochimiques (minéralisation et
humification) qui aboutissent a la création de matieres organiques plus ou moins complexes.
Dans les sols, les matieres organiques n’ont pas le méme temps de résidence selon leur
composition biochimique ; il peut aller de quelques mois a plusieurs années pour la fraction
labile et jusqu’a des dizaines, voire des milliers d’années pour la fraction stable. En conditions
normales d’aération, la majorité du carbone apporté¢ au sol est labile (environ 75 % des

apports annuels) [27].

111.2 DEFINITION :

Le sol est la couche la plus externe, marquée par les étres vivants, de la croute terrestre. 1l est
le siege d’un échange intense de mati¢re et d’énergie entre 1’air, 1’eau et les roches. Le sol, en
tant que partie de 1’écosystéme, occupe une position-clé dans les cycles globaux des matiéres,

il doit assurer [28] :

- Un bon ancrage des racines ;
- Une bonne aération ;
- Une réserve en eau suffisante ;

- Un bon potentiel en minéraux.

1.3 FORMATION DES SOLS :

Un sol est le résultat d’une altération superficielle d’une roche mére, et d’un enrichissement
de matiéres organiques issue des étres vivants, du fait de la composition de la litiére par les
organismes décomposeurs, on a ainsi trois facteurs entrant en jeu dans la formation d’un sol :
la roche mere : ses propriétés physiques ou sa composition chimique ont une influence

directe sur la nature ou sur la rapidité de I’évolution d’un sol.
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Les végétaux : fournisseurs de 1’essentiel de la matiére organique présente dans le sol, et qui

influencent aussi son évolution.

Le climat : qui affecte les deux facteurs précédents par la température, en ce qui concerne
I’altération de la roche meére, et les précipitions pour les phénomeénes de migration qui se

déroulent au niveau du sol [28].

Le sol croit par le haut (litiere végétale et animale) et par le bas (dégradation de la roche

mere) jusqu’a établir un équilibre : ¢’est la maturité du sol [30].

111.4 FONCTIONS DU SOL :

Le sol remplit des fonctions indispensables a la vie végétale, animale et humaine sur terre [30] :

111.4.1 Fonctions économiques :
- Lesol est le lieu de la production agricole et sylvicole
- Il est une source de matiéres premieres : argile, sable, gravier,....
- Il sert de support aux constructions humaines : batiments, infrastructures de

transports...

111.4.2 Fonctions écologiques :

- Le sol est un puits pour le carbone : c’est un site majeur de stockage du carbone
provenant du CO2 atmosphérique. Il est une source potentielle d’émissions de gaz a
effet de serre (CO,, CHy4, N2O) qui varient en fonction des écosystemes (foréts, zones
humides, agrosystemes,..). Par conséquent, le sol contribue pour une part a la
régulation des cycles naturels de I'eau, de I'air, des substances minérales et organiques.
C'est un maillon déterminant dans le flux incessant de I'énergie et de la matiére au sein
de I'écosystéme.

- Le sol est une source d'énergie et d'élements nutritifs pour I'ensemble de la diversité
des organismes terrestres y compris I'nomme.

- Le sol est un milieu structuré offrant une diversité d'habitats. Les micro- et
macrohabitats du sol sont le cadre d'activités et de refuges de nombreux organismes
vivants.

- Il est un réservoir immense de la biodiversité microbienne et faunistique répartie entre
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les formes libres des microorganismes présents dans les différentes structures des sols et les
formes liées aux systémes racinaires, aux animaux du sol et aux autres microorganismes
comme par exemple les champignons. Certains de ces microorganismes sont indispensables a
I’assimilation et au fonctionnement des écosysteémes alors que d’autres sont pathogenes, ou
peuvent le devenir a la suite de modifications de 1’usage que 1’on peut faire des sols.

- M est le lieu d’habitat d’espéces et de biocénoses : d’une part le sol abrite des espéces
protégées et d’autre part, il participe de 1’équilibre des écosystémes de surface dans les zones
protégees telle que les biotopes.

- Lessols ont un réle dans la prévention de catastrophes par inondation ou coulées de
boues : importance de la qualité d’absorption des sols.

- Les sols constituent un passage obligé intervenant directement dans les modifications
de la qualité de I'eau. L'essentiel des eaux de pluie circule dans des aquiferes superficiels et
dans les sols avant de venir gonfler les rivieres essentiellement par un mode de circulation
diffus.

111.4.3 Fonctions biologiques :
Le sol est un réacteur biogéochimique qui assure des fonctions de transformation,
d’accumulation et de transfert.

v Sol transformateur : dégradation de la matiére organique et autres substances, a I’aide
d’organismes vivants. L’intégration de la matiére organique au matériel minéral qui
aboutit a la formation du complexe argilo-humique se fait sous I’influence de
mécanismes physique, chimique et biochimique qui sont régulés par la faune et les
microorganismes du sol ; ceci se traduit par la décomposition continue de biomasse
morte dont les éléments sont en partie soit minéralisés, soit accumulés au sein de
I’humus du sol.

v Sol réservoir : stockage et accumulation d’éléments en fonction de leur solubilité. Ce
phénomeéne d’adsorption aux particules du sol et aux racines des plantes peut varier
dans le temps (remobilisation).

v" Sol échangeur /filtre : voie de passage vers d’autres compartiments des écosystemes.

111.5 PROPRIETES DU SOL :

111.5.1 Propriétés physiques :
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I11.5.1.1 La texture : La texture d'un sol correspond a la composition granulométrique du sol

définie par les proportions des particules minérales de taille inférieure a 2 mm [32].

Tableau 111.1: Echelle textural du sol (taille des grains) [32].

Sable Limon Argile
Treés
grossier grossier moyen  fin tres fin fin moyen grossier
1-2 0.5-1 0.25-05 0.1-0.25 0.05-0.1 2-10 10-20 20-50 0-2
mm mm mm mm mm pUm pum pum HUm

111.5.1.2 La structure : Elle désigne le mode d'assemblage, I'arrangement des particules
minérales du sol et les liaisons éventuelles avec les colloides ou d'autres éléments.

On distingue trois types de structures [32]:

Particulaires: aucune cohésion (sables);
Continues: particules entiérement liées par un ciment, continuité parfaite entre les particules ;

Fragmentaires: agrégats individualisés (les plus courantes).

111.5.1.3 La porosité : Les vides du sol sont occupés en majeure partie soit par 1’eau, soit par
I’air. Leur ensemble représente la porosité. Cette derniére donne une bonne idée de 1’état
structural avec, avantage certain, la possibilité de mesures comparatives. Selon la taille des

pores elle se subdivise en [28] :

Macroporosité : les vides sont > 50 um, pouvant étre remplis par 1’eau de gravité rapidement

drainée et souvent colonisés par les racines moyennes. Elle dépend surtout de la structure.

Mésoporosité (porosité capillaire) : elle est constituée des vides de 0,2 a 50 um retenant I’eau

utile aux plantes. Elle dépend beaucoup de la texture.

Microporosite : les vides sont < 0,2 um et retiennent 1’eau inutilisable.

111.5.1.4 Le régime hydrique, ’eau du sol :

Le régime hydrique du sol dépend directement des trois propriétes précédentes [28] :

- La texture détermine les forces de rétention de 1’eau.
- La structure influence la circulation de 1’eau.

- La porosité définit le volume du réservoir hydrique du sol.
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La circulation et la rétention de I’eau dans le sol se font grace au réseau poreux .Ainsi 1’eau
est dite gravitaire si elle circule librement dans les fissures ou les pores de diametre supérieur
a 100 ou 50 pm .L’cau capillaire est retenue dans des pores plus fins avec une pression

d’autant plus forte que la taille des pores diminue [33].

111.5.2 Propriétés chimiques :

111.5.2.1 La capacité d’échange : c’est la principale propriété chimique qui caractérise le sol,
par rapport & une roche mére qui en est le plus souvent dépourvue.

La capacité d’échange des sols pour les cations dépend de la texture du sol, et plus
particulierement de la teneur en argile et de la matiere organique.

On parle aussi de la capacité d’échange pour les anions ; soit les anions sont dits actifs comme
les acides humiques et fulviques ou bien PO, et les échanges ne sont que faiblement
réversibles, soit les anions sont inactifs comme SO42', Cl et NO3 , et les liaisons mises en jeu

sont de nature électrostatique, c'est-a-dire relativement faibles et réversibles [34].

111.5.2.2 Le pH : C’est une autre propriété chimique essentielle qui détermine le
comportement des éléments chimiques mais aussi le comportement des étres vivants
(macroflore-végétation). On mesurera en général le pH de 1’eau ou d’une solution qui est en
équilibre avec le sol. Le pH détermine le comportement des éléments et en particulier leur
existence sous une forme cationique ou anionique ou sous la forme d’hydroxyde [33].
111.5.2.3 La température : dans un sol, en raison de son hétérogénéité et de son épaisseur, de
nombreuses températures différentes coexistent au méme instant, qui refletent autant de
bilans énergétiques ponctuels. La structure, le taux d’humidité, la couleur ou la charge en
éléments grossiers influence la transmission de la chaleur ; pourtant, une seule source
d’énergie calorifique est vraiment importante : le soleil, il agit dans le sol d’une maniére
directe, en le chauffant, et de maniére indirecte via la photosynthése et les chaines
alimentaires [28].

111.5.2.4 Le potentiel d’oxydoréduction : Les conditions d’oxydo-réduction ont un role tres
important en déterminant le comportement des éléments chimiques a plusieurs valences, mais
surtout le fonctionnement biologique (racines, microorganismes) en présence ou en absence

d’oxygene [33].
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111.5.3 Propriétés biologiques :

Ces propriétes résultent de la large présence de différents organismes dans le sol. Ces
organismes appartiennent d’une part a tous les groupes connus de micro-organismes
(bactéries, champignons, actinomycetes, algues, protozoaires) et, d’autre part, a d’autres
groupes d’animaux essentiellement des nématodes, des annélides et des arthropodes [33].

111.5.3.1Les micro-organismes: ils constituent indépendamment des animaux et des végétaux,
un troisiéme groupe d’organismes, les protistes. Ils sont unicellulaires ou multicellulaires,
mais ne présentent pas de différenciation en tissus et organes. Ils comprennent deux groupes :

les protistes inférieurs ou procaryotes et les protistes supérieurs, ou eucaryotes [33].

111.5.3.2 La faune : la faune du sol se répartit dans de nombreux groupes (Tableau I1.1) .Leur
régime alimentaire peut étre du type carnivore (consommation de proies vivantes), ils peuvent
aussi consommer des fragments de plantes (herbivores, xylophages) ou de champignons
(mycophages) ; ils peuvent enfin se nourrir d’animaux morts (nécrophages) ou de débris

végétaux morts (saprophages) [33].

Tableau 111.2 : Les organismes du sol [33].

Organisme Nombre/ g sol sec
bactéries 10°
actinomycétes 10° &4 10°
champignons 10°

algues 10% 4 10°
protozoaires 10*

111.6 CONSTITUANTS DU SOL :

Le sol est composé de trois fractions [28] :

» Solide (éléments minéraux et matiéres organiques).
» Liquide (solution du sol)

» Gazeuse (atmospheére du sol).

Le tableau 111.3 présente ses différents constituants :
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Tableau 111.3 : Les constituants du sol [33].

Constituants solides Constituants Constituants
liquides gazeux
Minéraux Organiques Solution du sol Atmosphére du sol
Origine Désagrégation Décomposition des | Précipitations, Air hors sol,
physique et etres vivants nappes, ruissellement | matiéres en
altération décomposition,
biochimique des respiration
roches
Critéres de |Taille Etats Origine Origine
Classement |aranulométrie Vivants, morts Météorique, Air, organismes
Qualite Qualite chimique phréatique Qualité chimique
minéralogie Originelle, Etat physique
transformée Potentiel hydrique
Qualité chimique
Catégories Selon granulométrie |« Organismes vivants |« Eau s oz de lair :0:,
» Squelette>2 mm |* Organismes morts |« Substances €Oz, M,
o+ Terre fine<2mm [* MO héritées: dissoutes : + Goz issus de la
Selon mineralogie cellulose, lignine, glucides, alcools, respiration et de
o CQuartz résines acides organique la décomposition
s Minéraux silicatés |* MO humifiées : et minéraux, des organismes :
«  Min. carbonatés acides fulvigues cations et anions C0:, Ha, CH;,
et humiques, NH;, N:O, ..
humines

111.6 LA BIODEGRADATION DES MATIERES ORGANIQUES DANS LE SOL :

Les produits d’origine végétale, animale ou microbienne subissent, dans le sol des
transformations biochimiques qui font intervenir les organismes vivants et / ou les enzymes

du sol et des transformations purement chimiques ou physico-chimiques.

Ces matiéres organiques plus ou moins biodégradables sont, si les conditions du milieu sont
favorables, utilisés comme source de carbone et d’énergie par les micro-organismes
hétérotrophes qui les transforment en nouveaux corps microbiens et en produits de
métabolisme gazeux, liquides, solides, qui sont finalement minéralisés (CO5, H,0O ,NH3,S04*
PO.Z....) [33].

> Action des étres vivants : les étres vivants jouent un role essentiel a la fois dans la
formation du sol et dans son fonctionnement. On peut dire que grace a la quantité et a
la diversité des étres vivants présents, le sol va constituer un véritable réacteur

biologique. L’un des processus principaux concerne évidemment la dégradation de la
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matiere organique et les grands cycles qui en dépendent directement comme celui du

carbone et de 1’azote [6].

» Action des bactéries : les microorganismes, et plus spécialement les bactéries, sont
responsables d’un certain nombre de réactions biochimiques essentielles a la surface
du globe et en particulier de la plupart des réactions d’oxydo-réduction qui leur
apportent d’ailleurs souvent 1’énergie qui leur est nécessaire. La premicre de ces
réactions correspond a 1’oxydation des composés carbonés qui conduit a la
minéralisation de la matiere organique et en phase finale a la formation de CO,. Les
caractéristiques physiques (température, eau, oxygene) déterminent la variabilité du

fonctionnement biologique au cours de 1’année et au sein des profils des horizons [6].

111.7 CONTAMINATION DU SOL :

La contamination des sols peut étre diffuse a large échelle, ou intense et localisée. La
contamination diffuse est peut étre la plus grave car elle est difficilement gérable : les
concentrations des polluants sont relativement faibles, quoique significatives ; ils peuvent se
concentrer le long des chaines alimentaires et créer des problémes graves en fin de chaine. En
revanche, les volumes de sol concernés sont beaucoup trop importants, et les teneurs trop

faibles pour qu’un traitement soit envisageable.

Une contamination intense et localisée résulte souvent d’activités industrielles et du
déversement incontr6lé de déchets industriels dangereux, elle peut aussi résulter d’un
événement accidentel ou d’un acte de guerre. La concentration des contaminants y est élevée,
tandis qu’elle concerne en général un petit nombre d’espéces chimiques, ce qui permet

d’envisager des processus de traitement spécifiques [28].

1.8 QUELQUES PROCEDES DE TRAITEMENTS DES SOLS:

Les sols pollués peuvent étre confinés dans des décharges prévue a cet effet, ce qui ne
représente pas un processus de décontamination et de remédiation, mais plutdt la mise a
1’écart temporaire d’un probléme, le cout d’une décharge est élevé, alors qu’elle nécessite une
surveillance a long terme et une gestion du risque environnemental.
On peut envisager une remédiation des sols par des moyens physiques, chimiques ou
biologiques. L’incinération et 1’extraction chimique sont trés couteuses et conduisent souvent

a la déstructuration du sol. Au contraire, la bioremediation permet en général de récupérer les
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sols traités, au moins pour certaines applications. Globalement, ses couts sont en principe
moins élevés.

Pour les deux types de contaminants : les métaux lourds et les composés organiques, ils

impliquent des processus biologiques completement différents en vue d’assurer leur
élimination ou leur inactivation [28].
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Chapitre IV: Méethodes de caracterisations utilisées

V.1 INTRODUCTION :

Les techniques infrarouge a transformée de Fourier (IRTF) et chromatographie en phase
gazeuse (CPG) ont été utilisées pour détecter la présence des substances étudiées (HTE,
HTEA et polymere) dans le sol a la fin de 1’essai de respirométrie ; les résultats des analyses

nous indiqueront si la minéralisation du substrat est compléte ou non.

V.2 SPECTROSCOPIE INFRAROUGE A TRANSFORMEE DE FOURIER (FTIR) :

Les radiations infrarouges se situent dans la partie du spectre électromagnétique comprise
entre la région visible et celle des micro-ondes. La région limitée entre 4000 et 400 cm™ est la
plus utile du point de vue pratique .1l s’agit de I’infrarouge moyen correspondant a des
énergies de transition entre les niveaux vibrationnels. On distingue les vibrations de valence

ou d’élongation (stretching), des vibrations de déformation (bending).
L’analyse infrarouge permet [38] :

- D’identification des composés organiques ;

- l’analyse fonctionnelle (groupements fonctionnels) et 1’analyse quantitative (loi de
Beer-Lambert) ;

- D’identification des groupements chimiques trouvés dans un polymere ou ceux induit
par la dégradation ;

- La détection des changements structurels et conformations (taux de cristallinité,
ramifications) ;

- la compatibilité mutuelle de différents polymeéres en cas de couplage ;

- latransformation chimique et la dégradation des polymeres ;

- I’étude des propriétés de surface (orientation des molécules).
La méthode IRTF posséde plusieurs avantages :

- comme on n’utilise pas de monochromateur, la gamme compléte de radiations passe a
travers 1’échantillon simultanément, d’ou un gain de temps appréciable.

- les instruments IRTF possédent un trés grand pouvoir de résolution (<0,001 cm™).

- Les données subissent une conversion analogique-digital, les résultats sont faciles a

traiter .

Un schéma d’un spectrophotométre IRTF est représenté par la figure V.1 .
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Moteur du miroir

I Piston

Lo . Miroir B (mobile)

Source  séparateur /

de faisceau

Miroir A (fixe)

Faisceau combiné

Cellule de I’échantillon

E Détecteur
Convertisseur analogique/numérique

\ 4

Ordinateur > enregistreur

Figure 1V.1 : Schéma d’un spectrophotometre

L’absorption de la radiation infrarouge suit la loi de Beer-Lambert qui donne la variation de
I’intensité lumineuse en fonction de la distance parcourue dans un milieu transparent, donc on

définit I’absorbance par la loi ci-dessous comme suit :
A=log (Ip/It)=¢ .I.C (Iv.2)

lo : intensité du rayonnement incident.
It : intensité du rayonnement transmis.
& : coefficient d’extinction molaire (I/cm.mol).

| : épaisseur de I’échantillon traversée par le faisceau (cm).
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C : concentration de I’espece absorbante (mol/l).

V.3 CHROMATOGRAPHIE EN PHASE GAZEUSE (CPG) :

La CPG sapplique & des échantillons gazeux ou susceptibles d'étre vaporisés sans
décomposition dans l'injecteur.

La phase mobile est alors un gaz (hélium, azote, argon ou hydrogene), appelé gaz vecteur,
qui balaie en permanence la colonne. Cette derniére, placée dans un four thermostaté, est un
tube de faible section enroulé sur lui-méme et contenant la phase stationnaire. Un grand choix
de détecteurs permet I'analyse sélective et parfois l'identification de mélanges trés complexes.
Si la phase stationnaire est un liquide non ou peu volatil, possédant des propriétés de solvant
vis-a-vis des composés a séparer, on parle de chromatographie gaz-liquide ou
chromatographie de partage. Si la phase stationnaire est un solide absorbant (silice,
alumine, zéolites ou autres polymeres adsorbants), c'est de la chromatographie gaz-solide ou

chromatographie d*adsorption [38].

La figure IV.2 montre les différents composants d’un appareil de CPG :

] D étecteur
Seritigue
hermostats

Itmject. [ _/\M
Manodétendew eu\
] .
"?I @ —NW ;Lr\f— —'\/\@E— Entegistreur

VELS T
/s IJZI débim étre

Bouteille de gaz

=
coh prim é A ?{::) -
S
e —

Colonne
/ I Thermostat de col onnre Intégratew
ou ordinateny
Fﬂur Ventilateur

Figure 1V.2 Schéma d'un appareil de CPG

Page 41


http://www.culture.gouv.fr/culture/conservation/fr/methodes/chrom_02.htm#Injecteur
http://www.culture.gouv.fr/culture/conservation/fr/methodes/chrom_03.htm#Colonne
http://www.culture.gouv.fr/culture/conservation/fr/methodes/chrom_03.htm#D%E9tecteur

Chapitre IV: Méethodes de caracterisations utilisées

L'échantillon (un liquide volatil) est d'abord introduit en téte de la colonne par l'intermédiaire
d'une micro-seringue qui va traverser une pastille en caoutchouc, appelée septum, pour se
retrouver dans une petite chambre en amont de la colonne appelée injecteur. L'injecteur est
traversé par le gaz porteur et porté a une température appropriée a la volatilite de
I'échantillon. Les quantités injectées peuvent varier de 0,2 a 5,0 ul.

Ensuite, une fois rendus volatils, les différents composés de I'échantillon vont étre emportés
par le gaz porteur (ou gaz vecteur) a travers la colonne et se détacher les uns des autres en
fonction de leur affinité avec la phase stationnaire. La phase stationnaire peut étre un liquide
non (ou peu) volatil (chromatographie gaz-liquide) ou un solide adsorbant (chromatographie
gaz-solide). Dans les deux cas, la phase stationnaire va provoquer un phénomeéne de rétention
chromatographique avec les différents composés (appelés solutés). Plus le composé a une
affinité a la phase stationnaire, plus il mettra de temps a sortir de la colonne. La grandeur
expérimentale brute est appelée temps de rétention. C'est le temps qui s'écoule entre
I'injection de I'échantillon et I'apparition du signal maximum du soluté au détecteur. Pour
favoriser le transport de tous les composés a travers la colonne (élution), il faut déterminer la
bonne température du four. En général, la température doit étre supérieure a la température
d'ébullition des composés. On peut travailler en isotherme, ¢’est-a-dire avec une température

fixe durant toute I'analyse ou avec un programme de température qui varie.

A la sortie de la colonne, les composés rencontrent un organe essentiel qui est appelé
détecteur. Cet appareil évalue en continu la quantité de chacun des constituants séparés au
sein du gaz porteur grace a la mesure de différentes propriétés physique du mélange gazeux.
Le détecteur envoie un signal électronique vers un enregistreur (sorte d'imprimante) qui
dessinera les courbes de chaque pic en fonction de leur intensité (courbe de type Gaussienne).
L'ensemble des pics est appelé chromatogramme. Actuellement et de plus en plus, les
logiciels remplacent avantageusement les enregistreurs papiers pour l'interprétation des

signaux envoyeés par les détecteurs.

Le gaz porteur (ou gaz vecteur), est la phase mobile, dynamique de la chromatographie en
phase gazeuse. C'est dans son flux que I'on injecte le mélange a analyser, et c'est lui qui le

véhicule jusqu'au détecteur a travers toute la colonne.
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Chapitre V: Méethodologie éxperimentale

V.1 PRODUITS UTILISES :

V.1.1 Substances d’essai :

Toutes les substances utilisees sont présentes dans le tableau V.1.

Tableau V.1 : Substances d’essai

. Formule | Source
Substances d’essai chimique
Lohuile de t T Voir Préparé au
u1le de tournesol epoxyace (formule l) .
(HTE) laboratoire
L’huile de tournesol époxydée | Voir Préparé au
acrylée (HTEA) (formule 2) | |1aporatoire
Polymeére caoutchouc (HTE / Préparé au
+Acide succinique) laboratoire
Le Sol / Décharge
d’Oued- Smar.
Chloroforme (pour extraction) | CHCI3 BIOCHEM
Acide chlorhydrique HCI BIOCHEM
Hydroxyde de sodium (la NaOH Sigma-Aldrich
soude)
Chlorure de baryum BaCl, /
Hydroxyde de Baryum Ba(OH) , /
Phénol phtaleine (indicateur / /
coloré)

«» L’huile de tournesol époxydée :

L’époxydation de I’huile de tournesol a été effectuée a 50°C , en utilisant 1’acide peracétique
préparé in situ en faisant réagir le peroxyde d’hydrogéne (30%v/v) avec un exces d’acide
acétique glacial en présence de la résine échangeuse d’ion Amberlit IR120. Le taux

d’oxygene oxyrane (0O.0) est de 6,2%.
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o) o)
/[ \ [
CHs- (CH2)7-CH-CH-(CH2);-C-O-CH,
o) o) o) o)
I\ I\ I\ I ‘
CHs- (CH2)4-CH-CH —CH,- CH-CH-CH,-CH-CH-(CH2);- C-O-CH
o)
[ ‘
CHs- (CH2)14- C-O-CH,

Formule 1 : Huile de Tournesol époxydee.

«» L’huile de tournesol époxydée acrylée :

Elle a été obtenue suite a une réaction d’acrylation par I’acide acrylique en présence d’un
catalyseur a 80°C en faisant réagir différentes proportions d’acide acrylique /HTE. La
réaction d’acrylation permet d’augmenter la réactivité de I’HTE en ouvrant les cycles
époxydes et en les remplagant ainsi par des groupements alcools, esters, et des instaurations.

CH2 = CH-C=0
|

O O

CHs- (CH2); - CH = CH - (CH2);—- C— O - CH;

OH
OH OH OH 0
|

| | |

CH3 - (CH2),~ CH—-CH - CH2 = CH —CH - CH,—~ CH — CH -- (CH2);— C - O - CH
|

o) o) o)

CH2=CH-C=0 CH2=CH-C=0 CH2=CH-C=0 O

CHs- (CH2)14— C— O - CH,

Formule 2 : Huile de tournesol époxydée acrylée
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< Le polymére (HTE/AS):

Il a été trouvé que les triglycérides réagissent trés bien avec les diacides pour donner
naissance a des caoutchoucs biodégradables. Dans ce cas, on a fait réagir de I’'HTE avec

I’acide succinique. La réticulation du polymeére a été faite dans une étuve.

Figure V.1 : Polymeére d’essai.

V.1.2 Le sol utilisé :

L’¢tude expérimentale a été réalisée sur un échantillon de surface d’un sol de la décharge
d’Oued Smar, daira d’EL HARRACH de la wilaya d’Alger.

L’échantillon de sol a été prélevé d’un horizon de surface de 0 — 20 cm. Les caractéristiques
seront données ultérieurement.

Le sol utilisé a été séché puis tamisé a 2mm, pour assurer une bonne aération des bactéries et

pour éviter tout colmatage des particules de sol.

V.2 METHODES D’ANALYSE :

Les analyses de caractérisation de 1’échantillon du sol étudié ont porté sur la granulométrie, le
pH, la matiére organique, 1’azote et le phosphore totaux, ces analyses ont été faites au niveau
du laboratoire de pédologie a I’Institut National Agronomique (INA) a El Harrach suivant des
méthodes normalisees.

Un dénombrement des germes présents dans le sol qui a été fait au niveau de notre

laboratoire.
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V.2.1 Analyses physico-chimigues du sol :

v’ Détermination du pH réel du sol : Mesure électrométrique dans une suspension

sol/eau ou ce rapport est égal a 1/ 2,5.

La mesure du PH d’une suspension de sol dans I’eau (noté pH H,0O) rend compte de

la concentration en ions HsO" a 1’état dissocié dans le liquide surnageant. Ces ions sont en
¢quilibre avec ceux présents a 1’état non dissocié, retenus sur le complexe argilohumique. Le
PH est d’autant plus bas que le complexe adsorbant (ou argilohumique) est plus riche en ions

H30 * échangeables.

v Granulométrie : Méthode internationale a la pipette de Robinson.

La présente méthode a pour but de déterminer le pourcentage des différentes fractions de
particules minérales. Le principe de la méthode est basé sur la mise en suspension de
particules minérales, des prélévements seront faits a 1’aide de la pipette de Robinson, dans des

flacons a sédimentation a des profondeurs et a des moments déterminés.

v' Mesure de la capacité de rétention en eau : Cette mesure a été effectuée au moyen de
I’appareil de Richards (1954).

En soumettant un sol placé sur une plaque de céramique a des pressions variant entre 0,1 et 1

bars , on cherche a reproduire au laboratoire les conditions de drainage existant dans les sols
en place .On mesure ensuite I’humidité résiduelle. La capacité de rétention correspond au
maximum d’eau que le sol peut retenir dans des conditions ol son drainage se trouve assuré
librement.

v" Mesure de I’humidité a la capacité de rétention:

L’échantillon du sol a été humidifi¢ pendant 24 heures par ascension capillaire puis
placé sur un support soumis a une pression atmosphérique pour le drainage. Par la suite,

I’humidité pondérale est mesurée apres séchage a 105°C pendant 48 heurs.

v Détermination du phosphore assimilable : Le dosage du phosphore est déterminé selon
la méthode d’Olsen.

L’extraction d’acide phosphorique, dans cette méthode, est faite avec une solution 0,5N de
bichromate de sodium ajusté a pH 8,5. Le dosage est basé sur la formation et la réduction d’un

complexe de I’acide phosphorique et de 1’acide molybdique.
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Dans un milieu contenant le complexe phospho-molybdique et en présence d’acide ascorbique
provoque, par la chaleur, le développement d’une coloration bleue dont I’intensité est

proportionnelle a la concentration en orthophosphates.
La formation du complexe se fait selon la réaction suivante :
H3PO4 + 12 H3MOO4 —_— H3P(M03010)4 + 12 Hzo (Vl)

V.2.2 Analyses biologigues du sol :

v Dosage du carbone organique totale : La méthode utilisée est celle d’ANNE (1945).

Le carbone de la matiére organique du sol est oxydé a chaud avec une solution de bichromate
de potassium (K,CrO;) en milieu sulfurique (source de chaleur).La quantité de bichromate
doit étre en exces par rapport a la quantité nécessaire a 1’oxydation du carbone organique du
sol. L’excés de K,CrO; qui n’a pas réagi est ensuite titré par une solution de sel de mohr en
présence de diphénylamine dont la couleur passe successivement par le bleu foncé, brun

noiratre, violet puis vert .
La réaction s’écrit comme suit :

8H,S0, + 3C + 2K,Cr,04 »2 K>SO+ 20['2(804)3 +3CO, + 8H,0 (V2)

Matiére organigue :

La détermination de la teneur en MO du sol passe par le dosage du carbone organique du sol.
On admet que la MO contient en moyenne 58% de carbone organique ==> 100/58=1,72

Donc :

IMO% = CO% *1,72| (V.3)

v Dosage de I’azote total : méthode KIELDHAL (1960).

La plus grande partie de 1’azote dans les sols se trouve sous forme organique. Pour le dosage
on emploie la méthode de KIELDAHL ou on transforme 1’azote des composés organiques en
azote ammoniacal par 1’acide sulfurique concentré (qui agit comme oxydant et détruit les

matieres organiques) a ébullition.
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Le carbone et I’hydrogéne se dégagent a 1’état de gaz carbonique et d’eau .L’azote
transformé en ammoniaque est fixé par 1’acide sulfurique a I’état de sulfate d’ammonium

selon la reaction :
catalyseur
MO + 2H" +S04 ~ — » 2NH," +S04% + CO,+H,0 (V.4)
On déplace ensuite I’ammoniaque par addition de soude :
2NH," + S04~ +2Na*+20H ——> 2NH3+2Na " + S04 %+ 2 H,0 (V.5)
Ensuite ’lammoniaque est distillé et recueilli dans une solution de H,SO, (0,005N).

V.3 BIOMASSE MICROBIENNE:

V.3.1 Préparation des dilutions:

A partir d’une solution mere (1g du sol dans 10 ml d’eau physiologique.) dont on ignore la
concentration en bactéries, on extrait 1Iml de cette solution qu’on dilue dans 9 ml d’eau
physiologique (dilution = 10™).0n obtient alors une solution 10 fois dillluée. On préléve de
ces derniers 1 ml que I’on dilue encore une fois dans 9 ml d’eau physiologique.

on répéte cette opération autant de fois.

V.3.2 Ensemencement et incubation:

A partir des dilutions préparées, on ensemence 1ml de chaque solution dans un milieu gélose,
qui est un milieu ordinaire permettant le développement de n’importe quelle bactérie. Chaque
bactérie (qui reste invisible a 1’ceil nu) se multiplie en développant ainsi une colonie (qui par
contre elle est visible a 1’ceil nu), donc le nombre de colonies développées correspond au
nombre de bactéries présent dans le ml de solution. Bien sur le milieu se trouve dans une boite

de petri, ensuite, les boites petris sont incubées dans 1’etuve pendant 24 heures.

V.3.3 Dénombrement de la flore totale:

le dénombrement se fait pour les boites donnant entre 30 et 300 colonies ; si ¢’est au dela on
dit que c’est indénombrable (ID)
le dénombrement des bactéries repose sur le principe selon lequel une colonie se forme par

divisions d'un seul micro-organisme, on examine la membrane & la fin de I'incubation, a

Page 48



Chapitre V: Méethodologie éxperimentale

travers le couvercle, c'est-a-dire on compte les colonies en la marquant sur le fond de la boite

avec un marqueur, tel que représenté ci-dessous par la figure 1V.2.

AN AN
L N NCRGRS
- ’

1é re dikstion pour bquelle
les colonies sont comptables

Figure V.2: Différentes étapes de détermination de la biomasse [8].

V.4 TEST DE RESPIROMETRIE :

V.4.1 Critéres de validité

Pour la biodégradation en sol, il existe des critéres de validité tels que [35] :

+ Le dégagement de CO2 par le sol blanc, c’est-a-dire du sol seul, qui doit étre inférieur
a 20% de la valeur moyenne de CO, dégagé par les autres échantillons.

+ Le rapport C/N doit &tre compris entre 10/1 et 40/1.

+ La température : il est important de se trouver dans les conditions habituelles propices
au développement des microorganismes présents dans le sol. Pour cela, on se place a
température constante comprise entre 25 et 28C°. Dans notre cas la température est
fixée & 28C°.

+ Concentration de substrat dans le sol : la quantité de substance a tester doit étre

suffisante pour que le dégagement de CO, ne soit pas masqué par celui du sol. En
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pratique, au dessus de 0,5 mg de I’échantillon par gramme du sol, ce qui donne un
rapport produit/sol=0,5/1000.
Ainsi, I’aération du milieu est nécessaire puisqu’on veut se trouver en milieu aérobie. Elle

se fait grace a un air dépourvu de CO,.

V.4.2 Principe :

Le test de repirometrie repose sur une mesure de la production de CO,, de la consommation
d'oxygéne ou de la croissance microbienne dans des milieux contrdlés. Le principe consiste a

exposer le matériau a une source de micro-organismes ou inoculum.

La dégradation de I'échantillon & analyser est suivie par la mesure de la quantité de dioxyde de
carbone (CO,) produite par les micro-organismes pendant la durée de I'essai. Le CO, produit
en continu est piégé dans une solution d’hydroxyde de sodium. Un dosage titrimétrique est

effectué afin de déterminer la quantité de CO, produite [8].

V.4.3 Dispositif d’incubation :

e Dans des erlenmeyers de 250 ml, on introduit :
- 50 ml de sol (préalablement tamisé a 2 mm et de rapport (C/N= 20/1))
- 1gdesubstrat (HTE , HTEA et le polymere ) .

- Une quantité d’eau qui est égale a 55% de la teneur en eau de notre sol.

e L’étude repose sur trois types d’échantillons :

- HTE (huile de tournesol époxydée)

- HTEA (huile de tournesol époxydée acrylée)

- Polymere.

e Le nombre de répétitions pour chaque échantillon est fixé a trois ainsi qu’a trois
répétitions pour le blanc.

e L’incubation des erlens se fait a une température de 28°C pendant toute la période

d’essais aprés chaque aération.

V.4.4 Dispositif du déplacement de CO.:

Le dispositif (figure 1V.3) est composé de :

- Une pompe a air d’un débit constant.
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- Une solution de Ba(OH), (1N) , une solution de NaOH (1N) et de I’eau distillée ( pour
assurer 1’humidification de 1’atmosphére dans les erlenmeyers d’incubation), ces
solutions sont contenues dans des erlens de 1L reliés respectivement a la pompe et
suivis par un erlenmeyer vide pour éviter les remontées d’eau dans la rampe, la soude
et ’hydroxyde de sodium ont pour but de capter le CO, de I’air pour que ce dernier
soit pur lors de I’aération.

- Les erlens d’incubation sont reliés a la rampe d’un coté et aux flacons contenant de la
soude (0,5N) d’un autre coté a I’aide des tuyaux, la soude sert a piéger le CO; libéré

lors de la ’activité microbienne.

V.4.5 Dosage du CO, dégagé :

Le CO, degagé qui résulte de 1’activité microbienne est piége par la solution de NaOH (0,5N)
contenue dans les flacons. Avant de commencer le dosage, on rajoute dans ces flacons 3
gouttes de phénol phtaléine qui donne la couleur rose et le chlorure de baryum (BaCl,) qui

facilite la précipitation du COs.
La réaction de piégeage est : CO, + 2 NaOH —— 3 Na,CO3+ H,0O (V.6)

Apres chaque aération, on procéde au dosage de I’excés de soude par I’acide chlorhydrique
(HCI 1N).On continue le dosage jusqu'a la disparition de la couleur rose et la solution devient

donc incolore.
La réaction miseen jeuest: HClI+NaOH —— 3 NaCl+ H,O (V.7)

Le volume de HCI noté va nous servir a calculer la masse de CO, dégageée :

| Mco2=22xVua | (VoirannexeC)  (V.8)

Avec: Mcoz : masse de CO2 dégagé par I’activité microbienne en mg ;

Vi : volume de HCI pour doser 1’exces de soude.

V.4.6 Calcul du taux de biodégradation :

A partir des valeurs de mesures cumulées de la production de dioxyde de carbone, le
pourcentage de biodégradation du matériau d’essai pour chaque intervalle de mesure est

calculé a partir de I’équation suivante [36] :
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CO2 sol+substrat — CO2 sol
% de biodegradation de substrat = x 100 (V.9)
CO2Th

Ou :

CO; sol+substrat : est la quantité cumulé de CO2 libérée par le mélange sol-substrat en mg
par récipient ;

CO, sol : est la quantité moyenne de CO2 libérée par le sol blanc en mg par récipient ;

Th CO; : est la teneur théorique de CO2 susceptible d’étre produit par le matériau d’essai

(substrat) en mg par récipient.

V.4.7 Calcul de la teneur théorique en dioxyde de carbone :

La teneur théorique en dioxyde de carbone (Th CO2), en gramme par récipient, susceptible

d’étre produite par le matériau d’essai est calculée par I’équation suivante [36] :

CO, th=M ror X Cror x5, | (V.10)

ou:

Mot : est la masse de matiéres seéches totales du matériau d’essai introduit dans les
récipients de compostage au début de I’essai en grammes ;
Cror: est la teneur relative en carbone organique total des matiéres seches totales contenues

dans le matériau d’essai, en grammes par gramme ;

44 et 12 : sont les masses moléculaires et atomique relatives du dioxyde de carbone et du

carbone, respectivement.

V.5 EXTRACTION AU SOXHLET :

Afin d’extraire les substrats (THE, HTEA et le polymere) a partir des échantillons de sol, on a
effectué I’extraction au Soxhlet a la fin du test de respirometrie. Pour cela, on prend un
échantillon de sol de 20 g qu’on introduit dans une cartouche poreuse, cette derniere est
introduite dans un soxhlet qui est placé entre un réfrigérant ou circule de 1’eau et un ballon en
verre rempli aux % de chloroforme qui sert de solvant. A 1’aide d’un chauffe ballon,

I’extraction des substances organiques se fait par dissolution dans le chloroforme qui lave le
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sol. La durée de I’extraction est de 6 heures. Ces solutions sont récupérées par évaporation
surveillée et conservées jusqu’a I’analyse par chromatographie en phase gazeuse et
spectroscopie infrarouge.

Refrigerant

Soxhlet

Cartouche

Poreuse

Ballon

Chauffe ballon

Figure V.3: Extracteur Soxhlet.
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Figure V.4 : Dispositif de respirométrie
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V.6 CARACTERISATION DES EXTRAITS PAR CPG :

Les extraits ont été caractérisés par CPG a 1’aide d’un appareil GC 17A.

Avant de procéder a cette analyse, une méthylation a été faite sur les huiles ainsi que le
polymere afin de transformer les triglycérides en acides gras libres pour avoir leurs profils
correspondants.

Les conditions d'analyse sont :

e Latempérature d’injection : 250°C

e Latempérature du départ étant de 90°C pendant 3 minutes ensuite elle augmente
progressivement a raison de 6°C par minutes pendant 14 minutes puis elle se stabilise
a 250°C .

e Volume d’injection : 1pl.

e Type de colonne : capillaire.

e Détecteur :Fid

e Moded’injection : micro-seringue d’une contenance de Sul.

e Temps d’analyse : 15 minutes.

V.7 CARACTERISATION DES EXTRAITS PAR FTIR:

Les extraits ont été caractérisés par spectroscopie IR a 1’aide d’un spectrophotométre FTIR de

marque thermo-Nicolet model Nexus 670.
Cette analyse a été faite a 1’aide des pastilles KBr préparés a partir d’'un mélange de 0.2 g de

KBr avec une goutte de chaque échantillon.

V.8 ANALYSE MICROSCOPIQUE :

Cette analyse a été faite a 1’aide d’un microscope optique qui nous a permis d’effectuer
différentes observations sur polymere enfouit dans le sol afin de suivre les modifications de

la surface du matériau suite a I’attaque par les microorganismes du sol.
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Chapitre VI : Réesultats obtenus et discussion

V1.1 CARACTERISTIQUES DU SOL UTILISE:

Les résultats de I’analyse du sol sont donnés dans les tableaux (V1.1 et VI.2).

Tableau V1.1. Caractéristiques du sol utilisé

Caractéristiques Teneur
pH eau 08,320
Capacité de rétention en eau (%) 29,260
Humidité (%) 03,690
Phosphore assimilable P,Os (ppm) 112,00
Carbone organique (%) 03,075
Matiere organique (%) 05,289
Azote totale (%) 35.10™
rapport carbone/azote (C/N) 20,00
Biomasse initiale (No) (UFC/ ml) 38,5. 10

Tableau V1.2 : Composition du sol utilisé.

Composant Pourcentage (%)
Argile 12,63
Limon fin 10,99
Limon grossier 10,58
Sable fin 16,15
Sable grossier 37,02

V1.2 RESULTATS DE LA BIOMASSE MICROBIENNE :

Les résultats du dénombrement de la microflore totale sont représentés dans la figure VI.1.

> Sol : le nombre des bactéries du sol avant traitement est de 385*10° CFU/g (avant
traitement).

> Sol + HTE : le nombre de bactéries dans le sol enrichi en HTE est de 291*10°CFU/g
(apres traitement).
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> Sol + HTEA : la population bactérienne dans le sol enrichi en HTEA est de 220*10°
CFU/g (apres traitement).

» Sol + polymeére : Pour le sol enrichi en polymeére, le nombre de germes trouvé est de
295*10° CFU/ml (aprés traitement).
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Sol + HTEA
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Figure VI1.1. Biomasse bactérienne (CFU/g du sol)

Globalement, on remarque que le nombre de bactéries a diminué apres le traitement
pour les trois substrats, en le comparant avec celui du sol seul, ce qui signifie que le traitement
a diminué le nombre de bactéries des sols enrichis en substrats. En outre, cette diminution
peut s’expliquer par le fait que le sol utilisé contient différents types de microorganismes
parmi lesquels ceux qui n’influencent par les conditions des essais (aération, température,

pH...) et donc cela entraine leur disparition.

V1.3 TEST DE RESPIROMETRIE :

VI1.3.1. Production quotidienne du CO:

Les résultats de la production du CO, quotidien sont représentés dans la figure V1.2.
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Figure VI1.2. : Production quotidienne de CO,.

Ces résultats montrent que ’activité resperométrique se déroule en trois phases :

Phase 1 : lors de cette phase, les microorganismes s’adaptent au milieu et aux substrats ce qui
meéne aux faibles dégagements de CO, . Cette phase se passe entre «0-11 jours » pour

I’ensemble des substrats ainsi que pour le blanc.

Phase 2 : a partir du 11 éme jour, on enregistre une augmentation remarquable de la quantité
de CO, dégagée qui atteint son maximum au bout du 26°™ jour pour 'HTEA et HTE/AS avec
une quantité de CO, de 37,4 et 22 mg pour les deux produits respectivement, et au bout du

32°™ jour pour 'HTE et le blanc avec des quantités de 33 et 10 mg respectivement.

Phase 3: Dans cette phase, la quantité de CO, décroit progressivement a cause de la
décroissance de 1’activité bactérienne qui est due de la diminution des composés facilement

métabolisables.

Cependant, une petite reprise de la quantité de CO, est remarquable pour ’'HTE « 43-51
jours », et 'HTEA « 46-57 jours » ainsi que pour le polymére « 46-60 jours », cette petite

reprise correspond a la dégradation des produits néoformés (métabolites).

Page 58



Chapitre VI : Réesultats obtenus et discussion

Pour le polymeére, la quantité de CO, journaliére dégagée a la fin de 1’essai respirométrique
est importante par rapport a celle de I’'HTE et celle du blanc aussi ce qui signifie que sa

biodégradation continue.

V1.3.2. Production cumulée du CO,:

Le dégagement cumulé de carbone, sous forme de CO, en fonction du temps, est représenté

dans la figure V1.3.
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Figure VI1.3. : Production cumulée de CO..

D’aprés la figure ci-dessus, le dégagement cumulé de carbone sous forme de CO, pour les
échantillons du sol enrichis en HTE est le plus éleve, suivi par le substrat riche en HTEA, puis
par le substrat riche en polymére solide et finalement, par le sol témoin qui possede les
valeurs les plus faibles du CO, cumule.

Ainsi on peut conclure que I’incorporation dans le sol de substrat organique (HTE ou HTEA
et le polymére) ne réduit pas la respiration, au contraire elle la favorise, et donc 1’activité

biologique n’est pas inhibée en présence de ces substrats.

V1.3.3.Taux de biodégradation:

Le taux de biodégradation de I’ensemble des substrats en fonction du temps est représenté par
la figure V1.4. L’étude de I’allure de ces courbes nous renseigne sur le rythme de ’activité

biologique du sol sous I’influence de ce traitement.
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Figure V1.4. Evolution du taux de biodégradation en fonction
du temps.

Ces courbes montrent que ’activité bactérienne passe par trois phases :

Phase 1 : phase de latence

Elle correspond & I’adaptation des microorganismes, elle commence au début de 1’essai
jusqu'a I’obtention d’un taux de 10% du taux maximale de biodégradation, et donc elle
s’arréte au niveau du 8™ jour environ pour I’HTE et PHTEA mais elle continue jusqu’au

11°™ jour pour le polymére solide.
Phase 2 : phase de dégradation

Elle commence des la fin de la premiére phase jusqu'a 1I’obtention d’un taux de biodégradation
équivalent a 90 % du taux maximal, pour notre substrat. La biodégradation de I’HTE atteint
un taux de 91,48 % du taux de biodégradation maximal au bout du 46°™ jour, et ’'HTEA
atteint le 56 éme jour un taux de 89,73 %. En ce qui concerne le polymére le taux de
biodégradation est de 86,2 % du taux de biodégradation maximal aprés deux mois de

traitement.
Phase 3 : Phase stationnaire

Elle s’écoule de la fin de la biodégradation jusqu’a la fin de I’essai. Graphiquement, on

remarque que le taux de biodégradation devient constant a partir du 49éme et 60éme jours
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respectivement pour I’HTE et I’HTEA alors qu’il continue & augmenter pour le polymére qui

continue sa dégradation au dela du 63 éme jour.

En comparant le taux de biodégradation de I’HTE a ceux trouvés precédemment dans
le méme laboratoire (10-12%) [3,6 ,13], il est plus amelioré. Cependant, il aurait pu atteindre
50-60% si on avait augmenté la biomasse microbienne. Et vu que les taux de biodégradation
de ’HTEA et du polymére solide représentent 69,35% et 48,11% de la dégradation de ’'HTE,
donc I’augmentation de la biomasse microbienne aurait était un facteur satisfaisant pour une

meilleure dégradation du polymeére solide et de 1’huile acrylée.

Puisque le but de ce travail est d’évaluer la biodégradabilité du polymere synthétisé a base
d’huile végétale, on peut dire alors que notre polymére n’est pas complétement biodégradable
en deux mois car un matériau sest considéré comme biodégradable si 60 % du carbone

contenu dans 1’échantillon est transformé en CO,

V.4. ANALYSE CHROMATOGRAPHIQUE PAR CPG:

Les résultats d'analyse chromatographique des extraits des échantillons du sol a la fin du test
de réspirometrie sont donnés sur les chromatogrammes présentés dans les figures V1.5, V1.6 ,
et VI.7 qui représentent respectivement I'HTE, ’'HTEA et le polymére solide (avant et aprés

biodégradation) pour chaque échantillon.
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Figure V1.6 : Chromatogrammes de I’extrait de 1’ HTEA.
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Figure VI. 8: Chromatogrammes du solvant.
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= Pour tous les diagrammes obtenus aprées biodégradation, on remarque la présence du
pic de chloroforme (figure V1. 8) car on a fait ’analyse sur des solutions d’extractions
des trois échantillons qui contiennent le solvant (chloroforme) aprés avoir fait une
méthylation.

= Pour les échantillons avant traitement, la méthylation a été réalisée sur les huiles pures
alors qu’elle a été faite sur la solution d’extraction pour le polymére, c’est pour sela
que le diagramme de ce dernier contient le pic représentant le chloroforme avant

traitement.
Les spectres obtenus montrent que pour :

L’HTE : on remarque que cette huile contient a 1’état initial trois pics distincts dont les temps
de rétention se situent entre 2 et 2,5 minutes. Ces pics sont réduits en un seul apres traitement,
qui se situe avant le pic représentant le chloroforme, ce qui signifie que la structure de ’'HTE
a subi des modifications lors sa biodégradation.

L’HTEA : le cromathogramme de cette huile montre 1’existence de cinq pics intenses entre 2

et 3 minutes. Aprés traitement ,I’intensité de ces pics diminue considérablement. Ainsi on
remarque une apparition de trois nouveaux pics intenses ainsi qu’un tout petit nouveau pic qui

sont dus aux produits neoformes lors de la dégradation.

Le Polymeére : la différence entre la structure initiale du polymeére et la structure finale aprés
traitement est représentée par la surface des pics qui s’est réduite apres traitement, ce qui

confirme la modification de la structure du polymere lors de ce processus .

VI.5. ANALYSE PARFTIR :

Les figures V1.9, VI.10 et VI.11 présentent les spectres infrarouges des échantillons (HTE,

HTEA et le polymere) avant et aprés deux mois de mois de biodégradation dans le sol.
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Figure VI. 9: Spectres IRTF de I’HTE avant et aprés biodégradation
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Figure V1. 10: Spectres IRTF de ’HTEA avant et aprés biodégradation
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Figure VI. 11: Spectres IRTF du polymere avant et apres biodégradation.

D’une fagon générale , on voit que le nombre de pics ainsi que leur intensité a diminue apres
traitement pour les différents types de substrats .

La qualité des spectres obtenus ne nous permet pas d’accéder aux détails des groupements
fonctionnels présents. Toutefois, I’allure générale des spectres aprés biodégradation laisse

supposer que les structures initiales ont été profondément modifiées.

VI1.6. OBSERVATION MICROSCOPIQUE:

Les photos obtenues &r observation microscopique avant et apres enfouissement du polymere
dans le sol sont représentés dans les figures VI1.12, VI.13 et VI1.14.
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Figure VI1.12 : Surface du polymere
avant enfouissement dans le sol (x100).

Figure V1.13 : Surface du polymeére apres
15 jours d’enfouissement dans le sol
(x100).

Figure VI1.14 : Surface du polymere apres
48 jours d’enfouissement dans le sol
(x100).
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D’apres ces figures, on peut constater que [’activit¢é microbienne a provoqué des

modifications notables au niveau de la surface du polymere.

Ces modifications sont plus importantes apres 48 jours d’enfouissement dans le sol (figure

V1.14). Ces résultats confirment que le polymere étudié est biodégradable.
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CONCLUSION GENERALE

L’essai de respirometrie nous a permis de tirer les conclusions suivantes :

>

Le nombre de germes dans 1’essai de biodégradation du sol seul avant traitement est
supérieur au nombre de germes présents dans les échantillons de sol enrichis en
substrat apres traitement. On a constaté aussi que le nombre de germes présents dans

le sol enrichi en polymére est plus important que celui des autres échantillons de sol.

Le maximum de la quantité de CO; journaliere produite par les échantillons des
sols ayant recu les huiles (HTE et HTEA) et le polymere est plus importante que celle

de I’échantillon témoin.

Le dégagement cumulé du carbone sous forme de CO, pour les échantillons du sol

enrichis en HTE est plus élevé que celui du sol enrichi en HTEA et en polymere.

La présence d’un plus grand nombre de sites actifs dans ’HTEA que dans I’HTE n’a
pas empéché cette derniere d’étre la plus biodégradable, ce qui 1’aisse supposer une

plus grande adaptation des microorganismes a I’HTE et non pas a ’'HTEA.

L’analyse chromatographique et spectroscopie infrarouge des extraits des échantillons
de sol a la fin de I’essai de respirométrie a confirmé que tous les composés organiques

étudiés (HTE ,HTEA et le polymere) ont subi une biodégradation.

On peut dire aussi que les microorganismes du sol utilisé ne sont pas adaptés aux
types de substrats étudiés ce qui s’est traduit par des taux de biodégradation modérés

au bout de deux mois d’essai.

I serait intéressant en vue d'approfondir cette étude de considérer les aspects suivants:

>

Augmenter la période de 1’essai dans le cas du polymere étudié.



Analyse des métabolites des substrats et identification des souches responsables de la

biodégradation.

Faire 1’étude sur différents types du sol pour pouvoir eévaluer I’influence quantitative

des microorganismes du sol sur la biodégradation.

Détermination quantitative des substrats migrés dans le sol par des techniques
analytiques.
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ANNEXE A

Méthodes d’analyses :

1- Détermination du PH réel du sol :

Peser 20 gr de terre finement broyée, préalablement séchée. Placer cette terre dans un bécher
et ajouter 50 ml d’eau distillée. Agiter durant 10 minutes puis laisser reposer 15minutes. Et

prendre le pH de la suspension.

2- Granulométrie :

Sur un échantillon de terre séché a I’air et tamisé a 2 mm, on détruit la matiére organique qui
joue un réle de ciment entre les particules argileuses. La terre est ensuite agitée avec une
solution alcaline qui provoque la dispersion et abandonnée au repos pour permettre la
sédimentation des particules qui tombent avec des vitesses d’autant plus grandes qu’elles sont

plus grosses. Cette analyse se fait suivant plusieurs étapes :

- On pese 10g de terre et on les place dans un bécher auguel on rajoute 50 ml d’eau
oxygénée, I’attaque a froid commence alors, on porte ensuite ce bécher sur une plaque
chauffante et on le couvre avec un verre de montre. La réaction est terminée lorsque la
mousse disparait et qu’aucune bulle d’oxygene ne vient crever a la surface.

- On fait passer la terre dans les flacons a sedimentation au moyen d’un jet de pissette d’eau
distillée, on rajoute 50 ml de la solution dispersante d’hexametaphosphate de sodium et
Iml d’ammoniaque pure puis on compléte a 1L avec de I’eau distillée.

- On agite pendant deux heures a 1’agitateur rotatif a allure modérée.

- On agite ensuite énergiquement par retournements en s’assurant que tout le dép6t qui a pu
se former au fond de 1’allonge est entierement remis en suspension.

- Aprés 5minl9sec a 16°C (d’apreés le tableau affiché au laboratoire de pédologie qui relie
chaque température avec le temps correspondant), on préléve a 10 cm de profondeur une
partie aliquote de la fraction argile limon; on remonte la pipette et on vide son contenu
dans une capsule tarée, on évapore a sec, on séche a I’étuve a 105°C et on pése le résidu
sec.

- On opére exactement de la méme facon apreés repos de six heures (a 16°C), on adopte la
profondeur correspondante d’apres le tableau cité précédemment.

- Ensuite, on fait passer la suspension sur un tamis a 16 mailles de 50y en entrainant et

lavant les sables sur le tamis par un courant d’eau ordinaire.
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- On rassemble les sables d’un c6té du tamis puis on les faire passer dans une capsule par un

jet de pissette.
- On lave les sables a 1’eau par décantation pour éliminer les débris de racines restés sur
le tamis et on les séche a I’étuve a 105°C.
- Apres séchage, on sépare les sables fins des sables grossiers par tamisage a sec au
tamis de 200u puis on pése ces deux fractions.
- Les limons grossiers s’obtiennent par différence apres les calculs.

> Calculs:

(P, -Pg) * 1000 *100

Argile (%) = * coefficient de correction;
20*10
(Px -Pg) * 1000 *100
A+LF (%) = * coefficient de correction;
20*10

(P, - Pg) * 1000 *100

A+LF+LG (%) = * coefficient de correction ;
20*10
Px *100
SF(%) = ——mm * coefficient de correction ;
10
Py *100
SG(%)= * coefficient de correction
10
Avec:
100

Coefficient de correction

100 - (MO% + H %)
Px : poids de I’échantillon.
Po: poids de dispersant (hexametaphosphate de sodium)

3- Mesure de la capacité de rétention en eau :

- On place les anneaux remplis de terre (10g) sur la plague poreuse et on laisse imbiber
la terre 24 heures dans de 1’eau déminéralisée par ascension capillaire (I’eau arrive a

moitié hauteur de 1’anneau).
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- La mesure est faite deux fois.

- Disposer la plaque dans ’enceinte de la presse a plaque et ajuster le bouchon du tuyau
d’écoulement.

- Mettre sous pression pendant 24 heures, en retenant la valeur du PF la plus élevée des

deux conditions suivantes pour 1’argile et I’argile +limon fin.

Pf pression A% (A+LF)% Texture
(millibars)

2.0 100 <5 <5 - sols tres sableux,
non humiféres.

2.3 200 <=5 5< A+LF <=15 | - sols sableux.

2.5 320 5<A<=15 15<A+LF<=30 |- sols sablo-
argileux, sablo-

2.7 500 15<A<=40 | 30<A+LF<=65 | lumineux.
- sols a texture

3.0 1000 A>40 A+LF>65 équilibré.
- sols argileux,
argilo-limoneux.

Tableau A.1 : Variation du pF avec la texture de I’échantillon

Le pF de la capacité de rétention varie avec la texture de 1’échantillon : de 2,0 pour les sols

tres sableux a 3,0 pour les sols tres argileux.

Au bout de 24 heures, on détend la pression et on place les échantillons dans les boites tarées

pour les mesures de I”’humidité.
Calcul :

L’humidité a la capacité de rétention a pour expression, en pourcentage :

HR% =222 100
b—c

AVEC :
a : boite a tare+terre humide.
b : boite a tare+terre séche.

¢ : boite a tare.
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4. Mesure de ’humidité a la capacité de rétention:

- Peser la boite (avec son couvercle) et son contenu.

- Porter la boite ouverte et son couvercle a 1’étuve réglée a 105°C pendant 24

heures.

- Retirer la boite de I’étuve, la boucher et la laisser refroidir dans un

dessiccateur.

- Peser a nouveau la boite et son contenu.
La perte de poids subit par le sol représente le poids d’eau évaporée pendant le séchage.

Calcul :

HumldltE(%) - poids humide —poids sec 100

poids sec

5. Détermination du phosphore assimilable :

Le dosage de phosphore assimilable se fait en trois parties :

1ére partie : L’extraction

- Peser 5g de terre fine, ajouter 100ml de NaHCOj3 (0.5N).
- Ajouter une pincée de charbon actif jusqu'a I’obtention d’une solution claire
- Agiter pendant 1h puis filtrer.

2eme partie : Complexation et reduction.

- Prélever 5ml du filtrat.
- Ajouter 3 ml du réactif chloro-sulfo-molybdique et laisser le CO2 se dégager.

- Ajouter 15ml d’eau distillée.
- Ajouter 2 ml d’acide ascorbique, puis chauffer au bain marie a 80°C pendant 5mn,
jusqu’au développement d’une couleur bleue. (nous on a chauffé¢ entre nos mains)

3éme partie : dosage par calorimétrie

- Passer au calorimétre pour effectuer une lecture de la densité optique.
- Passer également a la gamme étalon pour le calcul du coefficient de lecture(C).

» Calcul :
Le phosphore assimilable dosé est exprime sous la forme de P,Os en ppm.

La formule de calcul est la suivante :
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P,Os (ppm) = X/1000. U/v. V/P.1000

X : concentration obtenue en fonction du coefficient de lecture(X=Lx/C)

U : volume colorimétrique (25ml)

V : volume de la prise d’essai (5ml)

V : volume de la solution d’extraction (100ml)

P : poids de la prise d’essai de terre (5g)

Dosage du carbone organique totale :

> Mode opératoire :

on pese 0.25 g de terre séchée a 1’air libre qu’on la met dans un ballon de 250 ml puis
on ajoute :

o 10 ml de la solution de bichromate de potassium (0,2 N)

o 15 ml de la solution d’acide sulfurique concentré.

on couvre le ballon par un verre de montre et on le porte sur un chauffe ballon.

Apres la chute de la premiére goutte d’eau, on compte 5 minutes et on retire le ballon ;
On laisse refroidir et on transverse son contenu dans une fiole jaugée de 100ml puis on
compléte avec de I’eau distillée ;

On preéléve 20 ml de cette solution et on les transverse dans un bécher en verre qu’on
lui rajoute :

o 150 ml d’eau distillée ;

o 0,5gde NaF.

o 3 a4 gouttes de solution de diphénylamine.

En agitant, on titre ’excés de bichromate avec le sel de Mohr jusqu'a obtention d’une
couleur bleu verte

On refait le méme mode opératoire avec un témoin (sans terre fine).

> Calcul :

La formule qui permet de calculer le taux de carbone organique totale dans le sol est la

suivante :

ICO% = (Y-X)*0,615*(100/V)*(100/P) /1000

Avec :
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X:

Y:

V:

Volume de solution de sel de mohr utilisée pour doser 1’échantillon de sol (ml)
volume de solution de sel de mohr utilisé pour le dosage du témoin (ml)

volume de 1’aliquote (20ml)

P : poids de la prise d’essai (0.25g)

CO : carbone organique (%)

6. Dosage de ’azote total :

Mode opératoire :

Ce dosage se fait en deux étapes :

a-

Minéralisation :

On introduit 0,5 g de terre dans un matras de KJELDAHL, on ajoute de 1’eau distillée
et on agite légérement puis on le laisse reposer pendant 30 minutes.

On rajoute :

o une pincée de I’indicateur colorée

o 20 ml d’acide sulfurique concentré.

On porte a la rampe d’attaque ; on chauffe d’abord doucement jusqu’a ce que ’eau
soit évaporée puis on augmente la chaleur et on laisse bouillir.

On continue le chauffage une heure aprés la décoloration et on laisse refroidir.

Apres refroidissement, on verse le contenu des matras dans des fioles de 100 ml , on
ajoute de 1’eau distillée pour rassembler tous ce qui a au fond des matras.

On compléte dans les fioles avec de 1’eau distillée a 100 ml.

b-Distillation et dosage :

Dans un erlen on met 10 ml de 1’acide borique a 2% et 3 gouttes d’indicateur color¢.
On plonge le tube du réfrigérant de I’appareil de distillation dans la solution contenant
dans I’erlen.

apres avoir ’agiter, on préléve 20 ml de la solution de la terre (Ia solution mere) qu’on
le met dans le matras de KIELDAHL.

On ajoute a ce dernier 20 ml de la soude (1N) puis on commence a chauffer et distiller
jusqu’a ce que 50 ml de distillat soit recueillis.

On abaisse 1’erlen et on lave le tube avec de I’eau distillée.
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- Le dosage des NHgsse fait par titrage avec I’acide sulfurique (0.005N).
- On arréte le dosage quand la couleur bleu disparait.

- L’essai a blanc a ét¢é fait avec la méme quantité de réactifs.

> Calcul :

Si la normalité de I’acide sulfurique est (0.005N) donc 1 ml d’acide sulfurique correspond a

0.7 mg d’azote.

IN% = 0,7 (X-Y) * /v * 100/P|

X : nombre en ml d’acide sulfurique pour le dosage de 1’échantillon.
Y : nombre en ml d’acide sulfurique utilisé¢ pour le blanc.

N : normalité de 1’acide sulfurique (0.005N).

P : poids de I’échantillon.

V : volume de la fiole jaugée (100 ml).

v : volume prélevé de la fiole (20 ml).
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Tableaux B.1 : Valeurs de CO, quotidien et cumulé

Temps (jours)

CO2 quotidian (mg)

CO2 cumulé (mg)

HTE | HTEA | POL | Blanc, HTE | HTEA | POL | Blanc
2 10,0 | 08,0 044 | 044 | 010,0 | 0150 | 004,4| 004,4
4 08,8 | 06,6 044 | 044 | 018,8 | 021,6 | 008,8 | 008,8
6 06,6 | 06,6 06,6 | 00,0 | 0254 | 028,2 | 015,4 | 008,8
8 08,8 | 08.8 00,0 | 00,0 | 034,2 | 037,0 | 015,4| 008,8
11 06,6 | 044 044 | 02,2 | 040,8 | 041,4 | 019,8] 011,0
14 30,8 | 15,3 110 | 044 | 0716 | 056,7 | 030,8 | 015,4
17 20,5 | 10,2 08,8 | 06,6 | 092,1 | 066,9 | 039,6 | 022,0
21 088 | 11,0 06,6 | 044 | 1009 | 077,9 | 046,2 | 026,4
26 286 | 374 22,0 | 044 | 129,5 | 1153 | 068,2 | 030,8
28 30,0 | 11,0 088 | 088 | 159,5 | 126,3 | 077,0 | 039,6
32 330 | 154 08,8 | 10,0 | 192,5 | 141,7 | 085,8 | 049,6
36 264 | 17,6 154 | 10,0 | 2189 | 159,3 | 101,2 | 059,6
39 242 | 17,6 154 | 09,3 | 2431 | 176,99 | 116,6 | 068,9
42 242 | 154 132 | 09,0 | 267,3 | 192,3 | 129,8 | 077,9
46 30,0 | 06,6 022 | 06,6 | 297,3 | 198,9 | 132,0| 084,5
49 110 | 08,8 110 | 02,2 | 308,3 | 207,7 | 143,0 | 086,7
54 08,8 | 13,2 154 | 044 | 3171 | 220,9 | 158,4 ] 091,1
56 044 | 04,4 04,4 | 00,0 | 3215 | 2253 | 162,8 | 091,1
60 044 | 13,2 13,2 | 02,2 | 3259 | 238,5 | 176,0 | 093,3
63 02,2 | 06,6 154 | 02,2 | 328,1 | 2451 | 191,4 | 095,5




ANNEXE B

Tableaux B.2 : Taux de biodégradations

-(;gLan;; Taux de biodégradation (%)

HTE HTEA POL
2 00,41 00,84 00,00
4 00,73 01,01 00,00
6 01,21 01,53 00,56
8 01,86 02,22 00,56
11 02,18 02,40 00,75
14 04,11 03,26 01,32
17 05,13 03,54 01,50
21 05,45 04,06 01,69
26 07,22 06,66 03,19
28 08,77 06,83 03,19
32 10,46 07,26 03,09
36 11,66 07,86 03,55
39 12,75 08,51 04,07
42 13,86 09,02 04,43
46 15,57 09,02 04,06
49 16,22 09,54 04,81
54 16,54 10,23 05,75
56 16,86 10,58 06,12
60 17,02 11,44 07,06
63 17,02 11,79 08,19




ANNEXE C

Calcul de CO :

Réaction de capture de CO,:

CO,+2NaOH 5 NaCOs+ Hy O eeeeeeveeeeeannne 0

Réaction de dosage :

HCI + NaOH > NACl+ H20 coveeeeeeeeeeeeeeeeeeeneens (IT)

1mole de HCI (IN)—— 1N
—— X =1mole de HCI

Xmoles de HCI ——» 1N

D’aprés les réactions (I) et (II) :

1Imole de HCI (IN) ————» 1moledeNaOH — 3 0.5 moles de CO,
Donc :
1mole de HCI (IN) ——» 0.5 moles de CO,

—— Y=0.5 moles de CO,
1mole de HCI (IN) —— Y moles de CO,
M CO; = 0.5 moles * 44 = 22 g de CO; dose.

1mole de HCI (IN) — 3 22 mg de CO, dosé.
——> Z=V iy *22

V HCI » Zmgde CO;, dose

Z = (V nci- Volanc) * 22




Résumé :

Le présent travail porte sur I'étude de la biodégradation d'un polymeére synthétisé a base
d'huile végétale et la comparer avec celle de I'huile de tournesol époxyde (HTE) et I'huile de
tournesol epoxyde acrylée (HTEA).

pour cela, il a été procédé a un test respirométrique basé sur la détermination de la quantité de
CO; produite d'un part, ainsi qu'un suivi des modifications de la surface du polymere par
observation microscopique d'un autre part.

les résultats obtenus ont montré que la biodégradation de I'HTE a été la plus importante par
rapport aux autres substrats avec un taux de biodégradation de 17,02 % suivi de 'HTEA avec
un taux de biodégradation de 11.79% et puis le polymére avec un taux de 8.19% au bout de
63 jours d'essai.

Mots clés : biodégradation, polymere, huile de tournesol époxyde, huile de tournesol époxyde
acrylee, huiles végétales.

Abstract :

The present work aims to the study of the biodegradation processes of two lab scale bio based
materials; “A polymer based on epoxidized sunflower oil and succinic acid, and an acrylated

epoxidized sun flower oil (AESFO)” and comparison with that of epoxidized sunflower oil
(ESFO).

These materials have been subjected to a respirometric test based on the determination of the
amount of CO2 produced. At the same time, a sample of the solid polymers has been hidden
in the same soil and changes on its surface have been monitored by microscopic observation.

Results showed that the biodegradation of ESFO was the largest compared to other substrates
with a biodegradation rate of 17.9 % followed by AESFO with a biodegradation rate of
11.79% and then the polymer with a rate of 8.19% after 63 days test.

Keywords: biodegradation, biobased polymer, epoxydized sunflower oil, acrylated
epoxidized sunflower oil.
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