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INTRODUCTION GENERALE

Le sol est un milieu complexe, il se rape a la couche extérieure de la surface ter-
restre qui s’est fragmentée par altération au cdessages. Il s’est formé initialement par dé-
sintégration et décomposition des roches suivars plocessus physiques et chimiques et est
influencé par l'activité et I'accumulation des diss de nombreuses especes biologiques. |l
constitue le support physique, chimique et biologigle la production primaire des écosys-
temes terrestres et a une influence considérablée smansfert des polluants organiques et
minéraux, leur rétention et leur transformation. dégradation des sols, soit au travers de
I'érosion, soit de l'altération des propriétés posshimiques (contraction, salinisation, pollu-
tion) a pris de I'ampleur ces derniéres annéesi®tite un intérét grandissant pour une con-

servation des sols a I'échelle mond{ake].

La pollution des sols par les hydrocaesyvose d’importants problémes d’élimination.
En effet, parmi les grandes industries polluantefie du pétrole, de I'exploitation au trans-
port, constitue la source la plus importante deamomation des sols, des eaux souterraines et

de surface.

Les voies d’élimination chimique et plgge ont leurs limites du fait de leur colt ou de
leur impact secondaire sur I'environnement. A l'feeactuelle, la principale méthode de dé-
contamination consiste a faire confiance aux manganismes naturellement présents dans le
milieu pour dégrader les hydrocarbures. Les micgaismes sont capables d’atteindre les
composés organiques quelque soit leur localisatéors la matrice des sols, car ils possédent
des systemes enzymatiques exocellulaires et ifluksiees. Ainsi le procédé biologique de
décontamination du sol est basé sur la capacit@sienicroorganismes a utiliser les polluants
organiques comme substrat pour leur croissancerdaessus de biodégradation naturelle est
généralement accéléré en procurant aux bactérieavironnement favorable pour leur déve-
loppement. Un intérét particulier est porté sudéxeloppement des techniques biologiques
mises en ceuvre hors site étant donné qu’ellesnbftnee solution économique bien adaptée
au traitement de grands volumes de sols souillésipa pollution organigue moyennement

concentrée. A ce niveau, les bioréacteurs intemaehcomme une alternative envisageable.
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Les bioréacteurs apparaissent a traeetstérature plus efficace que les autres tech-
nigues (in situ et sur site). Cependant, cetteidegrest encore au stade de développement, et
des recherches sont en cours pour optimiser sma&té et son colt dans le cadre d’'une uti-

lisation routinierg3].

Le mémoire comprend essentiellement tigpitres. Le premier chapitre sera
consacré a une revue bibliographique regroupanttiedes antérieures sur les principaux
phénomeénes liés a notre theme.

Dans le deuxiéeme chapitre, nous avonsepté l'installation expérimentale utilisée au
cours de cette étude, les méthodes de mesuresfti@sedts parametres étudiés.

Les résultats expérimentaux ont fait jeobdu troisieme chapitre ou des essais
sont menés dans les microcosmes et le bioréactaisalde et ont permis de suivre
I'évolution de la biomasse et de la concentratiéduite des hydrocarbures en fonction
du temps ainsi que les difféerents parametres déutipol (azote ammoniacal, nitrites,

nitrates et phosphore).
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CHAPITRE |

REVUE BIBLIOGRAPHIQUE

De grands problemes de pollution surdiemnement et en particulier sur le sol ont
ete crées par des déversements accidentels ouaiodsndes polluants tels les PCB, les meé-
taux lourds, les pesticides (utilisation intensjvegtc. Et a un degré plus élevé, les hydrocar-
bures. Ces derniers sont considérés comme étantgligues

I.1. Hydrocarbures

Les hydrocarbures sont des composés igpggsconstitués essentiellement de carbone
et d’hydrogene. lls présentent une grande impogt@ommerciale : on les utilise comme car-
burants, comme combustibles, comme huiles lubtémm®et comme produits de base en syn-

these pétrochimique.

1.1.1. Classification des hydrocarbures
On distingue trois grandes catégoribydiocarbures :

a- Hydrocarbures aliphatiques saturés

Ce sont des molécules linéaires ou ramsfia longues chaines. On distingue les al-
canes linéaires de formule généralgH&., qui sont facilement dégradablegContraire-
ment aux alcanes linéaires, les alcanes ramiséslCanes) se caractérisent par des bran-

chements qui les rendent résistants a la déegradatio

b- Hydrocarbures aliphatiques insaturés

Les alcenes, composeés issus principaleohercraquage du pétrole, ont pour formule
générale GH,n. Les molécules contiennent une seule double ha&eC. Les alcynes consti-
tuent la troisieme grande famille d’hydrocarburkghatiques. lls ont pour formule générale
CnH2n-2; une molécule d’alcyne contient une triple liaisemnC.

c- Hydrocarbures aromatiques

Un hydrocarbure aromatique est une sobstaont les molécules possédent un cycle

insaturé a 6 atomes de carbone. On distingue, rtasatiques simples (benzene, toluéne,
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ethyl-benzene et xylene (BTEX)) et les hydrocarbuasomatiques polycycliques (HAP) qui
ont été inscrits en 1976 dans la liste des poltipritritaires établie par I'Agence de protec-

tion de I'environnement des Etats-Unis (EFA)2, 3].

1.1.2. Gasoil

C’est I'un des principaux produits destiflation du pétrole brut. Il est composé
d’hydrocarbures saturés (n-alcanes, naphtenesyisadd 60% et de composés aromatiques
entre 10 et 30% selon l'origin€’est un produit jaune clair, légérement visquedistillé
habituellement entre 190°C et 300°C et utilisé m@combustible dans les moteurs Diesels
rapideg[4].

Le gasoil est soumis a des contraintésuggont spécifiées. Sa densité par exemple ne
doit pas trop s’écarter d’'une valeur moyenne fiade850 car dans le cas contraire il résulte-
rait un mauvais fonctionnement des moteurs. Lescipales caractéristiques de gasoil
sont[5] :

e Ladensité a 15,5°C : 0,820<d< 0,860 ;
» Teneur en soufre 0,9 % en poids ;
* Teneur en eax 0,9 % en poids ;

* Acidité minérale est nulle.

1.2. Sol
Le sol représente la couche superficiaieuble, de la crodte terrestre. C’est un com-
plexe organo-minéral résultant de la transformatierta roche meére enrichie par des apports

organiqueg6].

[.2.1. Composition du sol

[.2.1.1. Constituants inertes

a) Constituants minéraux
Les constituants minéraux du sol sont soit prinsaibgrités directement de la roche

mere, soit secondaires issus de la transformatigeigue et/ou chimique des précédents. Ce
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complexe final résultant comporte des sels (ddsocetes de calcium ou de magnésium), des
silicates (micas), et des colloides comme les hydles de fer ou d’aluminium. Ainsi, ils
conférent au sol une texture et une structuretétmant liées a la répartition de la taille des

grains[6].

b) Constituants organiques

La mort des étres vivants, leurs décbetsurs sécrétions apportent au sol sa matiéere
organique qualifiée de fraiche avant qu’elle neraasforme en humus, les fractions orga-

niques qui coexistent sont :

Matieres organiques fraiches ;
Des macromolécules héritées ;

Les matiéres organiques héritées ;

YV V V VY

Les matiéres organiques humifig6k

¢) Solution du sol

Trés mobile, la fraction liquide du sst @n carrefour fonctionnel, grace a sa capacité
de transporter les substances ; elle est le sieg®uohbreux processus dont celui de solubili-
sation. La teneur globale en eau d'un sol est sseiidides changements rapides, fonction des
précipitations, de I'évapotranspiration et des ret@es capillaires et de la texture du sol. En
outre, une eau libre de nappe a souvent des quahigiques difféerentes de celles d’'une eau
retenug6].

d) Atmosphere du sol

Dans le sol, l'air occupe les pores kbabandonnés par I'eau lors de son retrait,
d’abord les plus grossiers puis les plus fins. uangité de gaz dans le sol est étroitement lié a
la texture, la structure et le taux d’humidité dal, amais également des échanges avec
'atmosphére extérieure. La production moyenne ae aarbonique dans le sol est estimée a
15t/hectare, les deux tiers issus de I'activitérobeEenneg6].

ENSP/2009 Page 5



[.2.1.2. Etres vivants

a) Faune et flore

Elle représente I'ensemble des organismests tels les vers de terre, les arthropodes

et les différents types de plantes qui jouent Um tré&s importants dans :

» Ameélioration de la porosité ;
» Meélangeage des granulats et construction d’agrégaitées ;
» Remontée en surface d’éléments lessjGEs

b) Micro-organismes

On trouve des bactéries, des protozqattes champignons, d’actinomycetes, ... etc.
Leur principal role est la dégradation de la mati@rganique sous des conditions environne-

mentales adéquatfgj.

1.2.2. Propriétés du sol

Les constituants du sol interagissent faiwconférer ses propriétés. Leurs proportions,
leurs variabilités spatio-temporelles, la vitesse tlux qui les relient influencent le fonction-

nement du systénié].

a- Texture

La texture d’'un sol est son pourcentageables grossiers et fins, en limon en argile,
en humus et en calcaire. Elle se mesure par I'apajyanulométrie. En fait, les blocs (>20
cm), les cailloux (de 20 a 2 cm), les graviersZdam a 2 mm) sont exclus de I'analyse qui ne

prend en compte que la fraction inférieur a 2mnréténe) :

» Lessablesfins:de2mma50um;
» Leslimons:de50uma2pum;
= La fraction argileuse : <a 2 um.
Elle conditionne directement la structdre sol et donc la porosité et le regime hy-
driquel[6].
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b- Structure

C’est I'état du sol, variant a court tefrpar exemple selon la saison. Elle dépend direc-
tement de la texture et aussi des fines partidalegles, colloides,...etc.), du taux d’humidité
et dans une large mesure de l'activité de faunedi®imgue la macrostructure et la micros-
tructure. Des changements affectant la structursaliumodifient la circulation de I'eau, trés
rapide dans les structures particulaires et graessiénoyenne dans les formes grumeleuse et

presque nulle en cas de forte compacf&in

c- Porosité

Les vides du sol sont occupés en majparée soit par I'eau, soit par I'air, leur en-
semble représente la porosité, cette derniere domadonne idée de I'état structurale du sol,
on distingug6] :

» la macroporosité ;
» la méso porosité ;

» la microporosité.

La porosité renseigne sur la capacitgigye ou atmosphérique d’un sol, en volume ou

en flux[6].
d- Capacité de rétention d’eau

Elle dépend directement des trois pra@siorecédentes. La quantité totale de I'eau
retenue par le sol est la difference de poids @dnantillon avant et aprés dessiccation a
105°C. Elle permet de calculer le taux d’humidighg@éral qui ne comprend pas I'eau fixée
par les argiles qui doit étre évaporée a 500°C.

Le taux d’humidité est en réalité pauemerenseignement écologiques en raison de son

extréme sensibilité a la précipitation, au drainageau couvert végéetf].

e- pH

Les valeurs du pH du sol sont détermirmqteand a I'activité des micro-organismes et

a leur sélection. Certains sont prédominants PHesas, tels que les fungis qui sont tres tolé-

ENSP/2009 Page 7



rants a l'acidité alors que d’autres sont actifdea pH élevés tels que les actinomycetes. Le
pH du sol est également important pour la solébdiés éléments nutritifs et leurs biodisponi-
bilités [6]. En effet, tous les auteurs s’accordent sur l@ssté de maintenir un pH supérieur
a 6,5 pour permettre la biodégradation des hydboces.

—h
[

Potentiel redox

Il est réparti en quatre domaines s@dn

> de 800 a 450 mv : L'oxygene est fortement préselat mitrification est active ;

» de 450 a 0 mv : Le milieu devient pauvre en oxygeeejui ralentit la décomposition
de la matiere organique ;

» de 0 & -200 mv : Le milieu est anoxique, la mat@nganique se décompose par fer-
mentation anaérobie et les sels ferreux s’accurhulen

» de -200 a -300 mv : La réduction de sulfure d’hggmme est totale, la matiere orga-

nique fermente avec dégagement de méthane.

[.2.3. Pollution des sols

1.2.3.1. Définition et origines

La pollution est la contamination der|'d@ie I'eau ou du sol par des substances qui alte-
rent le fonctionnement naturel des écosystemesj gue la qualité de vie et la santé hu-
maines. Les polluants organiques des sols provignpencipalement de trois ensembles
d’'activités : industrielles (I'industrie pétrochimque, la fabrications des peintures, etc.), ur-
baines (le secteur de transport, la gestion edraitement des déchets, etc.), et agricoles

(utilisation des pesticide§]].
1.2.3.2. Types de pollution

En fonction du mode d’apports des poltaau sol et de leur occupation de I'espace,

on distingue :

a) Pollution ponctuelle ou accidentelle
Elle se caractérise par des déversemt@ss localisés (pollution localisée), dans
'espace et dans le temps, d’'un nombre limité delpits a des concentrations élevées.
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b) Pollution diffuse
Elle implique des polluants a faiblemeentrations sur de grandes surfaces. C'est le
cas par exemple de la pollution des sols par l&gplorobiphényles (PCB) et les hydrocar-
bures aromatiques polycycliques (HAP) provenandéebts atmosphériques ou des pollu-

tions dues aux pesticides lors de leur usage dgrico

1.2.3.3. Risques éventuels sur I'environnement
Un sol pollué représente trois typesisigues environnementaux:
* Mise en contact direct des polluants avec l'occumn sol (Hommes, animaux,
plantes, etc.) ;
* Acheminement des polluants par les eaux d'infitbrat ou de ruisselement vers les
eaux souterraines et/ou superficielles ;
» L’introduction des polluants dans la chaine alim@stpar les végétaux et les orga-

nismes vivants du s¢8].

|.3. Biodégradation des hydrocarbures

Certains organismes peuvent utiliserhgdrocarbures comme source de carbone. La
biodégradation des composés organiques se praduibradition aérobie ou anaérobie selon
la structure moléculaire et les conditions enviementales. on peut résumer ce processus

dans cette équation :

Colly 4 (rH.25m)0s > nCO; 4+ (0,5m) H;O + bionnsge

Le potentiel de biodégradation permetldsser les composés en trois catéggées

* les composeés dégradables ;
* les composeés persistants qui ne changent pas si¥atanément ;

* les composeés récalcitrants

1.3.1. Biodégradation du gasoil
Les differentes compositions du gasoilcEsses structurales d’hydrocarbures selon

son origine expliquent les taux de dégradationades. En effet, le taux de biodégradation
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peut étre proche de 100% lorsque les alcanesrasesont
abondants.

C’est ainsi que le taux de biodégradation varieeef0% et 73% seloMarchal et
coll. (2003 [10] et varie entre 70% et 90% seldandecasteeletcoll. (2001) [11].

Brinkmann et coll. (1998) [12] ont observé qu'a la fin d’'un traitement biologique,
les n- alcanessont completement éliminés alors que la concémtrates molécules lourdes
est considérablement réduite. De mé@tezali et coll. (2003 [10] ont constaté que 67

a 98% d’une fraction du gasoil {6— C22) est oxydée apres 30 jours de traitement.

SelonFotinich et coll. (1999 [13], 'augmentation du débit d’air ou de la tempé-

rature augmente considérablement le processusgiadadion biologique du gasoil.

Par ailleur8erry et Burton. (1997) [14] ont obtenu une atténuation compléte du

gasoil au bout de 74 jours.

1.3.2. Facteurs influencant la biodégradation

De nombreux parametres influent sur ibeiité des procédés de traitements biolo-

giques et sont a controler tels :

a- pH
L’activité microbienne est largement affectée mapH. Il doit se situer entre 5 et 9
avec un optimum aux alentours d¢1B]. Si le pH est acide, il peut favoriser la soludaili
tion des métaux lourds qui sont trés toxiques pesibactériefl6].
Dibbleet Bartha. (1979)[17] ont mis en évidence que la dégradation des hydrocar
bures est maximale pour des pH compris entre 7,B8tet est inhibée pour des valeurs
inférieures. Une telle préférence de pH est sppafiou typique des bactéries tandis que les

myceétes sont plus tolérants aux conditions de pH.

b- Température
Elle influence profondément la multgatiion cellulaire et le métabolisme micro-
bien. Les températures optimales de la croissande Eactivité des réactions biochimiques
des micro-organismes du sol varient considérables@mant les especes. Selon la tempé-
rature optimale de développement, on distingus :nkcroorganismes psychrophiles (0 —
15°C) ; les micro-organismes mésophiles (20 - 4@des micro-organismes thermophiles
qui se multiplient préférentiellement entre 45 6t®[18].

Le métabolisme microbien et la biodégtiatades composés organiques augmentent
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avec l'augmentation de la températi®, 20, 21]

Coulon et coll. (2003) [22] observent que l'augmentation de la températur€ (4°
20°C) ne semble pas avoir un effet marqué sur Hidhoce des micro-organismes totaux et
hétérotrophes mais induit une légere augmentatesnnoicro-organismes speécifiques de la
dégradation des hydrocarbures.

Dans le cas particulier des mésophikesjtesse de biodégradation est dédoublée pour
une augmentation de 10°C, dans la gamme de terap&mabn inhibitrice de la croissance
de 10 a 40°Q20, 21, 23].

Gray et coll. (2000)[24] observent que 'augmentation de la températur@1d€
a 30°C accélere la cinétique initiale d’enlevemedés hydrocarbures mais le taux
d’enlevement ultime reste inchangé. Cela suggeeectpst le phénomene de désorption qui
limite le taux d’enlevement des hydrocarburesost IFactivité biologique.

Gibb et coll. (2001)[20] montrent que le taux de dégradation des hydrocesbu
diminue avec la diminution de la température de 2%°C quand la population micro-
bienne est en phase de croissance. En revandaexlee dégradation est indépendant de la
température en phase stationnaire.

Par ailleurs, les faibles températurelsiis®ent I'activité microbienne jusqu'a un certain
point. Cependant, d'autres facteurs limitent ladégradation, telle la disponibilité de l'eau

et des nutriments.

c- Oxygene

La disponibilité d’accepteurs d’électrornstitue un facteur limitant au dévelop-
pement des processus microbiologiques dans les@elst I'oxygéne qui joue ce rdle dans
le cas des procédés aérobies.

L’oxydation par 'oxygéne semble étre le mécanigmnenaire dans la biodégradation des
hydrocarbureq25]. Cette étape initiale du catabolisme des hydracagh par les micro-
organismes implique [lintervention d’hydroxylases d’oxygénases, pour lesquelles

I'oxygéne est indispensab26, 27].

La teneur en oxygene doit étre supériaut®% pour stimuler la dégradation par voie
aérobig21, 28].

Une texture argileuse et la présence déenes organiques affectent la teneur de

I'oxygéne dans le sol.
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La dégradation anaérobie des composés hydrocarbmaédes micro-organismes
peut se produire et étre optimisémais les cinétiques sont généralement trés lentes
[29].

En général, les taux de conversion etiledtiques de biodégradation dans des condi-
tions aérobies sont considérablement plus élevéscqgux dans des conditions anaérobies
[12, 29, 30, 31]

d- Humidité
L’eau contribue a la masse d’'une bactgoer 80% ou plus, et au cours de leur crois-
sance les substances nutritives est les decheétrpgénet quittent respectivement la cellule,
en solution. Par conséquent, les bactéries ne peuak@tre que dans ou sur des matiéres con-

tenant suffisamment de I'eau libre.

Les différentes espéces de bactériesetttiéa divers degré, un fort déficit en eau (des-

siccation), beaucoup d’especes ne peuvent pas/sutghgtemp$32].

Les processus métaboliques des microrisgees requiérent un taux d’humidité mini-
mal supérieur a 2% en masse. Des taux d’humiditéatiunférieurs a 2% limitent la crois-

sance microbienne et les vitesses de biodégradaBoid4]

Les taux d’humidité préconisés dansttariature, varient selon les auteuBsylerini,
(1998)[33] propose 10%avis et Madsen (1996)[34] proposent 14%d\ano et coll. (2003)
[35] proposent un taux d’humidité supérieur a 15% tamplieSabatéet coll. (2004) [36]
suggerent gu'il soit ajusté a 60% de la capacitéétention d’eau du sol. L’eau est le princi-
pal transporteur et distributeur des nutrimentdest micro-organismes dans le sol, ce qui lui

confére une grande importance dans les processuisdtegradation.

e- Nutriments

L'élimination des hydrocarbures contedass les sols est essentiellement le fait de
bactéries aérobies naturellement présentes ddegdaet qui trouvent l'unique source de leur
nourriture hydrocarbonée dans ces hydrocarburediddégradation des hydrocarbures est
donc un phénomeéne naturel dont la vitesse dépemealgcoup de facteurs, dont principale-

ment la concentration des hydrocarbures et lecEaistiques de leur chaine hydrocarbonée,
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mais aussi des autres nutriments dont les micranisgies ont besoin pour accomplir leurs

fonctions vitales.

Dans les terres, ou le carbone se tremvexces par suite d'une pollution, les bactéries
consomment, durant les phases de fermentation iaémobve, 15 a 30 fois plus de carbone
gue d'azote, selon que I'hydrocarbure est plus@osbiodégradabl87]. Les facteurs limi-
tant de la biodégradation sont alors les nutrimentsléficit, 'azote pour l'essentiel, puis le
phosphore parmi les éléments moyens, et a un degjridre le soufre et le potassium. Il est
possible de limiter cet effet par apport des élémedgficitaires de facon a rétablir les condi-
tions optimales pour le fonctionnement bactérieasgh Schultz, (1998)[37] a fixé les rap-
ports pondéraux C/N, N/P, C/P et C/S respectiveraetie 20 et 70, 2 et 10, 75 et 150 et 100
et 300.

Le rapport C/N dépend largement des munématurels. Ce dernier n'est pas claire-
ment défini, de ce fait, on ajoute des composés equilibrer dans le cas d’'un composte ou
dans le traitement biologique des sols. Ce ramgsirtégerement variable et doit étre compris
entre 10 /1 et 40 /[B7]. Si le rapport est supérieur a 40/1, il doit éé@uit par

un ajout dechlorure d’'ammonium ou d’'urine. Dans le cas deditéén d’azote, les micro-
organismes subissent alors une limitation dansdeaissanc¢38].

Pour stimuler la biodégradation desrbgdrbures dans les microcosmes, les bioréac-
teurs et les biopiles, I'addition de boues activies stations d’épuration des eaux usées reje-
tées par une raffinerie est souvent préconiséete Gidrniére étant un bon milieu pour
'anabolisme et pour le métabolisme, elle contmrhme rapport C/N/P=100/2,07/1,[&8].
Dans le cas d’'un traitement d’'un sol pollué patelehnique de « land farming » a I'échelle
pilote, Harrison, (2003)[39] en utilisant du phosphate d’ammonium comme fsatiit une

fois par mois, a remarqué un changement du ragpbiP de 250/1/4 a 180/1/2.
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Le tableau I.1 regroupe les difféerenfsprats C/N/P selon différents auteurs.

Tableau I.1: Rapports C/N/P recommandés.

CIN/P AUTEURS REFERENCE
100/15/3 E. Rosenberg et coll. (1992) [44]
100/5/1 J. W. Davis et S. Madsen (1996) [34]
100/10/1 K.Z.T.Berry (1997) [14]
1000/10/1 D. Brinkmann (1998) [12]
60/2/1 D. P. Cassidy et coll. (2000) [52]
100/5/1 A. Gibb et coll. (2001) [20]
150/10/3 A. D. Venosa et coll. (2002) [51]
120/10/1 F. M. Ghazali et coll. (2004) [l

l.4. Dépollution des sols

Indépendamment de la technologie utilis@epeut concevoir trois modes de fonction-
nement des opérations de dépollution, qui sergmlaps « principe d’application ». Ceux-Ci
ont chacun leurs points forts et leurs limitatiogiss’accordent parfois de facon spécifique a

telle situation plutoét qu’a une autre, ces prinsip&pplications sorft0] :
1.4.1. Procédés physiques par évacuation de la hdion

Le principe consiste a extraire par voie physiqu@adllution du milieu ou elle se

trouve. On distingue I'excavation du sol et le pag de I'eau.

1.4.2. Procédés physiques par piégeage de la poiart
La pollution est immobilisée physiquement place, soit en la confinant, soit en la
stabilisant. On distingue le confinement par enal®n, la stabilisation, I'inertage et le con-

finement par piégeage hydraulique.

1.4.3. Procédés chimique ou électrochimique

lIs font appel a un principe réactionregttion d’'un acide, d’un solvant, d’une électro-

lyse) pour enlever ou transformer la contaminat{on.distingue :

» Meéthodes destructives par réaction ;

» Méthodes d’'immobilisation.
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1.4.4. Procédés thermiques

Le traitement thermique des sols (désorption thgumiincinération) consiste a trans-
férer les polluants de la matrice du sol a la plggsuse par I'introduction de I'énergie ther-
mique. Le chauffage peut étre direct ou indiredeetol aura subi au préalable quelques pré-
traitement (homogénéisation, broyage, démottagristae, etc.). Le procédés thermiques
comportent deux étapes principales, le chauffagsotide jusqu’a volatilisation des polluants
puis le traitement des vapeurs dans une unité det@itement qui dépend des caractéris-
tiqgues des gaz a traiter (condensation et/ou atisorpur charbon actif, combustion, oxyda-
tion catalytique, filtres, etc[{1].

1.5.5. Procédés biologiques

Comparées aux technologies physico-chimiques azotgaminant est quelques fois
tout simplement transféré d'une phase a l'autre plecédés de traitement biologiquese-
sentent la possibilité de dégrader complétementdesaminants en produits inoffensifs ou
moins polluants et moins toxiques. De plus, lestcallopération d'un traitement biolo-

gique sont généralement bas comparés a ceux de=sspus physiques et chimiqU42].

Lorsqu'ils sont applicables, les procédés biologggpeuvent traiter une large gamme

de polluants organiques et autres. Les groupeapaseés qui sont de bonnes cibéa]

sont:
» composeés pétroliers tels que le gasoil, le fuskerse et kéroséne ;
» produits et résidus organiques de l'industrie ;
» composes plus complexes de type aromatique ;
> Nitrates, sulfates, pesticides.

[.4.5.1. Bioremédiation

La bioremédiation consiste a exploiter cette capataturelle des microorganismes a
dégrader les substances organiques dangereuses séimlilant et l'optimisant. C'est une
technique de choix en raison de sa simplicité, effinacité, son faible codt, la possibilité
d’étre couplée a d'autres méthodes de traitemeunt poe destruction complete des pol-

luants[42]. Il existe plusieurs types de bioremédiation :
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a) Atténuation naturelle

Elle repose sur le développement naturel des lestgrésentes dans le sol. Cette ap-
proche est passive et le processus de biodégmdbimend uniquement des conditions natu-
relles du site. Une diminution significative desdars en polluants est alors incertaine et
ne peut étre envisagée que sur un tres long tdbee.études s’accordent pour estimer
gue l'atténuation naturelle est lente, avec un g demi-vie d’'au moins deux ans selon
Vandecasteeleet coll (2001)[11] et un rendement d’élimination de 1,7% seldnet coll.
(2000)[29].

b) Biostimulation

La biostimulation consiste a modifier les parangirdrinséques d’un site pour sti-
muler I'activité microbienne. Un apport de nutrinerpour rééquilibrer les rapports car-

bone/azote/phosphore et d’agents correcteurs deurelst généralement nécess{&j.

La biostimulation impligue une augmentation de daetur en oxygene, un ajustement des
teneurs en éléments nutritifs tels que l'azoteeephosphorg43], et dans certains cas

I'amélioration des conditions physico-chimiquesslipollué.
c) Bioaugmentaion

La bioaugmentaion est I'adjonction des micro-orgargs et d’enzymes spécifique-
ment élevés et adaptés pour digérer un type pdécilluants en vue d’améliorer le taux de
bioremédiation du sol. Elle s’avére particulieremieéressante dans les cas de bioremédia-

tion de polluants tres récalcitrafsy].

Rosenberget coll. (1996) [44] montrent que l'injection d’'une culture de bactériets
gue :A. Calcoaceticus, Acinetobacter et Pseudomcaagmente I'élimination des hydrocar-

bures a 45% comparé a 8% sans ajout de bactéries.

Yerushalmi et coll. (2003)[45] ont mis en évidence une résistance particulideebdodé-
gradation des hydrocarbures totaux de pétrole (TRH)dépit d'une capacité élevée pour
la minéralisation des hydrocarbures aromatiquesbibatimulation n'a pas amélioré le ren-
dement d’élimination des hydrocarbures de pétralers que la bioaugmentation du sol
avec une culture adaptée a augmenté l'efficacik@l&éement des hydrocarbures qui est
passée de 20,4% a 49,2%.
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La bioremédiation inclut les applicationsituou les applicationsx situ

1.4.5.2. Applications in situ

Ce type de traitement offre la particutade travailler directement dans le milieu natu-
rel pollué. L’action curative est appliquée en plaen installant sur le site méme les systémes
de dépollution et en quelque sorte en les faisgintdirectement dans le sous sol. Il est moins

codteux.

a) Biosparging et bioventing
Il s’agit de techniques qui allient deux principbes décontamination ; la biodégrada-
tion et la ventilatio{40]. La premiéere consiste en l'injection d’air dans tne saturée en
dessous du niveau de la nappe d’eau souterrairatér ten utilisant des puits verticaux ou

horizontaux. Le rendement de ce procédé peut diei®9%943].

La deuxieme est un procédé permettant d’aérer fe zZasaturée afin que les micro-
organismes indigenes du sol puissent mieux respiretégrader les polluanf43]. Ainsi,

le bioventing permet de stimuler la biodégrada#iérobie de certains contaminants.

Ce traitement permet d’atteindre des rendementsnibé@tion de 90% selon la na-
ture des polluantf43]. Ce procédé est particulierement efficace pourdigement des pol-
luants volatils résiduels, des huiles, des lubwmtBaet du gasoil. Les temps de biorestaura-

tion peuvent s’étaler sur plusieurs mois et mémes dartains cas sur deux a trois gits.

b) Phytoremédiation

Ce sont des processus qui utilisent les végétanmrmoépurateur du milieu, des vége-
taux sont plantés sur la zone a traiter, les fasitle polluants concernés sont les métaux

lourds et les hydrocarburg40].

Gallegos-Martinez et coll (2000 [46] ont proposé la phytoremédiation comme
moyen de décontamination d’'un site contaminé def@ians avec du pétrole. La microflore
identifiée a été capable de dégrader 70% des hydnaes au bout de 30 jours.

1.4.5.3. Applications ex situ

Ce deuxieme type d’applications inclut les opératide traitement sur le site méme

(sur site) ou en dehors du site contaminé (hog$ afires excavation du sol a dépoll4€x].

ENSP/2009 Page 17



Les applications ex situ sont en général plus &fs du fait du contact intime entre
les microorganismes et les polluants comparéesppbkcations in situ. Elles nécessitent tou-
tefois des opérations d’homogénéisation, de broydgedémottage, de tamisage, etc du sol

excave.

a) Land farming

Le land farming consiste a traiter le matériau ygblitomme un sol agricole, le traite-
ment étant effectué sur de minces couches d’envirdm d’épaisseur. Donc, de larges sur-
faces sont nécessaires si on dispose de grandestésiau sol a traiter, et ce dernier est placé
sur des couches en béton, en argile ou méme stieuiblss métalliques pour éviter la conta-
mination des nappes phréatiques.

Cette technique nécessite I'ajout de fertilisahisnelabourage a des intervalles régul[é.

b) Compostage
Le compostage consiste a mélanger les déchetcandpost et du fumier. Le tout est
ensuite labouré afin de permettre le contact dotrges les composantes et de conserver des
conditions aérobies. Apres le mélange, la matrstegexouverte par une membrane pour pro-

téger la pile et encourager la croissance des testé

c) Biopiles

Le tas a traiter sera recouvert d'une membrane rimgable, et la gestion des en-
trées/sorties des phases liquides et gazeuses divea parfaitement maitrisée. A la base
du tas, un systeme de tuyauterie est installé daascouche drainante (gravier), il permet
une aération efficace selon une répartition régeilié
Au sommet du tas, un dispositif d’aspersion estaniplace ; il servira a humidifier et, éven-
tuellement, a ajouter des nutriments et/ou desastmyanismes. Enfin, 'ensemble est isolé
de I'extérieur par une membrane imperme§big.

Cette technique est fortement utilisée pour les &@térogenes contaminés par des
gasoils ou des PCB, et permet une meilleure gestiomaitement que les techniques in situ
[28]. Le rendement de ce procédé peut atteindre 9986 t®mps de traitement est suffi-

samment long. Les codts unitaires varient en fonaties volumes de sols mis en jeu.
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|.4.5.4 Bioréacteurs

Un bioréacteur est un systeme dans lequel uneecsion biologique est effectuée
impliguant des enzymes ou des micro-organismessdbé des systemes généralement com-
posés de réservoirs qui contiennent un milieu fixeen suspension de biomasse et qui
opéerent de facon aérobie ou anaérdBRj. Les bioréacteurs sont particulierement utilisés
lorsque la pollution est concentrée et dans leotakes microorganismes ont des difficultés a
se développer dans des conditions non contrBe€es réacteurs fonctionnent soit en con-

tinu soit en discontinu, les temps de séjour va@arc la biodégradabilité des polluants.

lIs accélérent considérablement la vitesse de détom des polluants et présentent
plusieurs avantages : meilleur controle des par@séle culture (pH, température, nutri-
ments), une oxygénation plus efficace, un contat mtimes entre les micro-organismes et
les polluants, des transferts de matiére et therenapcrus, un maintien de conditions opti-

males de biodégradation par sélection de souclagsesas.
Deux types de réacteurs sont en général utilisés.
a) Bioréacteurs a boues activées

Le sol contaminé est tout d’abord prétraité poysasér les grosses particules du
sol et les cailloux des particules fines (les comtants adhérent généralement a ces der-
niéres) puis est mélangé avec de I'eau a des pttages de solide compris entre 20 et 70%
en mass¢48, 49] Les boues sont acheminées dans une série dadassération ou sont
introduits différents éléments en fonction de laaméamination a effectuer. Une agitation
meécanique est préconisée et les vitesses de celdeigcent étre réduites mais suffi-

santes pour maintenir le sol en suspension etne&thitisaillement du floc microbien.

L'utilisation de ce bioréacteur est avantageuse aetler permet d’accélérer considé-
rablement la vitesse de dégradation des polludegsconditions environnementales étant
contrblées et la biodisponibilité, de ce fait, aegbtée Les bioréacteurs a boues activées
offrent donc un potentiel intéressant pour le éragnt des polluants récalcitrants (PCB,
HAP).[48, 49].

b) Bioréacteurs en phase solide

Contrairement aux bioréacteurs de type a bouegéasti ces bioréacteurs permettent

le traitement du sol en I'absence d’'une phase aguéle sol est amendé avec des nutriments
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(azote et phosphore) et son humidité est égalemjastee tandis que le brassage occasionnel
de ce dernier augmente la biodisponibilité deslupots. Le traitement des sols dans les bio-
réacteurs en phase solide est peu codteux, il exigdaible quantité d'énergie pour I'aération
forcée. Toutefois, I'enlevement non uniforme dedrbgarbures, les faibles cinétiques et les
faibles taux de biodégradation attribués a uneibligton non homogéne des nutriments et

des micro-organismes dans le sol réduisent solfefitacité de ces dernief49].
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CHAPITRE Il

MATERIEL ET METHODES DE MESURES

Dans ce chapitre nous allons décrire les systettileses dans le cadre du traitement
d’'un sol pollué par du gasoil et des méthodes @#sppour déterminer les caractéristiques
physico-chimique et biologique du sol et le suieiagrtains paramétres.

L’étude de la bioremédiation d’'un sol pollué parghsoil a été réalisée dans une premiére

partie dans des microcosmes et dans une deuxiémie ¢giens un bioréacteur gaz—solide.

[I.1. Microcosmes

Ce sont des cristallisoirs de diamétre de 9cmwatelhauteur de 5¢cm contenant un sol
non stérile (sableux ou plus ou moins argileux)lyglpar du gasoil a 10%, amendé en
nutriments (azote et phosphore) selon différenpaes C/N/P et aspergés d’eau pour varier
les taux d’humidité qui sont contr6lés pratiguemelmaque deux a trois jours et maintenus
constants. Un mélangeage est effectué pour astbmnogénéisation et I'aération des

différents systémes.

I1.2. Bioréacteur

C’est un bécher d’'une capacité d’un litre a l'ireér duquel une couche de gravier est
surmontée d’un distributeur sur lequel repose 3AO@G50g selon le sol a traiter. La couche
de gravier y est introduite afin d’uniformiser lépartition de I'air. L'alimentation en air
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(aération forcée) est assur@d’aide d’'une pompe d’aquarium. Le débit d’air mn&sest de
35,4 cni/s (figure 11.2) :

—
(5]
i |
Figure 1.2 : Bioréacteur aére.
Légende :
1- Bécherde 1 L. 6- Pompe d’aération.
2- Sol a traiter. 7- Diffuseur d’air.
3- Gravier 8- Poche a perfusion.
4- Distributeur 9- Perfuseur d’eau.
5- Couvercle. 10- Vanne de contrdle du débit d’eau

[1.3.Caractéristiques du sol
[1.3.1. Caractéristiques physico-chimiques
[1.3.1. 1. Granulométrie

Le diametre des particules a été déterminé pardthade de tamisage. Seules les
particules de diametre inférieur a 0,8mm sont prisa considération. Les résultats sont
donnés en annexe |.

L’'opération du tamisage consiste a placer un édlmnteprésentatif de particules solides

dans un appareil de tamisage comportant plusieursstd’ouvertures déterminées. Les
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particules dont les dimensions sont inférieurelies des ouvertures traversent le tamis
lorsqu’il est mis en vibration, alors que les plmesses particules sont retenues.

Différents diamétres moyens peuvent étre alorgohteés :

Diametre arithmétique : dp =———— (2)

Diametre harmonique (diameétre de Sauter) d,, =— : (2)

®3)

Diameétre de surface : dg

Diametre de volume : d,

m étant la masse du solide recueilli dans le tantem gramme), e le diamétre moyen des

deux tamis consécutifs de diamédig) et dr¢.1) (€n pm), avec :

Ay +dop
di:w (5)

11.3.1.2. Masse volumique

La masse volumique du solide est définie commeappaort de sa masse sur son
volume. Elle a été déterminée par la méthode pyémaague qui consiste a combler les
interstices du sol par de I'eau.

La détermination masse volumique du sol consistéraduire une masse @rconnue
du sol dans une éprouvette graduée qu’on remplilapsuite avec de I'eau jusqu’a un certain
volume.

La masse totale pesée est la somme de la masse du solide, deskerda I'eau dans

les pores et de celles en exces.

= ms = ms
Ps V, V.-V,
V. = mp - (mt _ms_mex)
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soit :

m;: masse totale avecm ms + Mey + My

ms : masse du solide 4n: masse d’eau en exces
V,, : volume d’eau emprisonné dans les pores
Vs : volume du solide

V1 : volume apparent du solide avegsWs+ Vp
ps: Masse volumique du solide

mp : masse de |'eau dans les pores.

11.3.1.3. pH

Le pH du sol est déterminé a l'aide d’'un pH-mé#tmis la normeNF X 31 103) 50
mL d’eau distillée sont mélangés avec 5g d’échantitie sol qu’on agite pendant une demi-

heure. La lecture du pH est ensuite effectuée.

[1.3.1.4. Humidité

L’humidité a été déterminée selon la nor(hg X 31-102) le principe repose sur un
séchage a I'étuve de 105°C d’'une masse connueéthbantillon de sol jusqu’a une masse
constante. L’humidité exprimée en pourcentage g :

H(%6) =0 ~M 100
0
ou
Mo : masse de la prise d’essai avant séchage (Q) ;
m; : masse de la prise d’essai apres séchage (9) ;
H : taux d’humidité (%) (kg eau/ kg de matiére hde)i

[1.3.1.5. Matiére organique.

Selon la norme(NF X 31 071),/'échantillon du sol d'une masse donnée est intitodu
dans une étuve pendant une heure a la températul®sfC puis dans un four a 550°C
pendant vingt minutes. La matiére organique esird@éhée comme suit :

m, —m

MO(%)=———-2100

0
Mo : masse de la prise d’essai avant séchage (Q) ;

m; : masse de la prise d’essai apres séchage (ddmed) (g) ;
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m, : masse de la prise d’essai apres calcination (g)
MO : taux de la matiére organique (%) (kg de MOAktide).

[1.3.2 Analyses bactériologique du sol

L’étude d’échantillon de sol nécessite une étagalpble de mise en suspension en
milieu aqueux, seul le surnageant apres décantatson ensuite utilis@Bouchez,1995.
Pour isoler et dénombrer les bactéries autocht@m@E®bies) du sol, la méthode utilisée est

celle de dilution et d’ensemencement en profondauboites de Pétri.

11.3.2.1. Méthode de dilutions

» Préparer des tubes a essais contenant chacun nilifren d'eau physiologique
stérile ;

» Préparer la solution mére en mélangeant un gramemgobsec avec dix millilitres
d’eau physiologique stérile ;

» Agiter la solution a l'aide d’un vortex ;

» Préparer, a partir de cette suspension, une sgddwdions ;

» Prélever a I'aide d'une micropipette un millilitde la solution mere et la transférer ;
dans un deuxieme tube contenant neuf millilitresadphysiologique, pour obtenir une
dilution de 10';

» Prélever ensuite un millilitre de ce deuxiéme tpbar étre transféré dans un troisieme

tube pour obtenir une dilution de 10-2, et ainssdite.

Dénombrement :

* En milieu stérile, prélever un millilitre de chaqdiution a I'aide d’'une Micropipette
et verser ensuite dans la gélose nutritive.
 Apres une incubation de 48 heures a 37°C, les mdorsont dénombrées

manuellement et a I'ceil nu.

[1.3.2.2. Méthode gravimétrique

Cette méthode est utilisée pour déterminer la médssemicro-organismes présents

dans le sol.
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Une quantité de 1g de sol est mise dans 9ml d’egsi@ogique, la solution est ensuite agitée
pendant 1h, puis laissée a décanter. Un volumeardest prélevé, pesé, puis mis dans I'étuve
a 105°C’a sécher jusqu’a obtention d’un poids cm$50].

I1.4.Nutriments

Les différents principes des réactidesdosage des nutriments sont donnés comme

suit (voir annexe ll) :

I1.4.1. Nitrites

Selon la norme(ISO 677-NF EN 26777), la diazotation de I'amino-4-
benzénesulfonamide par les nitrites en milieu aeidga copulation avec le dichlorure de N-
(naphtyl-1) diamino-1,2 éthane donne un compleXeréopourpre susceptible d’un dosage

spectrophotométrique.

I1.4.2 Nitrates

Selon la norméISO 7890-3 et NFT90-045)en présence de salicylate de sodium, les
nitrates donnent du paranitrosonylate de sodiuntalgeur jaune susceptible d’'un dosage

colorimétrique.

[1.4.3. Azote ammoniacal
(Méthode spectrophotométrique au réactif de Nessleselon la norme (NF 90-015))

En présence d’hydroxyde de potassium ou de sodiws®,produit une réaction entre
les ions NH" et le réactif de Nessler (iodo-mercurate de patassilcalin avec formation
d’'un composé de coloration variante du rouge am.briajout dans le milieu réactionnel de
tartrate double de sodium et de potassium a pderd'éviter la formation d’'un trouble da a

l'interférence du calcium et du magnésium présdats 'eau.

[1.4.4.Phosphore

Selon la norméNF EN 1189), en milieu acide et en présence de molybdate
d’ammonium, les ortho phosphates donnent un coregbosphomolybdique qui, réduit par
l'acide ascorbique, développe une coloration bleseisceptible d'un dosage
spectrophotométrique . Le développement de la atitor est accéléré par I'utilisation d’'un
catalyseur, le tartrate double d’ammonium et dagmtm.
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[I.5.Carbone organique

Selon la norm@NF P 94-055),le principe consiste a déterminer, par un
procédé chimique, la teneur en carbone damamdtillon de sol. Une prise d’essai est
mélangée a une solution oxydante (bichromate daspioim) de quantité connue. Une
fois I'oxydation réalisée, il est procédé au dospge le sel de mohr en présence de
diphénylamine.

Le carbone organique est calculé a partir de I'ouzuivante :

CO (%) = (y-x).0 615/P

Ou:
y : Quantité en mL de sel de Mohr ayant servieduiré tout le volume de bichromate de
potassium du témoin ;
X : Quantité en mL de sel de Mohr ayant serviedairé I'excés de bichromate de potassium de
I'essai;
(y-X) : Quantité en mL de sel de Mohr ayant se&ieéduire le volume de bichromate de
potassium qui a servi a oxyder le carbone organique
P : Prise d’essai en g.

[1.6. Hydrocarbures du sol

L'extraction des hydrocarbures du sol est réalidaaes un extracteur (ultrason) a
température ambiante en utilisant le dichlorom&hatomme solvant. Le mélange
(dichlorométhane, extrait) est filtré au préalathla.détermination des hydrocarbures totaux
du sol est réalisée par pesée de I'extrait recugilies évaporation du solvant en utilisant un

rotavapor.

[1.7. Densité du gasoil
La mesure de la densité du gasoil aeffiectuée a l'aide d’'un densimetre a une

température de 15,5°C (annexe II).

ENSP/2009 Page 27



CHAPITRE IlI

RESULTATS EXPERIMENTAUX ET
DISCUSSIONS



CHAPITRE I
Résultats expérimentaux et discussions

Les problémes actuels de déversementhgdsocarbures en mer et au niveau des
champs pétroliers, nous ont amené a choisir dgouestde sol (sableux (sol 1) et plus au
moins argileux (sol 2)). Le polluant utilisé est dyasoil, un mélange complexe
d’hydrocarbures.

Le but de notre travail est le traiteméiin sol pollué par du gasoil (commercial pris
d’'une station de services) dans un bioréacteur. &ppfication nécessite la connaissance de
certains parametres environnementaux tels le pHalx d’humidité et les teneurs en
nutriments (azote, phosphore). Les expériersm® alors réalisées dans des microcosmes
(biotiques et abiotiques) et dans des bioréact&asdration continue a température ambiante
et avec difféerents rapports C/N/P et difféerentxtdihumidité pour suivre I'évolution de la
biomasse par dénombrement et par mesure da larenaéehe, les hydrocarbures totaux et
I'épuisement des nutriments. En outre, l'utilisatid’'un échantillon témoin (sol pollué sans

ajout de nutriments) s’avere nécessaire pour ctnerlavantage de la biostimulation.

l11.1. Etude du sol
I11.1.1. Prélévements de sol

Les sols étudiés proviennent dans le cas

e Sol(1) : est du sable provenant d'une plage a kBAtger (Ain Taya), prélevé au
voisinage d’'une bouche d’égout.

* Sol(2) : a caractere argileux est prélevé au nivdeal’Ecole Nationale Polytechnique
d’Alger.

Le sol a été séché a l'air libre, et passravers un tamis de 0,8mm de diametre, seules
les particules inférieures a 0,8mm ont été prisesansidération. Puis il a été homogénéisé

par la méthode des quartiers (NF : X 321-412) eseové a I'abri de la lumiére.

[11.1.2. Caractéristiques physiques des sols.

La détermination des caractéristiques présentées ldaableau Ill.1 est d’'une grande
importance car elles donnent une idée préliminsurele volume du sol, sur son occupation
de I'espace pendant le traitement, sur les perfocesmde I'aération et sur son comportement

vis-a-vis de I'eau.
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Tableau I1l.1: Caractéristiques physiques des sols.

Solide dp (um) € p (g/cnT)
Sol 1 449,41 0,302 1,593
Sol 2 320,62 0,263 1,718

[11.1. 3. Caractéristiques physico-chimiques

La caractérisation physico-chimique avanhtamination du sol par le gasoil est
présentée par le tableau IIl.2. Ceci permet d’oisemles paramétres nécessaires au bon

déroulement de la biodégradation tels les nutrisydatpH et I'hnumidité.

En effet, dans le cas du sol (1) il ressa déficit en nutriments (N, P) en comparaison
avec le rapport de Redfield. A linverse le sol €} caractérisé par un exces d'azote. En

outre, 'humidité des deux sols (1 et 2) est tegllé en particulier dans le cas du sol 1, le taux

est inférieur a 2% ce qui limite le processus naigbe et la vitesse de dégradation.

Par ailleurs, le pH du sol est aux alergale 8 et il est favorable pour la croissance des

micro-organismeq15]. L'addition de gasoil n’affecte pas la valeur de pgdi demeure

constant.
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Tableau 1l11.2: Caractérisation physico-chimique des sols étudiés

Caractéristiques Sol 1 Sol 2
Protal (%) x 10 0,972 1,70
NOs (%) x 10 0,141 0,310
NO, (%) x 10 0,022 0,150
NH." (%) x 10 3,650 9,200
Notal (%) % 10 3,808 9,660

Carbone total (%) 0,30100 1,04000

CIN/P 81/9/1 158/13/1
Matiere organique (%) 3,260 8,426
Hu (%) 1,62 3,00
pH 7,9 8,1

[11.1.4. Analyse bactériologique

Apres isolement et dénombrement, I'aralyscrobienne du sol confirme la présence
de micro-organisme dans le sol 1 (6,6%E6/g) et dans le sol 2 (1,8x%0c/g) avant
contamination par le gasoil. Les données bibliphgigues mentionnent la présence minimale
de 16 ufc/g de sol dans le cas d'un traitement biologigBattle et NFESC, 1996).
L’analyse microbienne met en évidence la faisabilitun traitement par les micro-

organismes autochtones du sol.

[1l.2. Traitement biologique dans les microcosmes.
[1.2.1. Sol 1.

Le sol 1 contaminé par le gasoil (10g/lggit 11,86mL/kg est amendé en azote sous
forme de NHCI et en phosphore sous forme deJRB)y selon trois rapports C/N/P de 60/2/1,
100/10/1 et 106/16/1 et maintenu a différents tdimumidité de 10%, 15%, et 25%, le sol
ainsi pollué, amendé en azote et phosphore et lifigredt placé dans des cristallisoirs.
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Le suivi de la population microbienne sl est effectué a partir de prélevements
réalisés dans les microcosmes tous les 5 joursiét@armination des teneurs en gasoil est

effectuée avant et a la fin du traitement (18jaurs)
[11.2.1.1. Evolution des micro-organismes

a) Courbe de croissance bactérienne

La figure Ill.1 représente les courbescdmssance des micro-organismes au cours du
traitement relatives aux rapports C/N/P fixés 2a0/100/10/1 et 106/16/1 pour les différents
taux d’humidité de 10%, 15% et 25%. Ces courbesitrant en général les différentes phases

de croissance habituellé6].

1,00E+13

X (ufc/g) Sol 1

1,00E+12 C/N/P= 60/2/1

1,00E+11
1,00E+10

1,00E+09

1,00E+08

1,00E+07

1,00E406 | Temps (j)

1,00E+13
X (ufc/g) Sol 1
1,00E+12 C/N/P=100/10/1

1,00E+11

1,00E+10

1,00E+09

1,00E+08

1,00E+07

1,00E+06
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1,00E+12

X (ufc/g)

Sol 1l
1,00E+11 C/N/P= 106/16/1
1,00E+10

1,00E+09

1,00E+08

1,00E+07

“

Temps (j

1,00E+06

1,00E+09

Sol 1l

1,00E+08 C/N/P=81/9/1

1,00E+07
4

25%

Temps (j)

1,00E+06

0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20

Figure lll.1 Evolution de la biomasse au cours du temps piffiérents

rapports C/N/P et différents taux d’humidite.

D’apres les graphes précédents, la biadégion du gasoil ne semble pas nécessiter

une phase d’adaptation a ce nouveau milieu.

A partir du 1 jour de traitement on observe la phase exponemtili les micro-
organismes se développent rapidement, étant darmgnilieu est riche en nutriments et en

source de carbone (gasoil).

A partir du 12" jour le nombre des micro-organismes diminue grielment du fait
de [I'épuisement des éléments nutritifs et des Hoattmures de gasoil facilement
biodégradables. En fait, les micro-organismes ooaefit lI'assimilation des produits

métabolisés.
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La croissance microbienne atteint la vateaximale de 7,2xf€ufc/g pour un rapport
C/N/P de 60/2/1 et un taux d’humidité de 10%. Heunéme rapport, I'augmentation du taux
d’humidité inhibe la croissance microbienne quiusecune réduction de 91% pour un taux
d’humidité de 15% et de 99% pour un taux d’hunéidie 25%.

Pour un méme taux d’humidité de 10% anamue que c’est le rapport 60/2/1 qui
favorise d’avantage la croissance microbienne, tonbmbre de micro-organismes dans ce

cas est supérieure de 99% par rapport a 100/1006416/1.

Dans le cas d'un échantillon témoin dhapport C/N/P de 81/9/1 (non amendé en
azote et en phosphore), la croissance microbiesnmaximale pour un taux d’humidité de
15%, elle atteint 8xT0ufc/g. Il ressort clairement de ces résultats lgugiostimulation sans
I'adjonction d’azote et de phosphore selon un rap@dN/P approprié ne favorise pas la
croissance microbienne. Le rapport C/N/P= 81/9Al iesdapté pour stimuler les micro-
organismes du sol (S 1).

Mukherji et coll. (2004) [30] trouvent que la croissance microbienne atteint un
maximum pour un rapport molaire optimal Nde 2/1. L'approvisionnement en ces
deux éléments essentiels (N, P) en tant @qeds hydrosolubles pose plusieurs
problemes dont celui de la sorption, I'assimilatiwar d'autres bactéries non dégradantes, et
les réactions de nitrification dénitrificati¢s3].

Nous avons également suivi dans le cddrta croissance microbienne I'évolution de
la matiere seche pour les différents microcosmedi€t. Dans la figure 1ll.3.a, la matiere

seche illustre bien I'évolution de la croissancenoibienne.
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0,008

0,007 | Matiere seche ]
(9)
0,006 U
0,005 m ¢
X

0,004
0,003 X

x Sol 1 .
0,002 b 4 C/N/P, Hu, %

A W 60/2/1—10% 60/2/1—15%
0,001 X 60/2/1---25% % 100/10/1--10%

100/10/1---15% 100/10/1---25 .
0 100/10/1---10% 106/16/1-15 Temp ()
0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20

Figure Ill.2.a : Evolution temporelle de la matiere seche dandifésrents microcosmes.

Une bonne corrélation entre le nombréaanatiére seche des micro-organismes est
également observée dans la figure 111.3.b. En gilfetst plus simple de suivre I'évolution de
la biomasse a partir de la détermination de laaratseche que celle de dénombrement qui

nécessite 48 heures d’incubation.

Toutefois, les mesures de la matiere esécessitent une centrifugation préalable et

des balances d’'une grande précision (0,01 mg).
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Figure Il1.2.b : Evolution du nombre des micro-organismes en fonatie la

matiére séche

Afin de déterminer la quantité de gastithinée dans les microcosmes abiotiques, des

expeériences sur un sol stérile ont éte faites. &@rier a été lavé et séché a 105°C pendant 24

heures pour éliminer tous les micro-organismes chtmes. La figure 1l1l.4 montre

I’évolution de ces micro-organismes en fonctiortemps.

La contamination du sol par l'air et 6aj régulier de I'eau sont les principales sources

d’'un développement microbien.
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Figure 111.3 : Evolution du nombre des micro-organismes alloobs en  fonction du
temps a des différents rapports C/N/P et différemiz d’humidité.

Une faible croissance des micro-orgaeis est constatée en comparaison avec les
systémes biotiques et elle atteint une valeur mabénde 8,1x1bpour le rapport C/N/P=
60/2/1 et 15% d’humidité.

Cette faible croissance est peut étredgent le fait de I'assimilation du carbone

organique par les micro-organismes.

Par conséquent, I'élimination abioticqie gasoil n’a pas eu lieu seule de fait de la

présence des micro-organismes.
b) Taux de croissance pax

Les différents taux de croissance oldesont regroupés dans le tableau 1ll.5. Les

représentations graphiques sont données en anigxe (
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Tableau Il1.3Taux de croissance maximal-Sol 1

C/IN/P Humidité(%) Wmax (73 R?
10 1,071 0,999
60/2/1 15 0,698 0,975
25 0,437 0,991
10 0,440 0,908
100/10/1 15 0,920 0,999
25 0,596 0,992
10 0,507 0,952
106/16/1 15 0,888 0,998
25 0,851 0,998
Echantillon 10 0,301 0,955
témoin 15 0,379 0,962
25 0,305 0,978

D'aprés le tableau 111.5 les taux de ssance varient entre 0,301 et 1,07%) én
fonction des rapports C/N/P et des taux d’humidit@tteint une valeur maximale pour le
rapport C/N/P=60/2/1 a 10% d’humidité.

Chekir N., (2005)[56] a calculé les taux de croissance bactérigrpedans différents
bioréacteurs avec différentes vitesses d'aéraésmésultats sont donnée par le tableau 111.5.1

Tableau 111.3.a : Taux de croissance bactérienne relatifs aux \aged&ération (pollution a
4%, C/N/P= 100/10/1 et Hu= 15%).

Vitesse d’aération (cm/s) Hmas ()
9,9 0,275

13,4 0,589

18 0,434

Les taux se situent entre 0,275 et 0580 Ces valeurs sont inférieures au moins de

moitié par rapport a celles trouvées dans cas tte traitement.
[l .2.1.2. Dosage des nutriments aprées traitement

A la fin de traitement, I'azote et le phosphore ot dosés et leurs teneurs sont

données dans le tableau I11.6
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Tableau 111.4 Les teneurs des nutriments apres traitement.

Rapport Humidité (%) Ba (107 Niotar (107 N/P
mol/200gq) mol/200gq)

10 0,180 0,748 4,149

60/2/1 15 0,310 1,03 3,322
25 0,259 - -

10 0,481 1,35 2,808

100/10/1 15 0,127 1,192 9,430
25 0,35 - -

10 0,28 0,96 3,424

106/16/1 15 0,053 0,25 4,716

25 0,098 0,657 6,711

Echantillon 10 0,11 0,429 3,906

témoin 15 0,04 0,18 4,504

25 0,093 0,331 3,558

Les valeurs affichées ci-dessus montrené des micro-organismes eépuisent et
assimilent des quantités considérables en nutrsremiparticulier de phosphore. Ces valeurs
correspondent a la phase du déclin et donc lesedlisniN et P) sont des facteurs limitant de

la biodégradation.
[ll.2.1.3. Rendement d’élimination des hydrocarbues totaux du gasoil

Apres traitement, I'extraction du gasal iappareil « Ultrason » permet de déterminer
les meilleurs rendements selon les rapports C/N/@ifi@rentes humidités, les résultats de

calcul sont inscrit dans le tableau Il1.7

Tableau 111.5 :Rendement d’élimination du gasoil-Sol 1

Sol Taux d’humidité Rapport des Rendement
nutriments
10% 60/2/1 82,0%
Sol 1 15% 100/10/1 77,5%
15% 106/16/1 70,5%

Il ressort du tableau précédent que melement d’élimination est important pour les
trois rapports, mais dans le cas du rapport C/NIR#6 et 10% d’humidité il atteint une
valeur maximale de 82,0% ce qui était prévisible senréférant au taux de croissance

microbienne et au nombre de micro-organismes attein
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[11.2.2. Sol 2

Le sol a été pollué et amendé de la mdgmn que pour le sol sableux, 'humidité a été
fixée a 10% et 15% seulement, car les taux tropééleont influencer la perméabilité de sol
aux gaz et générer des conditions de limitatiotralesfert de I'oxygéne et donc de limitation

du métabolisme microbien aérolpet].
[11.2.2.1. Evolution de la biomasse

Le suivi de I'évolution de la biomasse @tipales échantillons prélevés chaque 3 jours a

permet de tracer les courbes de croissance bautéraa cours du temggure 111.6).

1,00E+13

&)
1,00E+12 % Sol 2
100E411 | > CIN/P=60/2/1

1,00E+10

1,00E+09

1,00E+08

1,00E+07

1,00E+06 Temps ()

1,00E+12

1,00E+11 Sol 2

X (ufc/g)

1,00E+10

1,00E+09

1,00E+08

1,00E+07

1,00E+06 Temps ()
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1,00E+12

1,00E+11

X (ufc/g)

Sol 2
1,00E+10 C/N/P=106/16/1

1,00E+09

1,00E+08

1,00E+07

Temps (j)

1,00E+06

1,00E+10

X (germes/qg Sol 2

C/N/P= 158/13/1
1,00E+09

1,00E+08

1,00E+07

——-15%

Temps (j)

1,00E+06

0 2 4 6 8 10 12 14 16

Figure I1l.4 : Evolution de la biomasse au cours du temps a
des différents taux d’humidité et différents ragpor

A partir des graphes précédents, on remgarque la phase d’adaptation dure 3 jours,
ensuite la phase exponentielle dure 9 jours dapslke la croissance est maximale. En fin, le

nombre des micro-organismes commence a diminuarta gulZ™jours.

Pour un méme rapport de 60/2/1, la croissanicrobienne atteint une valeur maximale
de 1,1x1&ufc/g pour un taux d’humidité de 15% tandis q@elbt de 3x 1.

Pour le méme taux d’humidité de 15%, laissance microbienne est plus importante
pour le rapport 60/2/1. Elle est supérieure de 78286 et 99% dans le cas des rapports
100/10/1, 106/16/1 et 158/13/1 (échantillon témoaspectivement.
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Il est & noter que la croissance micraigedans le cas du sol 2 est moins importante par
rapport au sol 1. En effet, le sol 2 accuse uncigsement maximal de 1,67*1@ndis que le
sol 1, c’est un accroissement de 1,09xd0 nombre de micro-organismes. Donc le rapport

60/2/1 demeure optimal.
111.2.2.2. Taux de croissance maximum

Il permet de comparer les vitesses dessance bactérienne pour les différents essais.
Les différents taux de croissance maximum obteouns regroupés dans le tableau I11.6. Les

représentations graphiques sont données en anigxe (

Tableau 111.6 : Taux de croissance maximal-Sol 2.

C/IN/P Humidité(%) Wmax (173 R?
10 1,128 0,982
60/2/1 15 1,276 0,999
10 1,17 0,989
100/10/1 15 1,35 0,97
10 1,395 0,999
106/16/1 15 0,845 0,997
Echantillon témoin 10 0,99 0,999

D’aprés le tableau 111.9, le taux deissance varie entre 0,845 et 1,276 en fonction
des rapports de C/N/P et de taux d’humidité. Biattune valeur maximale pour le rapport
C/N/P=60/2/1 et taux d’humidité de 15%.

Le taux de croissance varie en fonctiten ’humidité dont il est beaucoup plus
important a 15% (C/N/P=100/10/1) et a 10% (C/N/F6#16/1).

Le taux de croissance est plus éleveod@ qu’au sol 1. En effet, il est plus élevé par

rapport a ceux trouvés par CHEKIR (2005).
[11.2.2.3. Rendement d’élimination des hydrocarbures

Apres extraction des hydrocarbures dsojade la matrice du sol 2 et pesée, les
résultats de rendement d’élimination des hydroaadbisont résumés dans le tableau ci-

dessous
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Tableau IIl.7 :

Taux d’élimination de gasoil-Sol 2

Sol Taux d’humidité Rapport des Rendement
nutriments
Sol 2 15% 60/2/1 72,4%
15% 100/10/1 60%
15% 106/16/1 48%

Il ressort des résultats obtenus que ldeerent d’élimination est plus important pour le
rapport C/N/P=60/2/1 et 15% d’humidité, il atteuinte valeur maximale de 72,4%. Il reste

toutefois inférieur a celui trouvé dans le cas aul$82%).
[11.2.3. Bioréacteur aéré

Un essai de traitement a été réalisé danbioréacteur avec un débit d’aération de
(35,4 cn/s). Le sol pollué a été amendé par les nutrimseitn le rapport de C/N/P=60/2/1

et de 10% d’humidité qui a donné de meilleurs téssipour les essais précédents de sol 1.
[11.2.3.1 : Evolution de la biomasse au cours du taps.

Le suivi de I'évolution de la biomasspaitir des échantillons prélevés chaque 3 jours

a permet de tracer les courbes de croissance ieactérau cours du temffggure 111.5).

1,00E+14

1,00E+13 X (ufc/g)

1,00E+12
1,00E+11

1,00E+10

C/N/P=60/2/1

1,00E+09
Hu= 10%
1,00E+08
1,00E+07 —8-52 =451 Temps (j)
1,00E+06
0 2 4 6 8 10 12 14 16

Figure I11.5 :Evolution temporelle de la biomasse dans le bidetagour les
deux sols

La figure ci-dessus montre que le dguadmnent de la biomasse passe par deux
phases, exponentielle et de déclin. Pour les delsx ks croissance est plus importante par
apport a celle trouvée dans le cas des microcosoeds,est d0 a I'aération continue qui
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favorise la multiplication microbienne. Par rappauix deux sols, la biomasse est plus élevée
pour le sol (S1) ou elle atteint 14*%@¥c/g et 49x18'ufc/g pour le sol (S2), cette différence
peut étre expliquée par les caractéristiques textare des deux sols.

[11.2.3 .2 : Evolution de rendement d’élimination de gasoil

La figure suivante représente les rendesnde dégradation aux cours du temps, dans

le bioréacteur aéré pour les deux sols étudiés.

100
R(%)
—
80
60 ==
40
20
——S2 =-S5l Temps (J)
0
0 2 4 6 8 10 12 14 16

Figure 111.6 : Rendement d’élimination de gasoil aux cours dyptem

Le suivi de la concentration des hydrooegb totaux du gasoil durant la période du
traitement biologique pour les deux essais révak importante dégradation dont elle passe
par deux étapes, une rapide et une deuxiéme corésp la dégradation de la fraction
difficilement dégradable du gasoil, le rendementi@portant dans le cas de sol (S1), qui
atteint 88,4% contre 59% pour le sol (S2). Cesxglique par la différence de granulométrie,
sachant que les autres parameétres ont été prisndeses pour les deux types du sol tels
I'aération, le taux d’humidité et le rapport C/N/P.

Le rendement de ce procédé peut attein@¥ i le temps de traitement est
suffisamment long28]

Les travaux dBlano et coll [35] ont montré que la décontamination en biopilesuast
procédé moins onéreux puisqu’il exige une faiblerg®e pour I'aération, ce qui rend la

bioremédiation plus rentable méme si elle exigelangue période de traitement.

ENSP/2009 Page 43



[11.2.3.3 Cinétique de dégradation du gasoil
111.2.3.3.1. La réaction de dégradation et la consinte de vitesse

Dans une premiere étape nous considérarindtique durant I'étape rapide et ensuite la
cinétique qui tient compte des deux étapes de datiom. Pour la premiére étape, la réaction
est supposée comme étant de premier ordre, dogeatién de la vitesse de dégradation

s’écrit comme suit :

d[HC]

v=-——==K[HC] ............... .1
[HC] d[HC] _ t
f[HC]O o] =k Jodt........ .2
[HClo,
LnCoep) = Kt 1.3
[HC]= [HC] oexp (-Kb) ...oeev.n. LA

Sachant que :
v: vitesse de la réaction.
[HC] : concentration résiduelle du gasoil.

[HC] o: concentration initiale du gasoil.

En tracant la courbe présentée pa(r[—ﬁi%g) en fonction du temps, si cette courbe est

une droite, alors la réaction est du premier oetila constante k est donnée par la sa pente

La figure (111.8) montre I'allure du tracé ldi%]]o) en fonction du temps.
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[Ln([HC]O/(HC) | *52 WSl
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0
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Figure II1.7 : Evolution de Ln ([HC} [HC]) en fonction du temps.

Les courbes sont des droites, ce qunadfque I'ordre de la réaction est égal a 1 pour

les deux sols dont les constantes de vitesse éamtnees dans le tableau ci-dessous:

Tableau 111.8: Les constantes de vitesse de dégradation dil gaso

Type de sol K ) R?

S1 0,176 0,961
S2 0,077 0,953
Avec :

ki : la constante de vitesse de dégradation pout k54
ko : la constante de vitesse de dégradation pounr S8)
Pour les deux types du sol la réactiodétgradation du gasoil est de premier ordre et la

vitesse de la réaction dans le sol (S1) est plpsitante par rapport au sol (S2).

Arrar J., (2007)[55] a montré que la cinétique de dégradation des bgdoares de
gasoil peut suivre une cinétique de deuxiéme ortlketableau suivant présente une

comparaison des constantes cinétiques de biodégnada gasoil et des n-alcanes étudiés.
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Tableau 111.9 Comparaison des constantes cinétiques de biodégnada

gasoil et des n-alcanes étudiés

Gasoil/n-alcanes Modeéle ler ordre Modele 2éme ordre
T 7 -1 -1 2
kbio(Jour ) r kbio(g kg.jour ) |r
gasoil 0,108 0,964 0,002 0,913
nClC-nC24 0,180 0,968 0,012 0,907

La constante de vitesse trouvée (0,TP®arArrar J., (2007)[55] dans le cadre d'un
traitement de sol contaminé par le gasoil (réadleidisé a jet) est inférieure a celle trouvée

dans le cas d’'un réacteur & aération continue 6g;%)7

Dans une deuxiéme étape, nous prendroreonsidération les deux phases rapide et

lente de dégradation.
a. Influence de la biomasse :

L’importante multiplication cellulairgue traduit I'évolution de la matiére seéche nous

ameéne a considérer I'équation III.5.

Elle découle de I'équation Ill.4, en aosque la constante cinétique k est inversement

proportionnelle a la matiére seche par gramme de so

[HC]=[HC] oexp (-K't/m;) .............. LS
Avec .

m; : La masse microbienne;a t

La figure suivante représente le tdedén ([HC]/[HC] en fonction du( t/m}
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Ln([HC]O/[HC]

mS2 es1

t/m(j/g)

0 0,5 1 1,5 2 2,5 3 3,5

Figure 111.8 : Variation deLn ([HC] o/[HC] en fonction du (t/m)

Les valeurs de &ont :
k’1=0,078 (j*) pour le sol (S1).
k’,=0,038(j*) pour le sol (S2).

Les nouvelles constantes de vitesseistarieures de 55% pour (S1) et de 50,6% pour
(S2) a celles trouvées auparavant par ce que dtéqulll.4 concerne seulement la fraction
facilement dégradable de gasoil ou la vitesse deédtion est importante, par contre
I’équation 1.5 prend en charge aussi la fractidificilement biodégradable.

b. Influence de la fraction labile du gasoil :

Le modéle suivant peut étre utilisé démdbut de déterminer la fraction)(des
hydrocarbures facilement biodégradable et celleegudifficilement biodégradable (-
[HC]=a exp (-kxt)) + (1-a) exp (-kXt)) ..coovvrviennnnns 1.6
Avec :
ki: constante de vitesse pour la fraction facilendégradable.
ko : constante de vitesse pour la fraction difficierdégradable.
a : fraction des hydrocarbures facilement dégradable

En supposant que tend vers 0, la dégradation des hydrocarburesadoilgétant
négligeable a ce stade, I'équation 111.6 devient :

[HC] = [HC] 00 exp (-kX1)) + (1) [HC] 0 vvvvvereveeerereeneeen, .7
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[HC] -[HC] 0= - [HC] o (1-exp (-kxt))
Et en fin 1-([HC]/ [HC)) = a (1-exp (-kxt)) ......cvvennnn.n. .l LL8

La résolution de I'équation IIl.8 par lprogression non linéaire ou par les

approximations mathématiques donne les résultatards :
ki= 0,74 () et a=0,62 pour le sol (S1)
k,=0,28 (i) et o=0,56 pour le sol (S2)

Remarquons que les valeurs de (k1 etskitt supérieures de72,5% pour (S1) et
de76,2% pour (S2) a celles trouvées par I'équalibh et cela veut dire que les micro-
organismes utilisent rapidement les fractions émént dégradables et ces derniéres sont de
62% pour (S1) et 56% pour (S2), les différencesvpruétre attribuées a la différence de
biodisponibilité¢ des hydrocarbures facilement Bigrhdables dans les sols de texture

différente.

La représentation de I'évolution de [HOHC], en fonction du tempsa partir des
résultats expérimentaux et des modéles théoriquelseg(111.5, 111.8) pour les deux types de

sols est donnée par la figure II1.9.

1,2
[HC]/[HC] ) =aj==51-eq.lll.8
——S?2
—e=S51
------ S 1-eq.lll.5
= - S2-eq.lll.8
= &= S2-eq.lll.5
————— ‘
— —— — —
............... ﬂ
---------ﬂ
.
0 temps (j)
0 2 4 6 8 10 12 14 e

Figure 111.9 : Evolution temporelle de la concentration du gagoilr les

différentes approches théoriques
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D’apres ce graphe, une constante desetassez grande est observée dans le cas de la
cinétique qui tient compte que de la fraction fawient biodégradable (k=0,7#4)j par
ailleurs la constante déterminée a partir des tasubxpérimentaux est inférieure a celle citée
précédemment, car dans ce cas on tient compte ftackon facilement biodégradable et
celle difficilement biodégradable (phase de craisseexponentielle). Par contre, la constante
de vitesse est moindre (k=0,079 fans le cas ou la matiére séche est prise entepngs ce

modele considére les deux parties de biodégrad@apide et lente).

Il ressort des résultats obtenus gégqulation 111.8 dans le cas du sol 1 (a caractere
sableux) surestime les teneurs en TPH dans la&®exphase de biodégradation. A l'inverse,
il n'existe pas une bonne corrélation entre lesiltats expérimentaux et ceux donner par

I'équation III.5.
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CONCLUSION
GENERALE



L’objectif principal de ce travail estédaluer le potentiel de dégradation du gasoll
dans des microcosmes et des bioréacteurs aér@giettique de dégradation par des micro-
organismes autochtones du sol qui ont été stimpddsles nutriments nécessaires a leur

croissance en milieu aérobie.

Avant de procéder au traitement du stlpgar du gasoil (10 g/kg de sol), amendé en
nutriments selon les rapports C/N/P : 100/10/1280/106/16/1 a des taux d’humidité
différents maintenus a 10%,15% et 25% pour le Sa) et a 10% et 15% pour le sol (S2),
nous avons déterminé les différents parametresqaghimiques et biologiques du sol avant
la contamination.

Dans le cas des microcosmes :

La flore microbienne est passée d8 aft/g & 10*ufc/g pour le sol (S1) dans le cas
d’un C/N/P=60/2/1 et de 10% d’humidité et de®10fc/g a 10 ufc/g pour le sol (S2) dans
le cas d’'un C/N/P=60/2/1 et de 15% d’humidité aursalu traitement.

Dans le cas de cette étude le taux deadétion du gasoil est important dans le cas de
sol(S1) ou il atteint une valeur maximale de 82%urpon C/N/P=60/2/1 et de 10%
d’humidité, par contre pour le sol (S2) il atteird% pour un C/N/P=60/2/1 et de 15%
d’humidité.

La corrélation trouvée entre le nombrs Khécro-organismes et leurs matiere séche met
en évidence que I'évolution da la biomasse pet €tivi a partir de la détermination de la

matiere séche que celle de dénombrement qui néxd8$i d’'incubation.

Dans le cas de bioréacteur aéré :

La population microbienne est passéedi®ufc/g a 10™%ufc/g pour le sol (S1) dans le
cas d'un C/N/P=60/2/1 et de 10% d’humidité et d&° 16c/g & 10"ufc/g pour le sol (S2)
pour le méme C/N/P et de 10% d’humidité

Le rendement d’élimination de gasoil iattaine valeur de 88,4% pour le sol (S1)

contre seulement 59% pour le sol (S2).

La cinétique de dégradation des hydragadbsuit une loi du ler ordre. Les constantes
cinétiques de dégradation du gasoil étudiée nmtet#tanévidence que la dégradation des

hydrocarbures totaux du gasoil passe par deux ftajme rapide qui concerne la fraction
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facilement biodégradable et une deuxieme lenteerarda fraction difficilement assimilable
du gasaoil.

L’élimination du gasoil est plus rapidand le cas de sol (S1) qui est supérieure de
56,2% par rapport au sol (S2).

Le suivi de la cinétigue en tenant conggela matiere seche des micro-organismes
montre que la vitesse de dégradation est moinsriamte, car il tient compte des deux étapes
de dégradation celles rapide et ralentie.

La fraction facilement biodégradable deajbest de 62% pour le sol (S1) et de 56%
pour le sol (S2).
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ANNEXE |
ANALYSE GRANULOMETRIQUE

La répartition granulométrique d’un solide peueé&ibtenue par tamisage. Le tamisage
s’opere selon des normes bien précises. A la fifrogération, on pése le solide recueilli sur
chacun des tamis et on porte les résultats somsefde pourcentage pondéral retenu ou
pourcentage cumulatif.

Le tamisage permet de caractériser I'échantillari’pa des diamétres suivants :

. L ixdi
Diamétre arithmétique : Yy e
Y mi
. R . . > mi
Diamétre harmonique : h=d =
X
o idi2
Diamétre de surface : o= g Zmidi
> mi
o idi3
Diamétre de volume : =d Z;%

Avec :
mi: la masse du solide recueillie dans le tamistrfi)g) ;
di : le diamétre moyen des particules retenues kat@snis d’ouverture dAi erufn).

Il se calcule comme suit : i=(@ai-1+0ai)/2
I.1. le sol argileux

Tableau 1.1: La distribution granulométrique des particulessdbargileux

N ° du dAi (pm) di (um) mi (g) % masse % %
tamis retenue | massique | massique
cumulé en | cumulé en
haut bas
1 800 - - - - -
2 630 715 90,1 17,01 17,01 100
3 500 565 66,2 12,50 29,51 82,99
4 315 407,5 100,7 19,01 48,52 70,49
5 200 257,5 116,4 21,98 70,5 51,48
6 160 180 49,5 9,34 79,84 29,5
7 80 120 62,1 11,72 91,56 20,16
8 0 40 44,6 8,44 100 8,44
da = 360,67 um ds =421,79 um
dh =185,78 um dv = 467,47 N
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Figure 1.1: La distribution granulométrique des particulessduargileux.
A partir de la figure 1.1 le diameétre des particutke I'argile est dp = 320,62 pum
1.2. le sol sableux

Tableau 1.2 : La distribution granulométrique des particulessdhble

N ° du dAi (pm) di (um) mi (g) % masse % %
tamis retenue | massique | massique
cumulé en| cumulé en
haut bas
1 800 -
2 630 715 235,2 30,86 30,86 99,99
3 500 565 109,6 14,38 45,24 66,11
4 315 407,5 129,2 16,95 62,19 54,73
5 200 257,5 145,1 19,04 81,23 37,78
6 160 180 41,5 5,44 86,67 18,77
7 80 120 60,6 7,95 94,62 13,3
8 0 40 40,8 5,35 99,99 5,35

da=441,09 um ds =497,02 pm
dh =241,03 pum dv =501,04 um
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Figure 1.2 : La distribution granulométrique des particulessdble

A partir de la figure 1.2 le diameétre des particutkl sable est : dp = 449,41 um
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ANNEXE I

DETERMINATION DE LA MASSE VOLUMIQUE DU SOLIDE ET D U POLLUANT

La masse volumique du solide a été déterminée gpandthode dite du pycnomeétre, qui
consiste a introduire une masse « m » connue ddesdins une éprouvette gradué qu’on
remplit par la suite avec de I'eau jusqu’a un ¢en@lume.

La masse totale pesée est la somme de la masséidiy de la masse de I'eau dans les pores
et de celles en exces.

PS=MyVe=my/(Vi-Vp)
szmp/szo =(rnt' ms'mex)/szo
soit :

my: masse totale

ms : masse du solide

Meyx : Masse d’eau en exces

mp : masse de I'eau dans les pores.

V) : volume d’eau emprisonné dans les pores

Vs : volume du solide

V1 : volume total avec ¥ Vs+ Vp

ps: masse volumique du solide et elle est définierne étant le rapport de la masse du solide
sur son volume.

MexVexX pHzo  AVEPH20=1g/cnT
D’oU : Mex = Vex
Calcul d’erreur sur la détermination de la masse vlumique du solide

Ap _ Ams AVt AVp
ps T ms Vt-Vp Vt-Vp

AVp Amp ApH20 _ Amp ApH20

= = car =0
Vp mp + pH20 mp pH20

-m Amp _ Amt + AmS = Amex
ITb— M mex_)mp T ome mS mex

AVp =Vp X Amlpp = Vp[% + ams —Amex]

mt ms mex

Finalement

Amt Ams Ame
Aps _ Ams Avt Vol ot

ps ms Vt-Vp Vt-Vp

Sol 1

mr=77,46¢
ms= 20,02 g
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Mex= 52 g
Vr =18 cnd
AVp = 0,011 cr
p =(1,593 £ 0,024) et la porosité 0,302
Sol 2
mr = 25,02 g
ms=6,6g
Mex= 16,47 g
Vr=7,53 cm
AVp =0,01 cm
p=(1,718 £ 0,012) et la porosité 0,263

La masse volumique du gasoil a été détermi@éeutilisant un pycnometre (d’'une
capacité de 25 mL) et un densimeétre.

Dont :

my= la masse de pycnometre vide = 24,8754 g ;

me = la masse de pycnometre rempli d’eau = 45,9504 ¢
mg = la masse de pycnometre rempli de gasoil = 449,60
pg - la masse volumique de gasoil ;

dy : la densité de gasoil ;

pg= 0,843g/criet d,= 0,847

la mesure directe donne : o348
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ANNEXE Il

DOSAGES ET COURBES D’ETALONNAGE DES NUTRIMENTS

Dans tout ce qui suit, la solution de sol a étarée en mettant 10g du sol dans 100 mL
d’eau distillée pour chaque dosage.

Pour le dosage des éléments (N®Os, NH;', PQ;) existants dans le sol, on procéde de la
méme maniere qu’en étalonnage sauf qu’a la placeadtre la solution étalon, on met la
solution de sol.

[11.1. Nitrites

Mode opératoire
Dans une série de fioles jaugées de 50mL

Introduire les volumes suivant : 0- 1- 2,5- 5- 718 mL de la solution étalon
d’azote nitreux a 1mg/L ;

Compléter a 50 mL avec de I'eau permutée ;

Ajouter 1mL de réactif de diazotation dans chadole f

Effectuer la mesure de la D.O par le spectrophotenzla longueur d’onde de
543 nm. Les résultats sont regroupés dans le takbea)

Solution étalon

Dissoudre 492,8 g de nitrite de sodium dans 10D@'eau distillée ;
Conserver dans un flacon en verre inactinique ;

Prélever 10 mL et compléter a 1000 mL avec de lgstillée.

Réactif de diazotation

Mélanger dans un bécher, 800 mL d’eau distilléE0O8tmL d’acide
phosphorique ;

Ajouter 40 g de 'amino-4-benzénesulfonamide ;

Apres dissolution, ajouter 2 g de dichlorure dendphtyl-1) diamino-1-2 éthane
Agiter puis transvaser la solution dans une fi@del@00 mL et compléter le
volume avec de I'eau distillée.

Tableau I11.1 : Courbe d’étalonnage des nitrites

C(mgl/l)

0,02 0,05 0,1 0,15 0,2 0,3

DO

0
0 0,272 0,61 0,884 1,25 1,7(

)3

0,118
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1,8 | D.O y = 5,823x + 0,008
R?=0,995 S

C (mg/L

0 0,05 0,1 0,15 0,2 0,25 0,3 0,35

Figure Ill.1 : Courbe d’étalonnage des nitrites

[11.2. Azote ammoniacal
e Mode opératoire
Dans une série de fioles de 50ml

- Introduire de la solution étalon d’azote ammonigt8D mg/L) préalablement
diluée au dixiéme, les volumes suivants : 0- 15-20- 15- 20 mL ;

- Compléter a 50ml avec de I'eau distillée et ajo@tat de la solution de tartrate
double de sodium et de potassium. Mélanger ;

- Ajouter 2mL de réactif de Nessler et mélanger &/pau ;

- Attendre 10 min et effectuer les mesures par letspghotométre a la longueur
d’onde de 420 nm. Les résultats sont regroupésldaableau (3.c)

» Préparation des solutions

» Solution étalon: dissoudre 297g de chlorure d’amomardans de I'eau distillée et
amener a 1000 mL dans une fiole jaugée.

» Réactif de Nessler :

- Traiter une solution de 509 de iodure de potassians 35mL d’eau par une solution
saturée de chlorure de mercure (Il) jusqu’a ce mpiécipité subsiste ;

- Ajouter en suite 400mL de solution d’hydroxyde ddieam 9N. Ajuster a 1000 mL
dans une fiole jaugée ;

- Laisser reposer et décanter.
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» Tartrate double de potassium et de sodium :
- Dissoudre 5009 de tartrate double de potassiura sbdium dans 1000mL d’eau

distillée chaude ;

- Apres refroidissement, ajouter 50mL de réactif @ssler. Laisser reposer 2 jours et
filtrer ce qui permet d’éliminer les ions ammonipnésents dans I'eau ou dans le
réactif.

Tableau I11.2 Courbe d’étalonnage de I'azote ammoniacal

C(mg/l) 0 0,2 0,4 1 2 3 4
DO 0 0,027 0,059 0,150 0,311 0,520 0,702
0,8
07 DO y=0,176x-0,013
' R? = 0,997
C (mg/L)
4 4

[11.3. Nitrates

* Mode opératoire

- Prendre 10 mL de la solution étalon diluée (5 mg/L)
- Ajouter 2 a 3 gouttes de NaOH a 30%,
- Evaporer a sec au bain marie a 75 a 88°C, puselaiefroidir.

Figure Ill.2 : Courbe d’étalonnage d’azote ammoniacal.

- Reprendre le résidu pour 2 mL deSfDy, laisser au repos 10 min ;
- Ajouter 15 mL d’eau distillée et 15mL de tartratautlle de sodium et de potassium.
- Effectuer les mesures de la D.O par le spectrgphétre a une longueur d’onde de

400 nm.
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e Dilutions
Dans une série de fioles jaugées ;

introduire successivement les volumes suivantdadssiution étalon (5mg/l): 0-1-2-3-4-6ml
puis ajouter dans chaque fiole les volumes suivdmisau distillée : 10-9-8-7-6-4 ml,
ensuite ajouter 1ml de la solution de salicylatsa#ium dans chaque fiole : les
concentrations correspondantes sont respectiven®ed-1-1,5-2-3 en (mg/l). Les résultats
sont regroupés dans le tableau ().

» Préparation des réactifs

- Solution de salicylate de sodium a 0,5% ;

- Solution d’hydroxyde de sodium a 30% ;

- HySO, concentré ;

- Tartrate double de sodium et de potassium ;

v" Hydroxyde de sodium (400 g) ;

Tartrate de sodium et de potassium (60 g) ;
Eau distillée (1000mL) ;
Laisser refroidir avant de compléter a 1000ml,ecettiution doit étre
conservée dans un flacon de polyéthyléne.

ANENERN

» Solution étalon: diluer la solution mere de nitrite de potassi®0 mg/L) a 5 mg/L.

Tableau 111.3: Courbe d’étalonnage des nitrates

C (mg/l)

0,5

1

15

DO

0
0

0,158

0,338

0,496

0,678

0,997
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1,2

D.O y =0,334x - 0,001
1 R? = 0,999

C (mg/L)

Figure 111.3 : Courbe d’étalonnage des nitrates

[11.4. Phosphore

* Mode opératoire

- Introduire dans une série de fioles jaugées de 2Bsiolumes suivants : 0- 1- 5- 10-
15- 20 mL de la solution étalon de phosphore a Lmg/

- Compléter le volume avec de 'eau distillée ;

- Ajouter 1ImL d’acide ascorbique a (20g/L) et agiter

- Puis 4ml de réactif combiné, mélanger soigneusgragendre 30min pour la
stabilisation de la coloration ;

- Effectuer les mesures a la longueur d’onde de 8306 résultats sont regrouper
dans le tableau (3.b).

e Solution étalon

Peser 0,219¢g de KIRO,séché a I'étuve a 105 °c pendant 1h , ajouter ladide sulfurique
dans une fiole de 100 mL, puis compléter avecedaildistillée . Prélever 20 mL de cette
solution et compléter & 1000 mL par I'eau distillée

* Réactif combiné

Dans une fiole de 100 mL, introduire 50 mL d’acsdfurique a 15% en volume, 5mL de
solution de tartrate double d’antimoine et de pitam a 2,8g /L, 15mL de solution de
molybdate d’ammonium a 40g/L, puis compléter laumad par de I'eau distillée.
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Tableau I11.4 : Courbe d’étalonnage du phosphore

C (mg/l)

0,05

0,25

0,5

0,75

DO

0
0

0,006

0,026

0,065

0,093

0,128

0,14
0,12

0,1
0,08
0,06
0,04

0,02

D.O

y=0,127x- 0,001
R2=0,998

1

C (mg/L),

-0,02

Figure Ill.4 : Courbe d’étalonnage du phosphore

[11.5. Carbone organique

* Mode opératoire

- Peserentre 0,25 et 1 g de sol ;

- Introduire cette terre dans un ballon de 100 mlca@&mL de solution de bichromate
de potassium (¥Cr,O;) a 8% et 15 mL de I'acide sulfurique concentrésorter a
I’ébullition pendant 5min ;

- Transférer dans une fiole de 100 mL et complétec é&s eaux de lavage du ballon ;

- Prélever 20 mL et diluer a 150 mL+200 mL ;

- Ajouter une pincé de NaF et quelques gouttes deddydamine ;

- Titrer avec une solution de sel de mohr au virdga fert.

» Préparation des réactifs

v Diphénylamine

Dissoudre 0,5 g de diphénylamine dans 60 mL dédéasulfurique
ensuite dans 40 mL d’eau distillée.

concentré, le verser
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v" Le sel de mohr

Dissoudre 78,5g de sel de mohr dans 500 mL d’'estillée chaude, refroidir a I'abri de
I'air puis ajouter 20 mL d’acide sulfurique conaenét compléter a 1000 mL.

[11.6. Extraction des hydrocarbures par ultrason

L'appareil utilisé pour effectuer les extractiodsnt les étapes citées ci-dessous, est un
ultrason de modele Bioblock Scientifique (88155).
* Mode opératoire

-Des échantillons de 5g chacun de sol sont mélagigaeyes dans des flacons avec une
guantité suffisante de sulfate de sodium anhydns da rapport 5/5 ;

- Ajouter 30 mL de dichlorométhane et mettre lasdns dans un bain d’eau distillée
contenue dans la cuve de l'ultrason ;

- Régler 'ultrason de telle maniere a obtenir dneée d’extraction de 10 minutes a une
température de 35°C;

- Filtrer le contenu des flacons a I'aide d’un magiltre ordinaire, ensuite ajouter 15 mL de
dichlorométhane aux résidus de sol et remettriidesns pour une deuxieme extraction.
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Annexe IV
Taux de croissance maximum.

1- Soll

Le taux de croissance maximum a été détermirag¥ta pes pentes des droites moyenne
représentée par Ln(g)<f(t) pendant la phase exponentielle de croissdnactérienne.

20

Ln(X/X ) Soll
C/N/P=60/2/1

15

10

¢ 10% W15% A 25%

0F Temps(j)
{/ 2 4 6 8 10 12 14 16
-5

15
Soll
Ln(X/X ) C/N/P=100/10/1
10
5
©10% W15% A25% )
- Temps (j)
0F
0 2 4 6 8 10 12 14
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14

12 Ln (X/X o) Sol 1
10 C/N/P=106/16/1
8
6
4
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6
5 | Ln(X/IXy) Sol 1 n
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2
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Figure IV.A .1 : Evolution temporelle de taux de croissance pour

des différents C/N/P et des différents taux d’ldir@.
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Figure IV.A.2 : Evolution temporelle de Ln(X/§ pour le réacteuaéré
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Figure IV.B.1 :Evolution temporelle de Ln(X/gf pour différents
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Résumé

Pour éviter toute contamination des esapphréatiques, et minimiser au maximum
limpact des rejets d’hydrocarbures sur I'enviromaat, il est impératif de traiter les sols qui
sont pollués par les hydrocarbures.

Durant ce travail, nous avons développé méthodologie permettant d’évaluer la
biodégradation du gasoil en conditions aérobidie &nsiste a mesurer la concentration
résiduelle de gasoil apres extraction a la finrdéement biologique dans des microcosmes
ou bioréacteurs a aération continue.

Nous avons suivi I'’évolution de la cr@isse microbienne, la concentration du gasoil et
la cinétique de biodégradation.

Mots clé : Bioremédiation, hydrocarbures, contamination aés, $ioréacteurs, aération.
Abstract

To avoid any contamination of the groumdter, and to minimize of hydrocarbon
discharges on the environment, it is imperativeeaat the soil polluted by hydrocarbons.

During this work, we developed a metHodg allowing to evaluate the biological
breakdown of the gas oil in aerobic conditions.ctinsists in measuring of residual
concentration of gas oil, after extraction at thed eof the biological treatment in the
microcosmes and countinus aerated bioreactor.

We followed ths evolution of the micrabgmowth, gas oil concentration and kinetic of
biodegradation.

Key words: Biodegradation, hydrocarbons, contaminated soidseactors, aeration.



