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Introduction générale

« Tout est poison, rien n’est poison,
seule la dose fait le poison ».

Paracelse, XVle siécle

Si les hommes ont enfin pris conscience de la vulnérabilité de I’environnement, ils
n’apprécient pas toujours le role particulier du sol, a ce point de vue : le sol constitue, en effet
le point sensible de I’environnement terrestre et doit étre 1’objet prioritaire de leurs
préoccupations [1]. Ce milieu est une ressource essentielle a la vie (biodiversité) et aux
sociétés humaines (agriculture et urbanisme). Aussi, il est nécessaire de le protéger en
prévenant les pollutions de toutes natures et en restaurant si nécessaire les compartiments

pollués.

Les substances xénobiotiques susceptibles de contaminer les sols sont extrémement
nombreuses et diverses en raison des activités humaines multiples qui peuvent en étre la
source, mais I’attention est plus particulierement portée, sur les hydrocarbures. Il n’y a guére
de sens a établir une hiérarchie dans le caractere polluant de ces substances, tant elles
different par leurs comportements dans les milieux physiques, par leurs effets biologiques et
par les quantités susceptibles de contaminer ces milieux sous forme diffuse ou localement

massive [2].

Plusieurs techniques de traitements sont utilisées pour la réhabilitation des sols faisant
appel a des procédés thermiques, physiques, chimiques et/ou biologiques. La stratégie adoptée
dépend du site, de son contexte géographique, du degré et du type de pollution. D’autre part,
I'importance des colts de traitement a conduit a la recherche de nouvelles techniques de
dépollution plus performantes et plus économiques et un intérét particulier est porté sur le
développement des techniques biologiques mises en ceuvre hors site qui offrent de bonnes
perspectives tant au point de vue performance, qu’au point de vue respect environnemental.
Leur mise en ceuvre est de plus en plus envisagée dans la mesure ou ce sont des technologies
relativement simples [3]. La biodégradation des hydrocarbures, qui exploite la capacité des
microorganismes a dégrader les molécules organiques, a été établie comme un moyen

efficace, économique, polyvalent et écologique de traitement du sol [4].

Largement utilise dans le monde, le carburant gasoil représente une source de pollution
des sols. Dans ce cadre, nous nous intéresserons particulierement a la biodégradation du

gasoil. La problématique consiste a étudier la dépollution d’un sol pollué au niveau du

laboratoire a raison de 10g de gasoil par kg de sol sec.
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Notre choix s’est porté sur l’utilisation de la technique d’un traitement du sol en

bioréacteur gaz-solide sous des conditions aérobies. Nous nous intéressons a 1’influence de

I’aération sur I’efficacité de la bioremédiation, I’oxygene €tant un facteur limitant.

Le présent mémoire est organisé de la maniere suivante :

Le chapitre | : 1’étude bibliographique introduit quelques notions essentielles pour la
compréhension de la remédiation et la réhabilitation des sols pollués par les
hydrocarbures ainsi que les différentes techniques de dépollution, en particulier les
bioréacteurs.

Le chapitre Il : est consacré a la description du dispositif expérimental, du matériel
et les méthodes de mesure des parametres étudiés.

Le chapitre Il : est consacré a I’ensemble des résultats obtenus dans le cas du
traitement d’un sol pollué par du gasoil dans un bioréacteur gaz-solide sous des
conditions aerobies. Il porte sur I’influence des différents débits d’aération.
L’influence de I’aération sur la biodégradation du gasoil est étudiée a partir du suivi
de la biomasse par denombrement et par mesure de la matiere séche des micro-
organismes, ainsi que celle des hydrocarbures totaux (TPH), en fonction du temps,
les cinétiques d’enlévement et de biodégradation du gasoil, et la détermination des
caractéristiques physico-chimiques et biologiques du sol sera nécessaire au

préalable.
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La pollution des milieux terrestres constitue un probleme environnemental majeur parce
que du fait de 1’échelle massive a laquelle elle intervient, son impact sur la sant¢ humaine et
sur le fonctionnement de la biosphere est devenu tres préoccupant. Les hydrocarbures sont les
polluants organiques les plus fréquents, ce qui est compréhensible étant donné le role
fondamental des produits pétroliers dans 1’économie moderne et les quantités énormes

utilisées de par le monde [5].
I.1. Hydrocarbures

Les hydrocarbures, au sens chimique du terme, sont des composés organiques ne
contenant que du carbone et de I’hydrogeéne, associés en molécules d’une trés grande
diversité, de la plus simple, le méthane, constituant principale de gaz naturel, au plus

complexe et mal connue qu’on trouve dans les fractions lourdes des pétroles bruts.

Le terme de pétrole ou d’huile couvre une trés grande variété de compositions d’huile
formées par des mélanges d’hydrocarbures et de composés de structures apparentées. Les

constituants appartiennent a quatre familles [2].
I.1.1. Classification

I.1.1.1. Hydrocarbures saturés

Cette famille est constituée d’une part par les paraffines normales (linéaires) et les iso-
paraffines (ramifiées) et d’autre part par les cycloparaffines, appelées aussi naphténes, qui
peuvent étre monocycliques ou polycycliques (cycle a 5 ou 6 atomes de carbone) avec un ou
plusieurs groupements paraffiniques linéaires ou ramifiés (groupe alkyle), branchés sur un ou

plusieurs cycles.
1.1.1.2. Hydrocarbures aromatiques

Ils comprennent les monoaromatiques (benzene et ses dérivés monoalkyles, polyalkyles
et cycloparaffiniques) et les polyaromatiques de 2 a 7 cycles environ qui peuvent contenir en

outre des cycles paraffiniques et des groupements alkyles branchés sur les noyaux.
1.1.1.3. Résines

Les résines regroupent essentiellement les composés contenant un ou plusieurs
hétéroatomes leur conférant un caractére polaire marqué qui se traduit par une rétention

sélective sur des adsorbants de séparation chromatographique ; ce sont principalement des
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composés oxygenés tels qu’aldéhydes, cétones, éthers cyclique et acides, en particulier acide

naphténique, ainsi que des composes azotés.
1.1.1.4. Asphaltenes

IIs sont constitués par des composés hétérocycliques lourds et complexes, dont certains
contiennent en particulier le nickel et le vanadium, qui sont maintenus en suspension
micellaire dans le pétrole par les résines et qui ont la propriété de précipiter lorsque le pétrole
est dilué par un grand volume de paraffine légére liquide (propane, butane, pentane, hexane

ou heptane).

1.1.2. Raffinage

Le raffinage conduit a des produits multiples, répondant chacun a des spécifications
techniques tres strictes. La composition en hydrocarbures variera donc d’un produit a 1’autre

en fonction des bruts utilises et des schémas de raffinage mis en ceuvre [5].

Les produits pétroliers commerciaux sont fabriqués a partir des coupes de distillation
des bruts a pression atmosphérique et sous vide. lls sont caractérisés par des intervalles de
distillation plus ou moins larges, des plus légers, éthers de pétrole aux plus lourds, fioul lourd

et bitume, en passant par les carburants auto, le gazol et le fioul domestique [2].
1.1.3. Gasoil

Le gasoil ou le gazol est un mélange de carburant complexe [6] de plus de 2000
composés, qui ne peuvent étre tous séparés par chromatographie [7,8]. lls contiennent
principalement le naphtaléne et certains de ses homologues alkylés, mais aussi des traces de
polyaromatiques a 4 et 5cycles [2] et de faibles concentrations de soufre, d'azote et d'oxygene

[6]. En revanche, le nombre de carbone est compris entre 11 et 25 [9].

Le gasoil est utilisé dans les moteurs a combustion interne et allumage par compression
(moteurs diesel) utilisés dans diverses applications telles que les automobiles, fourgonnettes,
autobus, camions, locomotives, navires et applications stationnaires (groupes électrogeénes,

par exemple) [6].
e Propriétés physico-chimiques du gasoil

Les propriétés physico-chimiques des polluants organiques permettent de comprendre et
de prédire le devenir de ces molécules dans les différents écosystemes (mobilité, dégradation

abiotique et biotique) [10].
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- Etat physique : liquide ;
- Couleur : jaune paille ;
- Odeur : caractéristique ;
- pH:non applicable ;
- Masse volumique : 820 - 845 kg/m?® (a 15°C) ;
- Température d’ébullition : 180 a 380°C ;
- Densité de vapeur : > 5 (air=1) ;
- Point d’éclair : > 55 °C (1SO 2719) ;
- Température d’auto-inflammation : > = 250 °C (ASTM E 659) ;
- Viscosité : < 7 mm?/s & 40°C ;
- Solubilité : - Dans I'eau : Pratiqguement non miscible ;
- Dans les solvants organiques : Soluble dans un grand nombre de solvants

usuels.
1.2. Pollution des sols par les hydrocarbures

La diversité des produits pétroliers se retrouve dans celle des polluants qu’ils deviennent

une fois émis dans I’environnement a différents stades de leur utilisation [5].
1.2.1. Origine des pollutions

L’origine des pollutions, localisées ou diffuses, est liée aux activités industrielles,

militaires et urbaines, contemporaines ou passées [2]:

- Déversements plus ou moins massifs lors d’accidents de transport d’hydrocarbures par
route ou chemin de fer, lors de ruptures accidentelles d’oléoducs, lors d’incendies ou
d’explosions d’unités de production industrielle ou de cuves de stockage hors sol dans
les centres de distribution, lors des opérations de transfert et de distribution (fausses
manceuvres humaines);

- Fuites d’oléoducs et de cuves enterrées, industrielles (stations-service par exemple)
ou domestiques, résultant souvent de la corrosion des installations ;

- Infiltrations a partir de dépdts de deéchets industriels et urbains contenant des
hydrocarbures, mal stockés et mal contrélés ;

- Déversements et enfouissements volontaires de déchets d’hydrocarbures, liés a des
activités domestiques, artisanales, commerciales, agricoles ou industrielles ;

- Retombées atmosphériques dans les zones urbaines et industrielles ou leurs

périphéries (hydrocarbures volatils, imbralés de combustions diverses).



Chapitre | Revue bibliographigue

1.2.2. Généralités sur le sol

Les sols dans lesquels s’écoulent les polluants sont des milieux complexes et variés.

C’est pourquoi, nous introduisons quelques éléments de physique des sols et de pédologie [5].
1.2.2.1. Définition

Selon la définition de 1’Organisation internationale de normalisation (ISO), le sol
correspond & la couche supérieure de la crolite terrestre. D’une épaisseur de 30 ¢cm en
moyenne, il est constitué de particules minérales, de matiére organique, d’eau, d’air et
d’organismes vivants (racines, faune, micro-organismes). Extrémement lente, sa formation
résulte principalement de processus complexes d’altération des roches et de décomposition de

la matiere organique [11].

Les constituants minéraux et organiques en forment 1’ossature solide ; la solution du sol
est un des vecteurs privilégiés des matieres alors que I’atmosphére du sol représente une

interface gazeuse a ’intérieur du sol et avec le milieu extérieur (tableau I.1) [12].
1.2.2.2. Caractéristiques du sol

Selon la nature des roches initiales, de 1’action des climats et des activites biologiques et
humaines, les couches successives qui le composent ont des caractéristiques physiques,

chimiques et biologiques variables [11].
1.2.2.2.1. Granulométrie

La granulométrie, ou texture, correspond a la répartition des minéraux par catégorie de
grosseur (en fait, diameétre, les particules étant supposées sphériques), indépendamment de la
nature et de la composition de ces minéraux. La granulométrie fournit un renseignement

précieux sur la pédogenese.

A la suite d’une convention internationale, les particules sont classées de la fagon

suivante, en fonction de leur diametre [1] :

- Cailloux et graviers (d > 2mm) : ils sont classés a part, la granulométrie proprement
dite concernant la terre fine (diamétre inferieur @ 2mm) ; leur nature (souvent débris
de roche-mere) est importante a déterminer ;

- Sables : de 2mm a 50um (sables grossiers : 2mm a 0,2mm ; sable fins : 0,2 a 50um) ;

- Limons : de 50um a 2um (limons grossiers : 50um a 20um ; limons fins : 20um a

2pm) ;



Chapitre |

Revue bibliographigue

- Fraction fine: < 2um; cette fraction est communément appelée «argile », on

subdivise souvent les argiles en fines, moyennes et grossieres.

Tableau 1.1 : Les principaux constituants du sol [13].

Constituants solides

Minéraux

Organiques

Constituants liquides

(solution du sol)

Constituants gazeux

(atmosphére du sol)

Désagrégation

Air hors sol, matiere

Selon minéralogie
- Quartz

- Minéraux
silicatés

- Minéraux

carbonatés

lignines, résines

- Matiéres
organiques
humifiées :
acides fulviques
et humiques,

humines

acides organiques et
minéraux, cations et

anions

physique et , . T
o o Décomposition Précipitation, nappe, ) »
Origine altération A ) ) en décomposition,
o des étres vivants ruissellement o
biochimique des respiration
roches
Etat (vivant, Origine (météorique,
Taille mort) .
o phréatique) Origine (air,
Critéres de | (granulométrie) Qualité _ .
I Etat physique organismes)
classement ualité chimique . .
_Q, _ o a (potentiel hydrique) Qualité chimique
(minéralogie) (originelle,
transformée) Qualité chimique
- Organismes
Selon vivants
granulométrie - Organismes
- Squelette morts
(>2mm) - Matiéres eal - gaz de I’air : N,, O,,
- Terre fine organiques ) CO,
o - substances dissoutes : )
(<2mm) héritées : . - gaz issus de la
L glucides, alcools, o
Catégories celluloses, respiration et de la

décomposition des
organismes : CO,,
H,, CHy, NH3




Chapitre | Revue bibliographigue

La classification des textures offre une grande importance dans la mesure ou elle permet
de définir, en combinaison avec la structure, 1’essentiel des propriétés physique du sol [1].

Elle est repérée dans un triangle des textures (figure 1.1) [12].
I est possible de regrouper les textures dans quatre catégories principales [1] :

- Texture sableuse : sol bien aéré, facile a travaillé, pauvre en réserve d’eau, pauvre en
¢léments nutritifs, faible capacité d’échange anionique et cationique ;

- Texture limoneuse : ’excés de limon et I’insuffisance d’argile peuvent provoquer la
formation d’une structure massive, accompagnée de mauvaises propriétés physiques.
Cette tendance est corrigée par une teneur suffisante en humus et en calcium ;

- Texture argileuse : sol chimiquement riche, mais a mauvaises propriétés physiques ;
milieu imperméable et mal aéré, formant obstacle a la pénétration des racines ; travail
du sol difficile, en raison de la forte plasticité (état humide), ou de la compacité (état
sec). Une bonne structure favorisée par 1’humification corrige en grande partie ces
propriétés défavorables ;

- Texture équilibrée : elle correspond a I’optimum, dans la mesure ou elle présente la

plupart des qualités des trois types précédents, sans en avoir les défauts ;
1.2.2.2.2. Porosité

La porosité, ¢’est-a-dire le volume des vides, exprimé en pourcentage du volume total,
divisé lui-méme en deux parties : capacité en air, capacité en eau, est la meilleure expression

de 1I’¢tat actuel de la structure et donne les indications essentielles concernant les propriétés
physiques [1].
1.2.2.2.3. Régime hydrique et taux d’humidité

Le régime hydrique du sol dépend directement des trois propriétés suivantes :

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

- La porositeé définit le volume du réservoir hydrique du sol ;

La quantité totale d’eau retenue par un sol est la différence de poids d’un échantillon
avant (poids frais) et apres (poids sec) dessiccation a 105°C. Rapportée au poids sec, elle
permet de calculer le taux d’humidité pondérale. Cette derniére ne comprend toutefois pas

I’eau fixée chimiquement, par exemple sur des argiles, qui n’est évaporée qu’a 500°C [12].
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Figure 1.1 : Triangle des textures [14].

1.2.2.2.4. pH des sols

Le pH exprime 1’acidité actuelle du sol : c’est le cologarithme de la concentration en

ions H* de la solution du sol.
LessolsapH[1]:

- < 7sontacides;
- =7 sont neutres ;

- > 7 sont basiques ;

Chaque sol présente un pouvoir tampon ; il garantit le maintien d’un systéme physico-

chimique stable, dont profitent la végétation et la microflore [12].
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1.2.2.2.5. Potentiel d’oxydoréduction

L’air du sol contient en moyenne 18 a 20% d’oxygene, ce qui est suffisant pour les
organismes aerobies. Mais, dans ces cas précis, la concentration en oxygéene peut diminuer

fortement, jusqu'a des conditions réductrices.
1.2.2.2.6. Les étres vivants : la microflore

Les organismes vivants du sol sont des bactéries, des champignons, des algues, les
parties souterraines des plantes ainsi que des animaux trés variés. Tous participent d’une
maniére ou d’une autre a la formation et a 1’évolution du sol, en particulier de sa fraction
organique. Leurs nombre et biomasse dans le sol dépassent souvent I’imagination (tableau 1.2)

[12].

Les bactéries du sol jouent un réle important dans le cycle des éléments fondamentaux

du sol, N, S, Fe, Mn en particulier en intervenant dans les processus d’oxydoréduction [1].

Tableau 1.2 : Abondance des organismes vivants du sol [12].

Organismes Nombre approximatif
Par gramme de sol sec Par m?
Bactéries 10° - 10° 10" - 10"
Champignons nd nd

Algues 1000 - 10° 108 - 10°

Protozoaires 10*- 10° 107 - 10"

Faune de sol (sans protozoaires) 0,1-1000 10— 5.10°

Selon les groupes Selon les groupes

*n.d. = non déterminable

1.2.3. Devenir des hydrocarbures dans I’environnement

La connaissance du devenir des polluants dans 1I’environnement est essentielle pour
définir des actions efficaces et realistes en réponse aux probléemes complexes posés. Elle est
indispensable pour évaluer ’acceptabilité des produits vis-a-vis de 1’environnement, pour

apprécier les perspectives et les possibilités de restauration des sites pollués. Les processus

10
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gouvernant ce devenir sont deux types : les phénomeénes physico-chimiques d’une part, et la

biodégradation d’autre part [5]. Cette derniére est I’un des processus les plus importants [15].

La contamination par les hydrocarbures modifie la texture du sol, diminue la teneur en

argile et augmente celle du sable. Ce changement de texture du sol peut étre attribué a

I'adsorption des hydrocarbures sur les colloides minéraux du sol tel les argiles et les

substances humiques. La contamination par les hydrocarbures se traduit également par une

diminution du pH et une augmentation significative de la conductivité [16].

X/
£ %4

X/
L X4

% Evaporation : ce phénomeéne touche les fractions de faible poids moléculaires et
dépend des conditions atmosphériques [17]. L'évaporation est généralement le
principal processus daltération au cours des premiers jours qui suivent un
déversement. Elle peut étre responsable de la perte d’un a deux tiers de la masse
d'un déversement en l'espace de quelques heures ou d'une journée [18,19],
pouvant conduire a une pollution atmosphérique [3,17]. Dans le cas de sols
pollués par du pétrole brut a raison de 5%, la fraction volatilisée varie entre 10,5
et 33,1 % avec une moyenne de 21,0+2,4% [20]. Dans les processus de
décontamination des sols, le taux d’enlevement des hydrocarbures par
volatilisation se situe entre 14 et 35% [21] et entre 48 et 97% [22] ;

Solubilisation : un hydrocarbure est d’autant plus soluble que sa masse moléculaire

est faible et que sa polarité est élevée [23]. Il est important de noter que ces

hydrocarbures solubles sont parmi les plus dangereux pour 1’environnement, ils sont
difficiles a éliminer et sont adsorbés par la faune et la flore [3,17] ;

Sédimentation : c¢’est le passage du pétrole de la surface vers le fond [17]. Elle est le

fait des fractions les plus lourdes qui conduit a la formation d’agrégats de haute

densité difficilement biodégradables par voie naturelle ;

Photo-oxydation : elle touche plus particulierement les composés aromatiques (non

volatils et photosensibles) présents en surface et les vapeurs atmosphériques. Elle

conduit a la formation de nombreux composés chimiques [3] ;

Biodégradation naturelle : est un processus non intrusif dont 1’utilisation peut étre

envisagée lors de la remédiation des sites contaminés [24]. On parle alors

d’atténuation naturelle (ou remédiation passive), comme outil de remédiation. Elle a

été développée par I’'US-EPA [25] sous le nom d’atténuation naturelle contrdlée, elle

vise a exploiter les mécanismes naturels impliqués dans ce phénomeéne. Les micro-

organismes jouent un réle crucial dans le devenir des polluants, notamment dans la

11
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dégradation des hydrocarbures pétroliers. L’effet des hydrocarbures sur les
communautés microbiennes fait intervenir des mécanismes complexes dépendant de
leurs capacités métaboliques, influencés par les parametres environnementaux et la

durée d’exposition aux polluants [26, 27, 28].

Des études de terrain s’accordent pour estimer que I’atténuation naturelle est lente, avec

un temps de demi-vie d’au moins deux ans [29] et un rendement d’élimination de 1,7% [18].
1.2.4. Principaux parametres régissant le devenir des polluants dans le sol

Le comportement et le devenir des polluants est complexe et est fonction [30] :

+ Des conditions de déversement et de la quantité déversée ;

+«+ Des conditions spatiotemporelles de pression et de température dans le sol et des
conditions climatiques ;

« Des variations verticales de perméabilitt et la porosité qui influenceront
principalement le transport du polluant dans la phase liquide mobile dans laquelle il
est dissout (advection) ;

+¢ De la saturation en eau (perméabilité relative) ;

++ Du temps de contamination et de I'activité biologique du milieu souterrain ;

+ De la complexité des melanges, les fractions les plus légéres pouvant se déplacer plus
rapidement que les composés les plus lourds et les plus visqueux qui restent liés a la

matrice du sol.
1.3. Biodégradation des hydrocarbures

La biodégradation est une réaction de type redox qui aboutit a la dégradation des
molécules organiques sous 1’action de micro-organismes indigenes (autochtones) ou rapportés

(allochtones) [22, 31, 32]. La figure 1.2 résume le processus.

i
Ho D

Substrat - -

carboné mrn-c-rganiSmEE

C.H e
L e m —— B
Mouwvelles cellules
Elameants mimnsSraus de micro-organismes
M, P IE\.H:.-'D:“‘V-'

Figure 1.2 : Processus de la dégradation d’un substrat organique [33].

12
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Le processus se développe selon une réaction en chaine, ou les composés carbonés sont
transformés (par cassures successives) en molécules de moins en moins complexes, jusqu’a
I’obtention de sous-produits simples, généralement CO, et H,O (la minéralisation). Les

produits de transformation sont appelés métabolites.

En conditions oxydantes (aérobie), le role d’oxydant est tenu par 1’oxygene. En
conditions réductrices (anaérobie), ce role est tenu par les nitrates, les sulfates, le méthane
[34].

1.3.1. Biodegradation du gasoil

La dégradation du gasoil commercial a €té étudiée par plusieurs auteurs. Beaucoup de
ces études réalisées avec des microcosmes de sol rapporté la dégradation incomplete de gasoil
[35], et d’autres indiquent que le taux de biodégradation peut étre proche de 100% lorsque les

alcanes linéaires sont abondants [3].

La biodégradation du gasoil dépend de sa compostion. C’est ainsi que le taux de
biodégradation varie entre 60 et 73% [9] et entre 70 et 90% [29].

A la fin d’un traitement biologique, les n-alcanes sont complétement éliminés alors que
la concentration des molécules lourdes est considérablement réduite [35]. Et 67 a 98% d’une

fraction du gasoil (Cy5 — Cy5y) sont dégradés apres 30 jours de traitement [36].

L’augmentation du débit d’air ou de la température augmente considérablement le
processus de dégradation biologique du gasoil [37]. Par ailleurs, une atténuation compléte du

gasoil est obtenue au bout de 74 jours [38].

La biodégradation anaérobie du gasoil a été étudié dans des réacteurs anaérobies a
boues de sol en utilisant divers accepteurs d’électrons (sulfate, nitrate,...). Les meilleurs
résultats sont observés dans le cas d’un mélange d’accepteurs d’¢lectrons suivi du sulfate. Le
taux d’enlévement du gasoil apres 290 jours de traitement atteint 80,5% dans le cas d’un
mélange d'accepteurs d'électrons et 55% dans le cas du sulfate. Enfin, cette étude a mis en
évidence que la population microbienne hétérogéne endogene a les capacités métaboliques
pour dégrader le gasoil [34].

13



Chapitre | Revue bibliographigue

1.3.2. Facteurs influencant la biodégradation des hydrocarbures

L'application réussie de la technologie de bioremédiation pour les systemes contaminés
nécessite la connaissance des caractéristiques du site et les parametres qui affectent la
biodégradation microbienne des polluants [39, 40, 41, 42]. Cependant, un certain nombre des
facteurs limitants ont été reconnues pour affecter la biodégradation des hydrocarbures [43]
dont [33]:

v' La disponibilité d’accepteurs d’électrons absolument nécessaires a [’action
microbienne (oxygene) ;

La teneur en eau (humidité);

Le pH;

La température ;

La disponibilité de nutriments minéraux (N et P) ;

AN N NN

La nature du polluant, sa concentration dans le milieu et son accessibilité.

1.3.2.1. pH

Le pH du milieu peut affecter I’activité microbienne. La plupart des bactéries sont
capables de se developper dans un intervalle de pH allant de 5 a 9, avec un optimum se situant
aux alentours de 7 [33, 44].

1.3.2.2. Humidité

La présence d’eau est évidement nécessaire pour le bon déroulement des processus
biologiques, mais I’humidité assure également un role protecteur car elle permet de diluer la

concentration du polluant et donc d’atténuer sa toxicité directe pour les microorganismes [5].

Les taux d’humidité du sol inférieurs a 2% limitent la croissance microbienne et les vitesses
de biodégradation [33, 45]. Les taux d’humidité préconisés dans la littérature, varient selon
les auteurs, certains proposent 10% [33], 14% [45], ou un taux d’humidité supérieur a 15%
tandis que d’autres suggérent qu’il soit ajusté a 60% de la capacité de rétention d’eau du sol

[39].
1.3.2.3. Température

La température est également importante, elle joue un réle dans la biodégradation des
hydrocarbures pétroliers. D'abord, par son effet direct sur la chimie des polluants, et d'autre
part, son effet sur la physiologie et la diversité dans le milieu microbien [46]. Globalement,

14
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I’activité double quand la température augmente de 10°C, jusqu'a un optimum de 37°C pour

les bactéries mésophiles [5].

Le métabolisme microbien et la biodégradation des composés organiques augmentent
avec I’augmentation de la température [47, 48] ; cette derniére ne semble pas avoir un effet
marqué sur 1’abondance des micro-organismes totaux et hétérotrophes mais induit une légere

augmentation des micro-organismes spécifiques de la dégradation des hydrocarbures [49].

L’augmentation de la température de 21°C a 30°C accélere la cinétique initiale
d’enlévement des hydrocarbures mais le taux d’enlévement ultime reste inchangé. Cela
suggere que c’est le phénomeéne de désorption qui limite le taux d’enlévement des

hydrocarbures et non 1’activité biologique [50].

Le taux de dégradation des hydrocarbures diminue avec la diminution de la
température de 20 a 5°C quand la population microbienne est en phase de croissance. En
revanche, le taux de dégradation est indépendant de la température en phase stationnaire [47].

1.3.2.4. Nutriments

Si les hydrocarbures sont une source de carbone et d’énergie pour les microorganismes,
ils n’apportent pas les nutriments essentiels a la croissance microbienne. Les principaux
facteurs limitant dans le sol sont I’azote et le phosphore ainsi que le potassium, le fer, le
soufre et d’oligo-éléments & des concentrations plus faibles pour assurer la croissance de la
microflore [5]. Les sols contaminés ou les teneurs en N et P sont faibles, nécessitent 1’ajout

des nutriments pour améliorer la biodégradation des polluants pétroliers [51,52].

En général, le rapport (carbone/azote/phosphore) est considéré comme optimal pour
(C/N/P) = 100/10/1 [33, 38, 39, 53]. Et selon d’autres chercheurs, le rapport C/N est optimal
pour la biodégradation s'étend de 14/1 [54] jusqu'a 560/1 [55].

Des essais de bioremeédiation pendant 10 jours de sol pollués par des hydrocarbures
dans des réacteurs agités ont mis en ¢vidence un taux d’enlévement des hydrocarbures plus
important de 76% comparé a 66% dans le cas de sol amendé par des produits inorganiques.
Une augmentation de la population bactérienne est également observée. L'addition de
consortium bactérien pour différents amendements augmente de facon significative le taux

d’enlévement des hydrocarbures [3].
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1.3.2.5. Oxygéne

C’est le plus important des facteurs, a savoir la disponibilité en accepteurs d’électrons
qui constitue, dans la majorité des situations, 1’élément limitant au deéveloppement des

processus microbiologiques, dans les sols [33].

L’oxydation par I’oxygene semble étre le mécanisme primaire dans la biodegradation

des hydrocarbures [56].

Le processus biologique aérobie est spécialement souhaitable pour la remédiation des
sols contaminés par le diesel [35]. Lorsque 1’oxygéne est consommé par les micro-
organismes, une nouvelle biomasse est synthétisée [57]. La concentration en oxygéne doit étre
supérieure a 10% pour stimuler la dégradation par voie aérobie [48, 58]. La dégradation
anaérobie des composés hydrocarbonés par les micro-organismes peut se produire mais les

cinétiques sont beaucoup plus lentes que celles de la biodégradation aérobie [18].

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

I’oxygene dans le sol.

En général, les taux de conversion et les cinétiques de biodégradation dans des
conditions aeérobies sont considérablement plus eleves que ceux dans des conditions
anaérobies [18,35].

1.3.2.6. Polluants

La vitesse de dégradation des composés organiques dépend de leur structure chimique.
A titre d’exemple, dans la famille des hydrocarbures, ce sont les n-alcanes qui sont le plus
rapidement métabolisés, les hydrocarbures aromatiques polycycliques a nombre de cycles
élevés (> 4) sont plus résistants. Plus une molécule est substituée, plus elle est difficile a
dégrader, la position des substituants jouant un réle important puisque les positions ortho et
méta augmentent la résistance des molécules, comme le font aussi les substitutions sur le

carbone en alpha, comparativement a celles en oméga.

La résistance d’un produit peut découler de sa trop forte concentration qui provoguera

I’inhibition ou I’inactivation des micro-organismes [18].
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1.4. Réhabilitation des sols

D’importants et rapides progres en recherche ont permis le développement de
nombreuses techniques de traitement des sols contaminés nécessitant une réhabilitation parce
qu’il présente un risque pour I’environnement. Le choix des techniques de traitement
nécessite la compréhension de son principe de fonctionnement et de ses contraintes de mise
en application, étroitement liées a des considérations d’environnement (pédologie, polluants
présents, biodégradation, biotransformation, toxicité, risque encourus en utilisant tel ou tel
traitement, etc.) [59].

Ces techniques peuvent étre classées généralement suivant leur mode d’exécution, soit

en ’occurrence ; techniques in situ, et techniques ex situ.

Chague technique peut avoir quatre procédés différents ; les procédés thermiques, les
procédés physiques, les procédés chimiques et les procédés biologiques. Un résumé des

techniques disponibles ainsi que leur application est donné dans le tableau 1.3.
o Biotraitabilité d’un sol contaminé

L’étude de traitabilité d’un sol contaminé représente une étape préalable et obligatoire
dont les résultats vont aider a la prise de décision sur la réalisation d’un traitement et sur le

choix de la technique la mieux adaptée a la résolution du probleme posé.

Plusieurs types d’analyses devront étre effectués sur des échantillons de sols prélevés a

plusieurs endroits et profondeurs du terrain pollué [33] :

- Des analyses physiques afin de bien connaitre les caractéristiques du sol (nature,
granulométrie, perméabilité...) et d’évaluer leurs influences sur 1’activité des micro-
organismes ;

- Des analyses chimiques (nature, teneur, présence de contaminants minoritaires, par
exemple des métaux qui pourraient inhiber les phénomeénes microbiologiques,
concentration en nutriments minéraux, oxygéene...) afin de bien préciser les limitations
aux processus biologiques ;

- Des analyses microbiologiques permettant de vérifier la présence et la capacité des

micro-organismes du sol a dégrader les polluants en place.
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Tableau 1.3 : Classification des techniques de réhabilitation des sols contaminés [60].

Catégorie de .
_g Processus Exemple (s) Nature de la pollution
traitement
- Solvants chlorés
Injection de vapeur .
) volatils
Thermique . ,
chauffage imposé par
fréguence radio, vitrification
D s . Solvants chlorés
injection d’air .
volatils
Lavage des sols,
Physique vitrification,
stabilisation/solidification,
In sit extraction sous vide,
nsitu réhabilitation,
électrochimique
- Oxydation, reduction
Chimique y .
chimique
Atténuation naturelle,
extraction triphasique
biologique (bioslurping),
Biologique biosparging
Volatils résiduels,
bioventilation huiles et lubrifiants
du gasoil
Thermique Incinération, vitrification
Lavage des sols,
Physique stabilisation/solidification
vitrification
Neutralisation
Ex situ Semi-volatils
Chimique . halogénés, volatils et
extraction par solvants . .
semi-volatils non
halogénés, PCB
Biologiaue biotertres, bioréacteurs
gig Gasoils, PCB

Biopiles

1.5. Bioréacteurs

Les techniques de bioremédiation hors site sont plus rapides, plus faciles a contréler, et

adaptées pour traiter un large éventail de contaminants et de types de sol que les techniques in

situ. Parmi les techniques ex situ, les bioréacteurs sont davantage utilisés lorsque la pollution

est importante et permettent en outre, le contréle des parametres environnementaux (pH,

température, nutriments, taux d’humidité...).
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Un bioréacteur peut étre défini comme une enceinte de confinement qui contient un

milieu fixe ou en suspension de biomasse et qui opére de fagon aérobie ou anaérobie [61].

Ces reacteurs fonctionnent soit en continu soit en discontinu, les temps de séjour variant
avec la biodégradabilité des polluants. lls accéléerent considérablement la vitesse de
dégradation des polluants et présentent plusieurs avantages dans le cadre des réacteurs gaz-

solide-liquide :

Meilleur contréle des parametres de culture (pH, température, nutriments) ;

Oxygénation plus efficace ;

Contact entre micro-organismes et polluants plus intimes ;

Transfert de matiere et thermique accrus ;

Maintien des conditions optimales de biodégradation par sélection de souches

adaptées ;

Les micro-organismes sont soit ceux du sol concerné, soit des micro-organismes extraits
du méme sol (endogenes) ou d’autres sites pollués et adaptés aux polluants a traiter, ou un

consortium de souches pures dégradantes [62].
Deux types de réacteurs sont en géenéral utilisés :
1.5.1. Bioreacteurs a boues activees

Dans les bioréacteurs a boues, le sol tamisé au préalable est mis en suspension dans
I'seau moyennant une agitation mécanique, avec des pourcentages de solide compris entre 20 et
70% en masse [63,64]. Les vitesses d’agitation utilisées doivent étre réduites mais suffisantes

pour maintenir le sol en suspension et réduire le cisaillement du floc microbien.

En général, I'aération est assurée par de l'air comprimé a partir des diffuseurs situés au
fond du réacteur. L'air est saturée en eau au préalable pour réduire les pertes par évaporation
et les débits d’air sont ajustés pour maintenir une teneur en oxygene dans le réacteur proche
de celle de saturation, c'est-a-dire approximativement de 6,5 mg/L, la teneur en oxygene étant

directement liée au débit d’aération [65].

La circulation dair et la vitesse d'agitation sont des facteurs importants affectant
I'efficacité de la biodégradation dans les bioréacteurs a boues. L’aération combinée a un
systeme d’agitation vise a améliorer les transferts d’oxygene et les contacts entre les phases

biotique et abiotique.
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Rhykerd et al. [77] ont étudi¢ et comparé I’influence de deux méthodes d’aération
(labourage, aération forcée) en présence et en 1’absence d’agents de tassement utilisés pour
augmenter la porosité dans le cas d’un sol pollué a 10% d’hydrocarbures totaux de pétrole
(TPH) durant 30 semaines. La teneur en TPH diminue dans tous les cas tandis que la présence
d’agents de tassement accélére le processus de bioremédiation. La cinétique est beaucoup plus
importante durant les 12 premiéres semaines du traitement ou les TPH ont diminué de 82%

dans le cas le plus favorable comparé a 33% dans le cas le plus défavorable.
1.5.2. Bioréacteurs en phase solide

Dans les bioréacteurs en phase solide, I’eau est introduite pour maintenir un taux
d'’humidité suffisant et constant. Ce bioréacteur est peu colteux, il exige une faible quantité
d'énergie pour I'aération forcée ce qui rend la bioremédiation en phase solide plus attrayante
car plus rentable méme lorsque les durées de traitement sont trés longues. Toutefois,
I’enléevement non uniforme des hydrocarbures, les faibles cinétiques et taux de
biodégradation ; attribués a une distribution non homogene des nutriments et des micro-

organismes dans le sol ; réduisent souvent l'efficacité de traitement en phase solide [64].
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Ce chapitre est consacré a la description du matériel et des méthodes utilisées dans le
cadre du traitement d’un sol pollué par du gasoil sous des conditions aérobie et la

détermination des caractérisations du sol.
I1.1. Description du dispositif expérimental

Le dispositif expérimental schématisé sur la figure 11.1, a été mis en place a I’échelle du
laboratoire. Il est composé essentiellement d’un réacteur a lit fixe aéré a I’aide d’un ou deux
diffuseur(s) d’air relié(s) a une pompe d’aquarium. Le réacteur a lit fixe est un bécher d’une
capacité d’un litre, d’un diamétre intérieur de 9,5cm et d’une hauteur de 17cm, a I’intérieur
duquel une couche de gravier est surmontée d’un distributeur (toile en tissu) sur lequel repose
une quantité de sol a traiter. L’aération (alimentation forcée) est assurée a 1’aide d’un ou deux
diffuseur(s) enfoncés dans la couche de gravier. La pompe d’aquarium peut délivrer trois

débits d’aération.

Figure 11.1 : Schémas d’un bioréacteur aéré.

1. Becher 1L ; 2. Sol a traité ; 3. Couvercle ; 4. Distributeur ; 5. Support (gravier) ;
6. Diffuseur d’air ; 7. Pompe d’aquarium ; H. Hauteur du sol a traité ;
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Figure 11.2 : Bioréacteur aéré.

11.2. Caractéristiques du sol

11.2.1. Caracteristiques physico-chimiques

11.2.1.1. Analyse granulométrique

La répartition selon la taille est obtenue par 1’analyse granulométrique par la méthode
du tamisage (annexe 1). Cette opération consiste a placer un échantillon représentatif de
particules solides dans un appareil de tamisage comportant plusieurs tamis d’ouvertures
déterminées disposés dans le sens décroissant des ouvertures des mailles de haut en bas. Les
particules dont les dimensions sont inférieures a celles des ouvertures traversent le tamis
lorsqu’il est mis en vibration, alors que les plus grosses particules sont retenues. A la fin de

I’opération, la masse du solide recueillie sur chacun des tamis est pesée.

Donc, les différents diamétres moyens peuvent étre déterminés comme suit :

e Diameétre arithmétique : d, = Zimid; (1.2-1)
2im;
. \ . . _ Yim;
e Diametre harmonique : dy = T (1.2-2)
i

22



Chapitre Il Matériel et méthodes

Avec :
m; : la masse du solide recueilli dans le tamis i (g) ;

di : le diaméetre moyen des deux tamis consécutifs de diametre dr; et dri.1y (Um).

_drg_ptdrg
o 2

Tel que : d; (11.2-3)
11.2.1.2. Masse volumique

La masse volumique d'un sol consiste a définir le poids de celui-ci par unité de volume.
Elle est déterminée par la méthode de 1’éprouvette graduée (annexe 2) dont le principe
consiste a introduire une masse bien déterminée du solide dans une éprouvette graduée et a
combler les interstices avec de 1’eau jusqu'a un certain volume. La masse totale du systeme m;

ainsi obtenu est :
m; = mg+mp+m,, (1.2-4)
Et le volume total du solide immergé est :
V,= Vg + Vp (11.2-5)
Avec :
mt : masse totale () ;
ms : masse du solide (g) ;
Mex : masse d’eau en exces (Q);
mMp : masse de 1’eau dans les pores (g) ;
Vp : volume d’eau emprisonné dans les pores (cm®);
Vs : volume du solide (cm®);

Vit : volume apparent du solide (cm®).

La masse volumique du solide ps s’écrit donc :

pg=—==_18 (11.2-6)
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Avec :

Vp = "‘T‘pﬂ (11.2-7)
Et Mey = Vex . Peau (11.2-8)
11.2.1.3. pH

Le pH du sol est déterminé selon la norme (NF 1SO 10 390) comme suit :

(10 £ 0,1) g de terre fine mélangés avec 25mL d’eau distillée dans un bécher haut de 100mL,
qui sont agités énergiquement avec une baguette en verre pendant quelque minute, puis laissés

reposer pendant 2 heures. La lecture est ensuite effectuée a 1’aide d’un pH-metre.
11.2.1.4. Humidité

L’humidité est déterminée selon la norme (NF X 31-102). Le principe est un séchage a

I’étuve a 105°C d’une masse donnée de 1’échantillon du sol pendant 24 heures.
L’humidité résiduelle (Hu) exprimée en pourcentage de 1’échantillon de sol est égale a :

mo—my

Hu(%) = T x 100 (1.2-9)
Ou:
My : masse de la prise d’essai avant séchage (g) ;
m; : masse de la prise d’essai apres séchage (g) ;
Hu : taux d’humidité (%)
11.2.1.5. Nutriments

Les méthodes de dosage des nutriments sont effectuées aprés leur extraction de la

matrice du sol (annexe 3).
11.2.1.5.1. Nitrites

Selon la norme (ISO 677-NF EN 26777), les nitrites sont dosés par la méthode de
réactif de diazotation (annexe 3). La diazotation de 1’amino-4-benzénesulfonamide par les

nitrites en milieu acide et sa copulation avec le dichlorure de N-(naphtyl-1) diamino-1,2-
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éthane donne un complexe coloré pourpre susceptible d’un dosage calorimétrique a la

longueur d’onde A=537 nm (annexe 3).
11.2.1.5.2. Nitrates

Selon la norme (NF T 90 102), les nitrates sont transformés en dérivé nitro-phénol-sulfonique

coloré au moyen d’acide sulfophénique (par la méthode de réactif sulfophénique) annexe 3.
11.2.1.5.3. Azote ammoniacal

Selon la norme (NF 90-015), I’azote ammoniacal est dosé par le réactif de Nessler. En
présence d’hydroxyde de potassium ou de sodium, il se produit une réaction entre les ions
NH;" et le réactif de Nessler (iodo-mercurate de potassium alcalin) avec formation d’un
composé de coloration variant du rouge au brun. L’ajout dans le milieu réactionnel de tartrate
double de sodium et de potassium a pour réle d’éviter la formation d’un trouble di a

I’interférence du calcium et du magnésium présents dans la solution du sol (annexe 3).
11.2.1.5.4. Phosphore

Le phosphore est dosé selon la norme (NF EN 1189). Les ions ortho-phosphates en
solution acide (H,SO,) et en présence d’ions molybdate d’ammonium et le tartrate double
d'antimoine et de potassium forment un complexe d’antimonyl-phosphomolybdate qui apres
réduction par ’acide ascorbique, donne un complexe de molybdéne fortement coloré en bleu

susceptible d’un dosage calorimétrique a la longueur d’onde A=800 nm (annexe 3).
11.2.1.6. Demande chimique en oxygene

Méthode de reflux en systeme fermé suivi d'un dosage par colorimétrie avec le
bichromate de potassium, selon le centre d’expertise en analyse environnementale du Québec
[67]. La matiére oxydable contenue dans un échantillon est oxydée par chauffage a reflux en
milieu fortement acide avec une quantité connue de bichromate de potassium dans une
éprouvette fermée. La consommation d'oxygene par I'échantillon provoque un changement de
couleur dont I'absorbance est proportionnelle a la quantité de bichromate de potassium réduit

et se mesure en équivalent d'oxygene (annexe 3).
11.2.1.7. Carbone organique

Selon la méthode Anne (NF ISO 14235), la détermination de la teneur en matiére
organique MO du sol passe par le dosage du carbone organique du sol qui se fait par
oxydation a chaud avec une solution de bichromate de potassium en milieu sulfurique (source

de chaleur). La quantité de bichromate doit étre en exces par rapport a la quantité nécessaire a
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I’oxydation du carbone organique du sol. L’exces de bichromate de potassium qui n’a pas
réagi est ensuite titré par une solution de sel de Mohr en présence de diphénylamine (annexe
3).

Le carbone organique est calculé a partir de 1’équation suivante :

(r-x9)x0,615x(100/,,,)(100/,)
1000

CO(%) = (11.2-10)

Tel que :

X’ : volume de la solution de sel de Mohr utilisé pour doser I’échantillon de sol (mL) ;
Y : volume de la solution de sel de Mohr utilisé pour le dosage du témoin (mL) ;

P : poids de la prise d’essai (g) ;

V’ : volume de I’aliquote (20mL) ;

CO : carbone organique (%).

11.2.2. Caractéristiques bactériologiques
11.2.2.1. Méthode de dilution

Cette analyse est basée essentiellement sur le dénombrement de la population
microbienne autochtone présentes dans un échantillon du sol, en utilisant la méthode de

dilution et ensemencement sur boite de pétri.
% Préparation des échantillons

Un échantillon de 1g de sol est mis dans un tube contenant 10mL d’eau physiologique
stérile et la suspension est agitée pendant une minute. A partir de cette suspension, on
récupere la solution mere et a partir de cette solution, on prépare une série de dilutions dans
des tubes a essai stérile contenant chacun 9mL d’eau physiologique. 1l s’agit de prélever ImL
de la solution mere a 1’aide d’une micropipette stérile, que 1’on transfére dans le premier tube
d’eau physiologique pour obtenir une dilution de 10™. 1mL est ensuite prélevé de ce premier
tube pour étre transféré dans un deuxiéme tube pour obtenir une dilution de 107, et ainsi de

suite jusqu'a la dilution voulue.
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« Ensemencement sur boites de Pétri

ImL de chacune des dilutions est prélevé a ’aide de micropipette et est mis dans une
boite de Peétri. 10 a 15mL de gélose nutritive liquéfiée (tempérée a 45°C) sont ensuite coulés
dans les boites de pétri que 1’on étale pour mélanger uniformément (par rotation et
mouvement de huit) le milieu nutritif et I’inoculum. Laisser solidifier la gélose sur une surface
a niveau plane. Aprés une incubation de 24 a 48 heures a 30°C, les colonies développées sont
dénombrées. Une moyenne des nombres de germes pour chaque dilution dénombrable est

exprimée en unites formant les colonies UFC/g.
11.2.2.2. Méthode gravimétrique

Cette méthode est utilisée pour déterminer la masse des micro-organismes présents dans
le sol. Une quantité de 1g de sol est mise dans 9mL d’eau physiologique stérile, la solution est
ensuite agitée pendant 1h, puis laissée a décanter. Un volume de 4mL est préleve, pesé, puis

mis dans I’étuve a 105°C pour le sécher jusqu’a obtention d’un poids constant.
11.2.3. Hydrocarbures du sol

L’extraction des hydrocarbures du sol a été réalisée dans un extracteur ultrason (firm
Bioblock 88155) a température ambiante en utilisant le solvant dichlorométhane par la
méthode de bi-lavage. Le mélange (dichlorométhane + extrait) est filtré au préalable. La
détermination des hydrocarbures totaux (TPH) du sol est réalisée par pesée de 1’extrait
recueilli aprés évaporation du solvant en utilisant un rotavapor (firm Buchi Rotavapor R 1)

(annexe 4).
% Densité du gasoil

La mesure de la densité du gasoil est effectuée a 1’aide d’un densimétre a une température

de 20°C (annexe 4).
11.2.4. Débit d’air

Le débit d’air entrant dans chaque réacteur a été assuré par une pompe d’aquarium a

deux sorties avec trois débits différents, est déterminé expérimentalement comme suit :

Dans une éprouvette de 1000mL remplie d’eau, on place un ou deux diffuseur(s) d’air
relié(s) a une pompe d’aquarium, on renverse le systéme et on le plonge dans un sceau rempli
d’eau. Apres avoir mis la pompe en marche, on note le volume d’eau chassé par 1’air dans

I’éprouvette et le temps correspondant. Les résultats sont donnés dans I’annexe 5.
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Le débit d’air est calculé comme suit :

4

Q=-

t

Avec :
V : volume d’eau chassé par I’air (mL) ;

t : temps correspondant au volume d’eau chassé par I’air (s) ;

Q : débit d’air de la pompe (mL/s) ;

(11.2-11)
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Chapitre 111 Résultats expérimentaux et discussions

L’objectif de notre travail est d’¢tudier I'influence de 1’aération sur la bioremédiation
d’un sol pollué par du gasoil dans un bioréacteur gaz-solide sous des conditions aérobies. A
cet effet, nous suivrons 1’évolution temporelle de la biomasse (dénombrement et matiere
séche des micro-organismes), des hydrocarbures totaux (TPH) et de I’humidité maintenue
constante durant toute 1’opération de traitement. Le traitement biologique portera sur des
systémes biotiques et abiotiques afin d’évaluer les taux et les cinétiques d’enlévement et de

biodégradation du gasoil dans le cas du sol étudié.

Six réacteurs (figure 111.1) sont utilisés simultanément en faisant varier la masse et par
conséquent la hauteur du sol (stérile et non stérile), ainsi que le débit d’aération selon que soit

utilisé un ou deux diffuseurs reliés a la pompe d’aquarium.

Pour s’assurer des conditions de fonctionnement d’un réacteur en lit et minimiser les
pertes de gasoil par évaporation et transport [3], nous avons opté pour le plus faible débit
d’aération et par conséquent la plus faible vitesse d’aération (Uaération << Umf — annexe 5).

Le tableau I11.1 représente les différents systemes utilisés.

Tableau I11.1 : Les différents systemes utilisés.

Systéme Biotique Abiotique
Dénomination H1DINS H2D1NS H2D2NS H1D1S H2D1S H2D2S
Hauteur (cm) 4 8 8 4 8 8

Masse (g) 300 600 600 300 600 600
Débit (cm?/s) 16,89 16,89 33,78 16,89 16,89 33,78

Nombre de 1 1 2 1 1 2
diffuseur
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Figure I11.1 : Dispositif expérimental avec les différents systemes utilisés.

Le traitement du sol en bioréacteur nécessite des opérations d’homogénéisation, de
tamisage. .., une caractérisation physico-chimique et biologique préalable du sol afin de réunir
les conditions environnementales (la présence de micro-organismes appropriés, la

disponibilité des nutriments, le pH, le taux d’humidité¢,...) optimale de biodégradation.
111.1. Etude du sol

Le sol étudié est un mélange équimassique de deux sols. Les deux sols (soll et sol2) qui

proviennent :

> de la plage de Boumerdes (est Alger) a coté d’une bouche d‘égout pour le sol 1;

» de I’école nationale polytechnique pour le sol 2.

Le prélevement est effectué selon la norme (NF X 31-100) dont le principe consiste a
exécuter un certain nombre de prélévements elémentaires dans une zone présumée homogéne

et une couche de profondeur donnée.

Le sol a été séché a I’air libre et tamisé a travers un tamis de 0,8mm de diamétre, seules
les particules inférieures a 0,8 mm ont été prises en considération. Il a été ensuite

homogénéisé par la méthode des quartiers selon la norme (NF X 31-412).
I11.1.1. Caractéristiques physico-chimiques du sol

Les caractéristiques physico-chimiques du sol avant contamination par le gasoil sont

présentées dans le tableau I11.2.

La détermination de ces caractéristiques est d’une grande importance puisqu’elle nous

donne I’idée préliminaire sur le volume du sol, sur les performances de ’aération et sur son
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comportement vis-a-vis de 1’eau et de la biomasse qui conditionnée par les tencurs en

nutriments, le pH et ’humidité.

Tableau I11.2 : Caractéristiques physico-chimiques du sol.

dp (um) 345 pH 7.9
p (g/cm®) 2,13 Hu (%) 0,94

& 0,52 NO, (g/g) x 10° 9.11
B (cm/h) 14,18 NO,* (g/g) x 10° 7,77
% sable 27,54 NH," (g/g) x 10° 7,42
% limons 58,46 PO,* (g/g) x 10° 6,12
% argiles 14,00 MO (%) 4,44
Texture limoneuse CO(%) 2,58

Le sol étudié est de texture limoneuse, la teneur en limon (58,46%) est en exces peuvent
provoquer la formation d’une structure massive. La mesure de la perméabilité ( = 14,18cm/h
=3,93x10™° m/s < 6x10™ m/s) donne aussi une texture limono-sableuse, cette valeur permet

une perméabilité modérée (oxygénation des bactéries) [1].

Nous remarquons que, le taux d’humidité est treés faible (< 2%) et constitué par
conséquent un facteur limitant de la croissance microbienne et les vitesses de biodégradation
[33, 45].

Le pH du sol est légerement alcalin et est dans I’intervalle optimal 5 < pH < 9, il est
donc favorable pour la croissance des bactéries autochtones dégradantes des hydrocarbures
[33, 44].

Les teneurs intrinséques du sol en nutriments indispensables a 1’activité et au
développement des micro-organismes sont tres faibles dans le cas d’une pollution par le gasoil
a 1%. En effet, le rapport molaire C/N/P est de ’ordre 330/12,75/1, comparé aux rapports
optimums donnés par la littérature qui sont de 100/10/1 [33, 38, 39, 53] et de Redfield
106/16/1 [71], ce qui nécessitera 1’ajout de 1’azote et du phosphore [3] pour améliorer la

biodégradation des polluants [51,52].
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111.1.2. Caractéristique bactériologique du sol

L’analyse biologique du sol met en évidence que les micro-organismes sont largement
présents dans le sol avant pollution (1,1 x 10° UFC/g). D’aprés les donnés de la littérature, la

présence minimale est de 10° UFC/g de sol dans le cas d’un traitement biologique [66].
111.2. Pollution du sol

La pollution du sol par le gasoil a été faite au niveau du laboratoire & raison de 10g de
gasoil/kg de sol sec biotique et abiotique (soit 12,16mL/kg), le sol abiotique étant un sol
stérilisé a 1’étuve a 105°C pendant 48h [73]. L’addition du gasoil n’affecte pas la valeur de
pH qui demeure constant.

Les échantillons des sols pollués biotique et abiotique sont humidifiés a 15% [45] et
amendés en azote sous forme de NH4CI et en phosphore sous forme de KH,PO, selon le
rapport C/N/P : 100/10/1. Ils ont été conserves en absence de la lumiere et a la température
ambiante dans une enceinte fermée pendant 3 jours afin que la flore autochtone puisse

s’adapter au milieu, pour étre ensuite traités dans un réacteur gaz-solide aéré durant 30 jours.

Dans le cas des systemes abiotiques de référence, aprés addition du gasoil, des
nutriments et de 1’cau, une solution de chlorure de mercure HgCl, (4%) a raison de

12,5mL/kg y est injectée, avant le début du traitement.
111.3. Traitement biologique du sol

Apres 3 jours d’incubation, le traitement biologique a été entamé. Le suivi de la
biomasse, des TPH a été réalisé tous les 5 jours tandis que celui de la teneur en humidité et en
nutriment étaient réalisé quotidiennement afin de maintenir constant le taux d”humidité (15%)
et le taux des nutriments (C/N/P=100/10/1), par I’ajout d’une solution composée de 1g de
NH,4CI, 0,259 de KH,PO* dans un litre d’eau distillée. Pour les systémes abiotiques, on ajoute
a cette derniére 1g de HgCl, [76].

111.3.1. Croissance microbienne

La figure 111.2 représente la courbe de croissance des micro-organismes au cours du

traitement pour les différents systemes biotiques.

Au début de traitement (t = 0), on observe une diminution de la biomasse de 1,1x10° &
1,5x10°, cela peut étre di & la toxicité du polluant (gasoil).
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Les courbes de croissance microbienne présentent en général différentes phases : de
latence, d’accélération, de croissance exponentielle, de ralentissement et de déclin [48]. I
ressort des résultats de mesure de la biomasse dans le cas du sol pollué par le gasoil a 1%, une

phase de latence, une phase exponentielle suivie d’une phase stationnaire.

» La phase de latence ou phase d’adaptation est observée au début de traitement
jusqu’ au 11°™ jour pour les trois réacteurs, ceci est probablement dd a
I’adaptation des micro-organismes avec le milieu contaminé ;

> La phase exponentielle ou le nombre des micro-organismes augmente de fagon
linéaire pour atteindre un maximum de 3,90x108, 3,40x10°, 1,24x10° UFC/g pour
les systemes respectifs HIDINS, H2DINS et H2D2NS. Cela correspond a 1’étape
ou la dégradation des hydrocarbures est plus active et est accélérée. La phase de
croissance exponentielle arrive & terme au bout de 20°™ jour ;

> La phase stationnaire ou une légére diminution des micro-organismes est observée
a partir du 20°™ jour pour se stabiliser entre le 25°™ et le 29°™ jour. Cette phase
renseigne sur la stabilité du taux de croissance de la microflore qui atteint son
maximum, les micro-organismes ne se reproduisant plus. L’épuisement des
nutriments et 1’épuisement de la fraction de substrat facilement biodégradable

pourraient étre responsables.

X (UFCl/g)
1,00E+10 -
1,00E+08 -
1,00E+06 -
IS C/N/P = 100/10/1
e Hu = 15%
| =4—H1DINS —#=H2D1NS H2D2NS

1,00E+04 : ; — ; ‘

0 10 t (jour) 20 30

Figure 111.2 : Evolution de la biomasse au cours du temps pour les différents systemes

biotiques.

Greer et al. [56] mettent en évidence que I’amendement du sol génére un accroissement

de la flore microbienne qui passe de 3x10” & 10® UFC/g aprés quatre semaines de traitement.

33



Chapitre 111 Résultats expérimentaux et discussions

Coulon et al. [7] Sarkar et al. [68], Arrar et al. [74] n’observent pas de phase de
latence dans le cas de la bioremédiation d’un sol pollué par du gasoil. Selon Mukherji et al.
[69], la phase de croissance exponentielle arrive & terme au bout de 8°™ ¢ jours. Les travaux de
Ghazali et al. [36], dans le cas de la bioremédiation d’un sol contaminé par du gasoil (1,4%),
mettent en évidence une augmentation du nombre des micro-organismes indigenes de 99,5%
aprés 60 jours d’inoculation. L’addition d’un inoculum pour accroitre le nombre de micro-
organismes de 10° & 2,6x10" UFC/g s’accompagne d’une diminution les 30 premiers jours
(4,5x10° UFC/g) suivie d’une croissance bactérienne pour atteindre entre 9,2x10° et 1,2x10’
UFC/g. Sarkar et al. [68] enregistrent un accroissement de la biomasse aprés une semaine de
traitement de 57% en l’absence de fertilisant et de 124+140% avec l’ajout de fertilisant
(1,2x10° UFC/g).

Il ressort des résultats de mesure de la biomasse que :

Pour un méme débit d’aération, la croissance microbienne est plus importante lorsque la

hauteur de sol est élevée (systeme H2D1NS).

Pour une méme hauteur de sol c’est le débit d’aération le plus faible qui génére
I’accroissement optimal de la biomasse (systéme H2D1NS). Li et al. [18] mettent en évidence

que I’augmentation de I’aération ne stimule pas le nombre des micro-organismes.
% Taux de croissance maximal tmax

Le taux de croissance maximal est déterminé a partir des pentes des droites moyennes
représentées par In (X/Xp) = f (t) de la phase exponentielle de la croissance bactérienne. Les
différents taux de croissance obtenus sont regroupés dans le tableau 111.3. Les représentations
graphiques sont données en annexe 6.

Tableau I11.3 : Taux de croissance maximum pour les différents systémes biotiques

C/N/P =100/10/1, Hu =15%.

Systéme G W—— Débit d’air Manax () R?
(cm®/s)

H1DINS 0,42 16,89 0,752 0,993

H2DINS 0,84 16,89 0,988 0,999

H2D2NS 0,84 33,78 0,802 0,998
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Les résultats mettent en évidence un taux de croissance optimal de 0,988 j™ pour le
systeme H2D1NS.

Les résultats de mesure de la biomasse, dans le cas de la bioremédiation de sols pollués par

du gasoil, donnent des taux de croissance maximum de 0,038j™ [34].
«» Matiere séche m;

Nous avons également suivi dans le cadre de 1’étude de la croissance bactérienne,
I’évolution de la matiére séche en fonction du temps pour les différents systémes étudiés. La
figure II1.3 représente 1’évolution temporelle de la matiére séche dans les différents systémes

biotiques.

0,08

007 | (9/g) n n

0,06 -

32
2
L 2

0,05

[ D4

0,03 -
CIN/P = 100/10/1

0.0z Hu = 15%

0,01 - | #HIDINS MH2DINS AH2D2NS |

0 ‘ ; ‘ ‘
0 10 t (jour) 20 30

Figure I11.3a : Evolution de la matiere seche pour les différents systemes.

On remarque, une bonne corrélation entre le nombre des micro-organismes et la matiére
seche (figure Il11.3a et 3b) et plus particulierement durant les phases de latence et
exponentielles. Aussi, il sera plus simple de suivre I’évolution de la biomasse a partir de la
détermination de la matiére séche que celle de dénombrement qui nécessite 48 heures
d’incubation. En se référant a la phase exponentielle, on trouve pratiquement que la
croissance microbienne a travers la détermination de la matiére seche est similaire pour les

trois systémes biotiques étudiés.
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Figure 111.3b : Evolution du nombre des micro-organismes en fonction de la matiére

seche pour les différents systemes.
111.3.2. Remédiation du sol

Le suivi des hydrocarbures totaux TPH pour les différents systemes biotiques et
abiotiques dans le temps, nous a permis de déterminer les rendements d’enlevement et de

biodégradation du gasoil dans le sol traité.

Les taux d’enlévement et de biodégradation du gasoil sont déterminés a partir des

équations suivantes :

ST .. _ [TPH]o— [TPH]pio
Taux d’enlevement du gasoil = [TPH], .1

_ [TPH]apio— [TPH]pio
- [TPH]o

Taux de biodégradation 1.2

Avec :

[TPH]o : la concentration initiale du gasoil ;

[TPH] bio : la concentration du gasoil a I’instant t pour le systéme biotique;

[TPH] apio : la concentration du gasoil a I’instant t pour le systeme abiotique.
111.3.2.1. Enlevement du gasoil

D’aprés la figure I11.4a, une légére diminution est observée les 10-15 premiers jours

pour les trois systemes. Cette diminution est ensuite plus prononcée jusqua la fin du

36



Chapitre Il

Résultats expérimentaux et discussions

traitement pour les deux systémes H2D1 et H2D2. Dans le cas du systtme H1D1, la

diminution est encore plus prononcée comparée aux deux systemes derniers jusqu'au 2

jour pour ensuite se stabiliser.

8
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Figure I11.4a : Evolution de la concentration des hydrocarbures totaux (TPH) en fonction du

temps pour les différents systemes biotiques.
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Figure 111.4b : Evolution de la concentration des hydrocarbures totaux (TPH) en fonction du

temps pour différents systéemes.

La méme tendance est observée pour les différents systemes abiotiques (figure 111.4b),

la concentration des hydrocarbures totaux (TPH) est relativement plus faibles que pour les

systemes biotiques.
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L’¢élimination du gasoil est due aux processus biotique (minéralisation compléte,
production de biomasse et de métabolites) et abiotique (entrainement, volatilisation). Les
systéemes biotiques impliquent des processus abiotiques et biotiques tandis que dans les

systémes abiotiques, seule la volatilisation, est a I’origine de 1’élimination du gasoil [3].

L'évaporation est généralement le principal processus d'altération au cours des premiers
jours qui suivent un déversement. Les molécules de faible poids moléculaires s’évaporent plus
rapidement que celles de poids moléculaires élevés qui persistent dans le sol [70]. Le taux
d’enlévement des hydrocarbures par volatilisation se situe selon Allen-King et al. [21] entre
14 et 35% et selon Chaplin et al. [22] entre 48 et 97%.

Pour cela, nous avons jugé nécessaire d’estimer le taux d’enlévement du gasoil pour

chaque essai et de quantifier le taux de dégradation généré par les microorganismes.

100
R (%) L
90 - v‘
80 - C/N/P = 100/10/1 .
70 - Hu = 15% ‘ )

#H1DINS MH2DINS AH2D2NS
60 | | ©HID1S [H2D1S  / H2D2S

.

50 - [ O O
40 - S 0 o
30 - S

. [
20 A A N

~ U
10 - ™ ]
0 Il Y ; = ; :

0 10 t (jJour) 20 30

Figure 111.5 : Rendement d’élimination du gasoil au cours du temps pour les différents

systemes étudiés.

La figure IIL.5 représente les rendements d’enlévement du gasoil au cours du temps
dans les différents systéemes. Le taux d’enlévement augmente graduellement les dix premiers
jours et puis de facon exponentielle a partir du 15°me jour pour tous les systemes biotiques. Il
est a noter qu’a partir du 20°m° jour, les conditions de températures ambiantes (25 - 35°C) sont

différentes de celle des premiers jours de traitement (entre 20 - 23°C).

Nous remarquons également pour les différents systemes biotiques, que lorsque la

hauteur de sol augmente, le taux d’enlévement diminue, et pour une hauteur de sol constante,
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I’augmentation du débit d’aération influe négativement sur le taux d’enlévement des

hydrocarbures du sol.

Il ressort clairement que le taux d’évaporation augmente avec les débits d’aération. Le
taux d’enlévement du gasoil par les phénoménes abiotiques (évaporation et transport) est
relativement faible les premiers jours, il n’excéde pas les 15% apres 15 jours de traitement.
Au dela du 15°™ jour, c’est une croissance exponentielle qui est d’autant plus importante que

le debit est eleve (phénomeéne de transport).
111.3.2.2. Biodégradation du gasoil

La figure I11.6 représente les rendements de biodégradation du gasoil dans les
différents systemes. Le taux de biodégradation augmente graduellement les quinze premiers
jours, & partir du 15°™ jour, nous observons une augmentation importante pour le systéme
H1D1 ou il atteint une valeur maximum de 40,14% et une phase de stabilisation pour le
systeme H2D2.

45 _
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35 | CNP=100101

Hu = 15% *
30 | | #H1D1 WH2D1 A H2D2]
25 - ¢
20 - * -
15 - -

n
10 - 4 [}
5] m
0 ‘ i —— i ‘
0 10 t (jour) 20 30

Figure 111.6 : Rendement de biodégradation du gasoil au cours du temps pour les différents

systemes étudiés.

Il ressort des résultats de mesure que :

La variation d’une hauteur de sol influe négativement sur le rendement de biodégradation, il
atteint 40,14% pour le systeme H1D1 et 21,10% pour le systeme H2D1.

Il ressort pour une méme hauteur H2 et des débits différents que le débit d’aération influe peu

sur le taux de biodégradation qui atteint 21,10% pour H2D1 et 23,09% pour H2D2.
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Il semblerait que I’influence du débit dans le domaine étudié est négligeable comparé a celui

de la hauteur de sol.

Selon certains auteurs [35], & la fin d’un traitement biologique, les n-alcanes sont
complétement éliminés alors que la concentration des molécules lourdes est considérablement
réduite, et 67% a 98% d’une fraction du gasoil (Ci15 — Cy2) sont dégradés aprés 30 jours de
traitement [36].

Arrar [3] a montré pour une vitesse d'aération élevée (18,0cm/s), le lit est plus expansé
et le taux de biodégradation diminue. Le meilleur taux de biodégradation de gasoil est obtenu
pour un état de lit au minimum de fluidisation (13,4cm/s) et est égal a 64 %.

Chekir [70] a trouvé que le taux de biodégradation est trés important dans le cas d’un
lit préfluidisé. Il atteint une valeur de 85% en 1’absence de jet et en présence de jet, il atteint

des valeurs de 72% et 69% pour des vitesses de jet respectivement égales a 37 m/s et 42 m/s.

Fotinich et al. [37] ont montré I’augmentation du débit d’air ou de la température

augmente considérablement le processus de dégradation biologique du gasoil.
111.3.3. Cinétique de dégradation du gasoil

111.3.3.1. Cinétique d’enlévement du gasoil

Plusieurs études indiquent que la biodégradation des hydrocarbures est régie par un
modele cinétique du premier ordre [75,76]. Arrar et al. [74] et Sarkar et al. [68] ont montré
que la cinétique de dégradation des hydrocarbures du gasoil peut également suivre une
cinétique du deuxiéeme ordre. Khalladia et al. [73] ont étudié les deux modeles cinétiques

d’enlévement du gasoil.

Nous supposerons la réaction d’enlévement du gasoil comme étant respectivement du
premier et du deuxieme ordre. Les vitesses de dégradation du gasoil sont données par les

équations 3et4 :

v=—"L8 =k, «[TPH] (111.3-a)
[TPH] = [TPH], * exp (—kq * t) (111.3-b)
v=—2 =k, « [TPH) (111.4-a)

S (111.4-b)

[TPH] [TPH]y
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Sachant que :

v: vitesse de la réaction (g/g.j);

[TPH] : concentration résiduelle du gasoil (g/g);
[TPH]o : concentration initiale du gasoil (g/g);

ki : constante de vitesse d’enlévement 1% ordre () ;

éme

K, : constante de vitesse d’enlévement 2™ ordre (9/g.j).

Le tracé des courbes In ([TPH]o/[TPH]) et 1/[TPH] — 1/[TPH], en fonction du temps
pour les différents systemes biotiques, mettent en évidence des droites de pente respectives K
et k,. Seuls les 20 premiers jours de traitement ; ou la température est constante et comprise
entre 20+23°C ; sont pris en considération. Gray et al. [50] ont montré I’augmentation de la
température de 21°C a 30°C accélere la cinétique d’enlévement des hydrocarbures mais le

taux d’enlévement ultime reste inchangé. Cela suggere que c’est le phénomeéne de désorption

qui limite le taux d’enlévement des hydrocarbures et non ’activité biologique [50].
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Figure 111.7.a : Variation de In ([TPH]o/[TPH]) en fonction du temps pour les différents

systémes biotiques.

41



Chapitre 111 Résultats expérimentaux et discussions

250
1[TPH] - l

1/[TPH],
200 -

C/N/P = 100/10/1
150 - Hu =15%
’ ¢ H1IDINS EMH2D1INS A H2D2NS

100

50 A

(48]
-

t (jqurs)

0 10 20

Figure 111.7.b : Variation de 1/[TPH] — 1/[TPH], en fonction du temps pour les

différents systéemes biotiques.

Des figures 111.7.a et 111.7.b, la constante k est donnée par la pente. Les valeurs des

constantes de vitesse k; et des coefficients de régression R? sont données dans le tableau 111.4.

Tableau I11.4 : Constantes cinétiques d’enlévement du gasoil.

Systeme Cinétique du premier ordre Cinétique du deuxiéme ordre
ke ) R’ k (9/g.J) R’
H1DINS 0,0395 0,87 8,528 0,83
H2D1NS 0,0287 0,88 5,574 0,81
H2D2NS 0,0295 0,94 5,560 0,92

Nous constatons que 1’augmentation de débit d’aération n’influe pas sur la cinétique
d’enlévement du gasoil, la valeur de la constante k; ne change pratiquement pas pour les deux
systémes H2D1 (0,0287 j ™) et H2D2 (0,0295 j ™), alors que lorsque la hauteur du sol varie, la
cinétique est plus accélérée pour une faible hauteur de sol ; la constante k; étant plus
importante dans le cas du systéme H1D1 (0,0395 j™) que pour le systétme H2D1 (0,0287 j™).

En considérant la cinétique d’ordre 2, nous remarquons a partir de calcul de la constante
de vitesse que les résultats sont concluants pour les différents systemes comme dans le cas de
la cinétique d’ordre 1. La variation de débit d’aération n’influe pas sur la cinétique

d’enlévement (H2D1, 5,574j™ et H2D2, 5,560j™), et la constante k, est plus importante dans
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le systtme d’hauteur H1 (systéme HIDI, 8,528j™) par rapport au systétme d’hauteur H2
(systéme H2D1, 5,574j™). Donc, il est préférable d’utiliser la cinétique d’ordre 1.

Il semblerait que I’influence du débit sur la cinétique d’enlévement est négligeable

comparé a celui de la hauteur de sol pour les systemes étudiés.
111.3.3.2. Cinétique de biodégradation du gasoil

D’aprés la littérature [72], la dégradation des hydrocarbures totaux par les micro-
organismes suit une loi cinétique du premier ordre. Arrar et al. [74] et Sarkar et al. [68] ont
montré également que la cinétique de biodégradation des hydrocarbures du gasoil peut

également suivre une cinétique du deuxiéme ordre.

Afin de déterminer I’ordre de la réaction de biodégradation. Dans une premiére étape,
nous supposerons que la biodégradation des hydrocarbures présents dans le sol suit une

cinétique du premier ordre ou la vitesse de dégradation s’écrit comme Suit :
[TPH] = [TPHlapio — [TPHlpio = [TPH]o * exp (—Kypio * ©) (111.5)

[TPH]abio : concentration résiduelle du gasoil pour le systéme abiotique (g/9);
[TPH]uio: concentration résiduelle du gasoil pour le systeme biotique (9/9);
[TPH] : concentration résiduelle du gasoil (g/g);

Kibio : la constante de vitesse de biodégradation 1% ordre (j'l).

La représentation de In ([TPH]o/[TPH]) en fonction du temps pour les différents
systemes (figure 111.8) mettent en évidence des droites de pente k, montrant ainsi que les
vitesses de biodégradation du gasoil évoluent selon une cinétique d’ordre 1 indépendamment

du systeme.
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Figure 111.8 : Variation de In ([TPH]o/[TPH]) en fonction du temps pour les différents

systemes.

A partir des pentes des tracés de In ([TPH]o/[TPH]), les constantes de vitesses de

dégradation pour les différents systémes sont déterminées et consignées dans le tableau I11.6.

Tableau I11.6 : Constantes de cinétique de biodégradation du gasoil premier ordre.

Systéme Kabio () R?
H1D1 0,0205 1
H2D1 0,0088 0,99
H2D2 0,0132 0,97

Nous remarquons que les cinétiques de biodégradation sont nettement plus faibles que
celles de dégradation qui font intervenir les phénomenes de biodégradation, de volatilisation

et de transport.

Les constantes cinétiques suivent la méme évolution que celles de dégradation dans les
différents systémes. Nous constatons que I’augmentation de débit d’aération augmente la
valeur de la constante kyyio de 50% (H2D1 (Kipio = 0,0088 j) et H2D2 (Kuvio = 0,0132 j1)),
alors que dans le cas du systeme H1D1 la cinétique est plus accélérée ; la constante Kipi, €st

plus importante et est supérieure de 132% comparée a celle du systéme H2D1 (0,0088 j™2).

Arrar et al. [74] ont montré pour un réacteur fluidisé a jet gaz-solide avec un rapport de
C/N/P =100/10/1 et taux d’humidité 15%, la valeur de la constante k trouvée pour une vitesse

d’aération de 13,4cm/s, durant un traitement de 15jours est de k= 0,221 j*. Cette différence
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peut étre attribuée notamment a la différence des textures des sols et des systemes considérés

(hauteur du sol, diametre de la colonne).

Dans une deuxiéme étape, nous supposerons que la biodégradation des hydrocarbures

présents dans le sol suit une cinétique du deuxiéme ordre ou la vitesse de dégradation s’écrit

comme suit :
TP [TPHT, — (TPHIapio—[TPHIp) | [TPHIg — " 2bio * ¢ (I11.6)
kapio : la constante de vitesse de biodégradation 2°™ ordre (j ).
80
1/[TPH]- |
70 {1/[TPH]0
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Figure 111.9 : Variation de 1/[TPH] - 1/[TPH], en fonction du temps pour les différents

systémes.

A partir des pentes des tracés de 1/[TPH] - 1/[TPH]o, les constantes de vitesses de

dégradation pour les différents systemes sont déterminées et consignées dans le tableau I11.7.

Tableau I11.7 : Constantes de cinétique de biodégradation du gasoil deuxiéme ordre.

Systéme Kabio () R?
H1D1 3,545 0,99
H2D1 1,378 0,99
H2D2 2,120 0,98
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Les coefficients de corrélation (R?) indiquent que le modéle cinétique de biodégradation

de deuxieme ordre est également adapté pour décrire la biodégradation du gasoil.

On observe dans ce cas (tableau II1.7), I’augmentation de la hauteur de sol ralentit la
cinétique de biodégradation Kapio, tandis que 1’augmentation débit d’air accélére le processus

de biodégradation.

La comparaison des cinétiques de biodégradation du gasoil kpi, obtenues avec celles
données dans la littérature (tableau II1.8) montre d’une part, que les cinétiques dépendent du
systeme considéré, du degré de pollution et des caractéristiques du sol. Toutefois, un taux
d’oxygénation important accélére le processus d’oxydation du gasoil comme il a été observé

dans le cas des cinétiques de deuxieme ordre et comme donné dans la littérature [3].

Tableau 111.8 : Comparaison des taux et constantes cinétiques de biodégradation du gasoil.

Systeme Temps [TPH] koo 1) | Efficacité Reéférence
(jours) (mg/g) (%)
Réacteur aérobie gaz-solide ; 30 10000 0,037% 65 [72]

Humidité : 70% ;
Aération : 100mL/min ;

Sol : limoneux-sableux ;

Réacteur fluidisé a jet gaz- 15 40000 0,221° 98 [74]
solide / 16kg de sol ;

Sol : sableux ;
Humidité : 15% ;
C/N/P : 100/10/1 ;

Q.ir : 13L/s ;

Réacteur aérobie gaz-solide 56 3350 1,3.10°° 96 [68]
(1,4L) /5009 de sol ;

Humidité : 60% ;

Sol argileux + biosolides :
1:0,05 (C/N/P : 27/4/1) ;

8- 1% ordre ;

b. 2me 5rdre.
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111.3.3.2.1. Influence de la biomasse sur la cinétique de biodégradation du gasoil

L’importante multiplication cellulaire que traduit 1’évolution de la biomasse et par
conséquent de la matiere seche nous amene a considéerer 1’influence de celle-ci traduit par

I’équation suivante I11.8.

Pour cela, on se référe au modeéle cinétique d’ordre 1, d’apreés 1’équation (II1.3-b) en
supposant que la constante cinétique k est inversement proportionnelle a la matiere séche par
gramme de sol, on aura :

kyio = k/m (111.7)

[TPH] = [TPH], * exp (—mit «t) (111.8)

Avec :

m; : La concentration massique microbienne a I’instant t (g/g de sol).

k : Constante de la cinétique en tenant compte de la masse microbienne (j?).
La figure 111.10 représente le tracé de In ([TPH]o/[TPH]) en fonction du (t/m) :

0,45

In
04 [TPH]/[TPH]O

0,35 -

0,25 -

0.2 C/N/P = 100/10/1
’ Hu=15%
0,15 | [ ®H1D1 MH2D1

H2D2|

0,1 -

0,05 -

0 rx : ; — ; :
0 100 Um(jour/g) 200 300

Figure 111.10 : Variation de In ([TPH] / [TPH]o) en fonction de (t/m) pour les différents

systémes.
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Tableau I111.9 : Constantes de cinétique de I’influence de la biomasse k pour les

différents systémes.

Systéme kG R?
H1D1 0,0011 0,92
H2D1 0,0005 0,85
H2D2 0,0007 0,96

Le suivi de la cinétique en tenant compte de la matiére seche des micro-organismes
montre que la vitesse de dégradation est moins importante. Les nouvelles constantes de
vitesse sont nettement inférieures en considérant la croissance microbienne de ’ordre de 16,5
a 18 fois pour les différents systemes comparés a celles trouvées par 1’équation (IIL.3-b) et en
considérant uniquement la premiére phase de biodégradation du gasoil ou la vitesse de la

réaction est importante.

111.3.3.2.2. Modélisation des courbes de biodégradation: Influence de la fraction

labile du gasoil

Dans le cas du gasoil ; mélange complexe d’hydrocarbures, le modele cinétique doit
tenir compte des fractions facilement biodégradables et récalcitrante, chacune se dégradant
selon une cinétique d’ordre 1 (équation I11.9-a). Ce modéle a deux exponentielles tient compte

des deux phases rapide et lente qu’illustrent toutes les courbes de biodégradation.

[TPH] = [TPH]( * a * exp(—kq1 *t) + (1 — @) * exp(—k,, x t) * [TPH],
(111.9-a)

Ou:

ki1 : constante de vitesse de biodégradation de la fraction facilement dégradable ;
k2, : constante de vitesse de biodégradation de la fraction réfractaire;

a : fraction des hydrocarbures facilement dégradable.

En supposant les conditions extrémes, la biodégradation du gasoil peut donc étre

modélisée sous la forme simplifiée (équation 111.9-b)

[TPH] = a = [TPH], *x exp(—k'*t) + (1 — a) * [TPH], (111.9-b)
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Le taux de biodégradation du gasoil s’exprimerait ainsi:

[TPH] ,
1= ([TPH]O) = ax (1 —exp(=k'*1)) (111.9-c)

A partir des résultats obtenus, les constantes k’ et a sont déterminés en utilisant

I’approximation mathématique selon Thomas :

1—exp(—k'*t)=k'«t*[1+ (k’ * %)]‘3 (111.9-d)

La résolution de 1’équation (II1.9-d) par la progression non linéaire ou par les

approximations mathématiques donne les résultats suivants :

Pour les systemes H1D1 et H2D2, le modele a deux exponentielles qui tient compte des
fractions facilement biodégradable et récalcitrante décrit parfaitement les processus de
biodégradation avec des coefficients de régression élevés (R* (H1D1) = 0,998 et R? (H2D2) =
0,983) sur une durée de traitement de 30jours. La détermination des constantes de vitesse de
biodégradation kyip; et kiop, et la fraction des hydrocarbures facilement biodégradables sont

respectivement :
Kpipi= 0,02 (i1 et apapy = 1.
Krzp2 = 0,066 (1) et ooz = 0,28.

Dans le cas du systeme H2D1, le modele cité ci-dessus n’ai pas adapté pour décrire les
résultats de biodégradation (R? = 0,2183). Le processus pourrait étre représenté par le modéle
a plusieurs cinétiques du 1% ordre qu’il s’agira d’établir par régression non linéaire. On
remarque toutefois que le méme modéle peut étre appliqué aux 20 premiers jours pour donner

les résultats suivants :
R? = 0,8894.
Kizp1 = 0,255 () et awpr = 0,12.

Dans le premier systeme (H1D1), tous les hydrocarbures résiduels du gasoil sont
facilement biodégradables ce qui met en évidence I’enleévement des fractions facilement
biodégradables et récalcitrante par les processus abiotiques. Lorsque la hauteur du sol
augmente, 1’enlévement des fractions facilement biodégradables et récalcitrante est moindre
pour les systemes H2D1 et H2D2. Ces résultats ne pourraient étre corroborés que a 1’aide de
’analyse par CPG et HPLC.
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Conclusion générale

L’objectif de ce travail était d’étudier I’influence de 1’aération sur le traitement
biologique d’un sol pollué par du gasoil a 1% dans des bioréacteurs gaz-solide sous des
conditions aerobies. Dans ce but, nous avons utilisé six réacteurs (stérile et non sterile)
simultanément en faisant varier la hauteur du sol et le débit d’aération pour un traitement de

30jours.

Les échantillons des sols pollués biotiques et abiotiques sont humidifiés a 15% et
amendés en nutriments selon le rapport C/N/P = 100/10/1. Nous avons determiné les

différents paramétres physico-chimiques et biologiques du sol avant la contamination.

Le suivi de la biomasse par dénombrement a donné une croissance microbienne plus
importante dans le cas du systtme H2DINS (3,40x10°UFC/g) pour Q.=16,89cm3/s et

Hauteur
(

(Qxir=16,89cm?/s), la croissance microbienne est plus importante lorsque la hauteur de sol est

8cm
9,5cm

colonne du sol = ( ) =0,84. 1l ressort des résultats : pour un méme débit d’aération

Diametre
élevée (H=H2=8cm) et pour une méme hauteur de sol (H=H2=8cm) c’est le débit d’aération

le plus faible (Q4i=16,89cm?/s)qui génére I’accroissement optimal de la biomasse.

La corrélation trouvée entre le nombre des micro-organismes et leurs matiére séche met
en évidence que I’évolution da la biomasse peut étre suivi a partir de la détermination de la

maticre seche que celle de dénombrement qui nécessite 48h d’incubation.
Le suivi des hydrocarbures totaux (TPH) a donné :

- Le taux d’élimination du gasoil est important tandis que le taux de biodégradation
du gasoil est relativement faible (< 50%) du fait de ’'importance des processus
abiotiques (évaporation et transport) et éventuellement des phénomenes
d’adsorption des hydrocarbures par le sol.

- Le taux de biodégradation est élevé pour le systeme H1D1 (42,6%) pour un débit

d’aération Q.i;=16,89cm3/s et (22U ionne du sol =0,42.

Diametre

- Le taux d’enlévement est plus important dans le cas du systeme H2D1 (97,76%)
lorsque Q,i=16,89cm®/s. L’augmentation du débit d’aération influe négativement
sur le taux d’enlévement des hydrocarbures du sol.

- Les cinétiques de biodégradation des hydrocarbures du gasoil peuvent étre
parfaitement décrites par les modéles du 1* ordre et 2°™ ordre dans le cas d’un sol

limoneu-sableux.
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Conclusion générale

Les résultats montrent que le traitement d’un sol pollu¢ par du gasoil dans un
bioréacteur gaz-solide sous des conditions aérobies dans le cas d’un sol limoneu-

sableux est potentiellement applicable.

A partir de la, il serait intéressant d’approfondir I’étude de [I’influence

de I’aération sur la bioremédiation du sol en utilisant un autre syst¢éme H1D2 c-a-d avec

Hauteur

un débit d’aération Qi=33,78cm>/s et (————)colonne du sol =0,42.

Diametre
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ANNEXE 1

DISTRIBUTION GRANULOMETRIQUE DU SOLIDE

La répartition selon la taille est obtenue par 1’analyse granulométrique par la méthode
du tamisage, c’est la méthode la plus ancienne et encore trés largement utilisée car la plus
économique. L’utilit¢ du tamisage est d’autant plus grande qu’il permet de séparer les
particules en catégories d’apres seulement leur grosseur, sans tenir compte de leurs autres

propriétés a savoir densité, forme, propriétés de surface, etc.

L’opération du tamisage consiste a placer un échantillon représentatif de particules
solides dans un appareil de tamisage comportant plusieurs tamis d’ouvertures déterminées.
Les particules dont les dimensions sont inferieures a celles des ouvertures traversent le tamis
lorsqu’il est mis en vibration, alors que les plus grosses particules sont retenues. A la fin de
I’opération, la masse du solide recueillie sur chacun des tamis est pesée, 1’annulation de
I’essai est recommandée lorsque les pertes, en cours du tamisage dépassent 0,5% de la charge
initiale.

1.1. Définition de quelques diamétres moyens

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

+ Diamétre arithmétique : d, = % (1.1)
- . Xim;
+ Diametre harmonique : dy = e (1.2)
i

Avec :
m; : la masse du solide recueilli dans le tamis i (g) ;

di : le diamétre moyen des deux tamis consécutifs de diametre dr; et dri.1y (Um).
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Tel que :

d; = dri-n+dra

1.2. Résultats expérimentaux

(1.3)

En rapport avec les dimensions des particules de solide probablement passées au tamis

de diameétre 800um, les diameétres d’ouvertures des tamis drj ont été choisi selon la norme
DIN ISO 3310-1.

1.2.1. Le soll

Tableau 1.1 : Résultats de la distribution granulométrique des particules du soll.

%

%

N° du dri (um) di (um) m; () % masse massique massique
tamis retenue cumuléen | cumuléen
haut bas
1 800 - - - - -
2 630 715 7,15 7,01 7,01 100
3 500 565 12,48 12,25 19,26 92,98
4 315 407,50 38,08 37,38 56,64 80,73
5 200 257,50 31,40 30,82 87,46 43,35
6 160 180 4,32 4,24 91,70 12,53
7 100 130 4,31 4,23 95,94 8,29
8 80 90 1,37 1,35 97,29 4,06
9 50 65 1,37 1,34 98,64 2,71
10 0 25 1,38 1,36 100 1,36
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Figure 1.1 : La distribution granulométrique des particules du sol1.

A partir de la figure 1.1, le diametre des particules du soll est : d, = 355um.

1.2.2. Le sol2

Tableau 1.2 : Résultats de la distribution granulométrique des particules du sol2.

% %
N° du di (um) di (um) m; (g) % masse | massique | massique
tamis retenue cumuléen | cumulé en
haut bas
1 800 - - - - -
2 630 715 9,12 8,41 8,41 100
3 500 565 12,52 11,55 19,97 91,58
4 315 407,50 31,20 28,79 48,77 80,02
5 200 257,50 33,24 30,68 79,45 51,23
6 160 180 7,34 6,77 86,22 20,54
7 100 130 6,26 5,77 92,01 13,77
8 80 90 2,45 2,26 94,26 8,00
9 50 65 3,36 3,10 97,37 5,73
10 0 25 2,85 2,63 100 2,63
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Figure 1.2 : La distribution granulométrique des particules du sol2.

A partir de la figure 1.2, le diametre des particules du sol2 est : d, = 330pm.

1.2.3. Le sol mélange

Tableau 1.3 : Résultats de la distribution granulométrique des particules du sol mélange.

% %
N° du di (um) di (um) m; (g) % masse | massique | massique
tamis retenue cumuléen | cumulé en
haut bas
1 800 - - - - -
2 630 715 23,80 7,96 7,96 99,99
3 500 565 37,93 12,68 20,64 92,03
4 315 407,50 99,61 33,31 53,96 79,35
5 200 257,50 91,55 30,62 84,58 46,03
6 160 180 14,48 4,84 89,42 15,41
7 100 130 14,20 4,75 94,17 10,47
8 80 90 5,42 181 95,98 5,82
9 50 65 6,49 2,17 98,15 4,01
10 0 25 5,49 1,83 99,99 1,83
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Figure 1.3 : La distribution granulométrique des particules du sol mélange.

A partir de la figure 1.3, le diamétre des particules du sol mélange est : d, = 345pm.

Le tableau 1.4 représente les différents diamétres moyens calculés des différents sols :

Tableau 1.4 : Les différents diametres moyens des différents sols.

Diamétre moyen Soll Sol2 Sol mélange
da (M) 366,70 346,25 361,61
dy (um) 257,13 207,38 235,45

> Calcul de coefficient d’uniformité

On peut caractériser la granulométrie du sol par un coefficient d’uniformit¢ U qui

caractérise I’étalement de la granulométrie (coefficient de Hazen) qui égale :

Avec :

U =dgo / dy (1.4)

dso : Diametre du tamis qui laisse passer 60% des particules ;

dyo : Diametre du tamis qui laisse passer 10% des particules.
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Remarque :

Si U <2 : la granulométrie est serrée ;

Si U > 2 :la granulométrie est étalée.

Le tableau 1.5 regroupe les résultats obtenus pour le calcul de coefficient d’uniformité

d’apres les courbes de la distribution granulométrique des particules (figure 1.1, 1.2 et 1.3).

Tableau 1.5 : Résultats obtenus pour le calcul de coefficient d’uniformité.

Soll Sol2 Sol mélange
dso (LM) 305 310 325
dio (Mm) 160 110 130
U 1,90 2,81 2,50

Pour le soll U = 1,90 < 2, donc la granulométrie est serrée. Par contre, pour le sol2 et le

sol mélange U = 2,81 et 2,50 respectivement est > 2, alors, la granulométrie est étalée.
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ANNEXE 2

DETERMINATION DE LA MASSE VOLUMIQUE DU SOLIDE

La masse volumique du solide a été déterminée par la méthode de I’éprouvette graduée

dont le principe consiste a introduire une masse ms bien déterminée du solide dans une

éprouvette graduée et a combler les interstices avec de 1’eau jusqu'a un certain volume. La

masse totale du systeme m; ainsi obtenu est :
M = Mg + Mp + Mex

Et le volume total du solide immergé est :

Vi=Vs+V,

Avec :

mt : masse totale () ;

ms : masse du solide (Q) ;

Mex : masse d’eau en exces (g);

Mp : masse de 1’eau dans les pores (g) ;

Vp : volume d’eau emprisonné dans les pores (cm®);

Vs : volume du solide (cm®);

Vt: volume apparent du solide (cm®);

La masse volumique du solide ps s’écrit donc :

_mg = My
Ps =5 =5
Vs Vr-Vp

Avec
mr—mg—Mey

VP=

Peau

Et

Moy = Vex - Peau

2.1)

(2.2)

(2.3)
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La porosité ¢ est calculée a partir de I’expression suivante :

&E= — (2.4)

Calcul d’erreurs

L’erreur relative commise sur la détermination de la masse volumique du solide est :

Am AV av
Apg = —+—"— 4+ —= (2.5)
mg Vr—Vp Vr_Vp
Et comme
av Amr+Amg+Am Yi|
P _ T S ex Peau (26)
Vp my—A4 mg—mey Apeau
Nous aurons alors 1’expression de 1’erreur relative au volume de pore :
Amgp+Amg+Am
AV, =V, [—/—————] 2.7)
P P mr—ms—Mex
. A
Puisque —£¢% = 0, alors ;
Peau
A Am AV v Amr+Amg+Am
Ps — s 4 T P T s ex] (28)
Ps mg VT_Vp VT_Vp mr—mg—Mey
Ag AV AV
Et: —= 24T (2.9)

Vp  Vr

Le tableau 2 représente les résultats de mesure effectués pour chaque échantillon du sol.
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Tableau 2 : Résultats de mesure de la masse volumique pour les trois sols.

Soll Sol2 Sol mélange
ms (Q) 9.195 6.339 3,022
Mex (Q) 10.5 12 3,900
m¢(9) 25.034 20.901 8,583
Vi (cm®) 9 5.5 3,000
V, (cm®) 5.339 2.562 1,592
ps (g.cm™) 2.511 2.157 2.132
€ 0.593 0.465 0.527
Aps/ ps 0.009 0.011 0,022
Aps (g.cm™) 0.022 0.023 0,047
Agle 0.008 0.017 0,028
Ag 0.005 0.008 0,015
Avec :
Am=10%g;
AV =3.10%cm?;
Sol1l : ps=  (2.511+0.022) (g.cm®™) &= 0.593+0.005
Sol2 : ps=  (2.157+0.023) (g.cm®) £ = 0.465+0.008

Sol mélange : ps =

(2.132+ 0,047) (g.cm™)

£ =0.527+0,015
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3.1. DOSAGE DES NUTRIMENTS

3.1.1. Dosage des nitrites

-

Réactif utilisés

ANNEXE 3

- Acide orthophosphorique concentré HzPOy;

- Sulfanilamide CgHgO,N,S ;

- Dichlorure de N-(1-naphtyl) éthyléne diamine C1oH;NHCH,CH,;NH,, 2HCI ;
- Nitrite de sodium NaNO:..

+ Préparation du réactif de diazotation

- Introduire dans une fiole de 250mL, contenant 150mL d’eau distillée, 25mL d’acide

orthophosphorique concentré ;

- Ajouter 10g de sulfanilamide ;

- Ajouter apres dissolution, 0,59 de dichlorure de N-(1-naphtyl) éthyléne diamine ;

- Une fois le mélange totalement dissous, compléter a 250mL avec de 1’eau distillée ;

- Mettre le réactif dans un flacon brun et le conserver a 4°C a 1’abri de la lumiére.

* Courbe d’étalonnage

- Préparer une solution de 100mg/L de NO;" et la diluer au 1/100 ;

- Réaliser des dilutions de maniere a obtenir des solutions de concentrations 0, 10, 20, 30,
40, 50, 60, 70, 90, 100ug/L de NO; " ;

- Prélever a I’aide d’une pipette 20mL d’échantillon et I’introduire dans un tube a essai ;

- Ajouter

homogénéiser ;

0,4mL du

réactif de diazotation dans chaque solution préparée et

- Attendre 10 minutes environ et effectuer les mesures a la longueur d’onde A=537 nm ;

- Les résultats sont consignés dans le tableau 3.1.

Tableau 3.1 : Courbe d’étalonnage des nitrites.

C 0 10 20 30 40 50 60 70 90 100
(ug/L)
DO 0 0,009 | 0,013 | 0,018 | 0,025 | 0,031 | 0,038 | 0,045 | 0,055 | 0,065
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Figure 3.1 : Courbe d’étalonnage des nitrites, DO = f(C).

Dosage des nitrates

Réactif utilisés

Acide sulfurique concentré H,SO,4(d=1,84) ;
Phénol CsHsO ;

Ammoniaque NHs ;

Nitrate de potassium KNOs.

Préparation du réactif sulfophénique

issoudre 12 g de phénol dans 144 mL d’acide sulfurique H,SOy;

- Mettre le mélange au bain marie pendant 2 heures pour que la réaction soit totale ;

-C

-

onserver le réactif dans un flacon brun.

Courbe d’étalonnage

- Préparer une solution étalon de 1g/L de NOs”;

-R

éaliser des dilutions de maniére a obtenir des solutions de concentrations 10, 20, 30,
40, 50, 60,70, 80, 100mg/L ;

- Prélever a I’aide d’une pipette SmL d’échantillon et I’introduire dans un bécher ;

- Evaporer a sec ;
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- Laisser refroidir et ajouter 2mL de réactif sulfophénique ;

- Attendre 10minutes et ajouter ensuite 10mL d’cau distillée et un volume d’ammoniaque

de 10 a15mL qui dévoile une coloration jaune ;

- Compléter a 50mL avec de I’eau distillée ;

- Réaliser la lecture sur le spectrophotometre a la longueur d’onde A= 440 nm ;

- Les résultats sont consignés dans le tableau 3.2.

Tableau 3.2 : Courbe d’étalonnage des nitrates.

(mg/L)

20

30

40

50

60

70

80

100

DO

0 0,048

0,096

0,142

0,187

0,231

0,269

0,326

0,358

0,427

0,5

045 | DO

04 -
0,35 -
0,3 -
0,25 -

0,2
0,15
0,1
0,05

C (mg/L)

y =0,0043x + 0,0086

R2 = 0,9967

0 20

3.1.3. Dosage de I’azote ammoniacal

40
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Figure 3.2 : Courbe d’étalonnage des nitrates, DO = f(C).

+ Réactifs utilisés

- lodure de potassium Kl ;

- Dichlorure de mercure HgCl; ;

- Hydroxyde de sodium NaOH ;
- Tartrate double de potassium et de sodium (C4H;,OsKNa, 4H,0) ;

- Chlorure d’ammonium NH,CI.

100

120
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+ Préparation du réactif de Nessler

- Dissoudre 50g d’iodure de potassium dans 35mL d’eau distillée ;

- Ajouter une quantité suffisante de solution saturée de dichlorure de mercure jusqu'a ce

qu’un léger précipité subsiste ;

Introduire 400mL de solution d’hydroxyde de sodium 9N ;

- Ajuster le volume a 1L ;

Laisser reposer, décanter.

+ Préparation du tartrate double de potassium et de sodium

Préparer 250mL de solution comme suit :

Dissoudre 125¢ de tartrate double de potassium et de sodium (C4H;OsKNa, 4H,0)
dans 250mL d’eau chaude ;

Apres refroidissement, ajouter 12,5mL de réactif de Nessler ;

Laisser reposer deux jours environ, puis filtrer ;

A conserver ensuite au réfrigérateur.

Préparation de la solution étalon d’azote ammoniacal (10mg de NH;" par litre)
Dissoudre 29,7mg de chlorure d’ammonium dans I’eau distillée ;
Compléter a 100mL en fiole jaugée ;

La solution obtenue est ensuite diluée au dixieme. A conserver au réfrigérateur.

Courbe d’étalonnage
Dans une série de fioles jaugées de 50mL, introduire les quantités de solution étalon
d’azote ammoniacal suivantes : 0, 1, 2, 5, 10, 15, 20, 25 mL ;
Compléter a 50mL avec de 1’eau distillée et ajouter 2mL de la solution de tartrate puis
mélanger ;
Ajouter 2mL de réactif de Nessler puis mélanger a nouveau ;
Attendre 10min et effectuer les mesures au spectrophotometre a la longueur d’onde de
420nm ;

Les résultats sont consignés dans le tableau 3.3.
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Tableau 3.3: Courbe d’étalonnage de 1’azote ammoniacal.

C 0 0.2 04 1 2 3 4 5

(mg/L)

DO 0 0,052 | 0,073 | 0,133 | 0,238 | 0,330 | 0,404 | 0474
0,6

DO

05 - +
04 -
03 -

y =0,0929x + 0,0319

0,2 R2 =0,9889
0,1 -
C (mg/L)
0 ‘ T T T T T
0 1 2 3 4 5

Figure 3.3 : Courbe d’étalonnage de 1’azote ammoniacal, DO = f(C).

3.1.4. Dosage du phosphore

+ Réactifs utilisés

- Acide ascorbique CgHgOg ;

- Acide sulfurique H,SO4(9M) ;

- Tartrate d’antimoine et de potassium ;
- Paramolybdate d’ammonium ;

- Dihydrogénophosphate de potassium KH,PO,.

+* Préparation de la solution molybdate acide

- Dissoudre 13g de tartrate d’antimoine et de potassium dans 100mL d’eau distillée ;

- Diluer 230mL de H,SO4 (9M) dans 70mL d’eau distillée, puis 1’ajouter a la solution
précédente ;

- Ajouter au meélange la solution suivante : dissoudre 0,35g de paramolybdate

d’ammonium dans 100mL d’eau distillée.
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Préparation de la solution acide ascorbique

Dissoudre 10g d’acide ascorbique dans 100mL d’eau distillée.

Préparation de la solution étalon

Dissoudre 0,2197g de KH,PO,4 dans 800mL d’eau distillée, ajouter 10mL d’acide
sulfurique (4,5M) puis compléter a 1000mL avec de 1’eau distillée (solution mére
50 mg/L de P) ;

Préparer une solution fille a 2mg/L.

Courbe d’étalonnage

Dans une série de fioles jaugées de 50mL, faites une dilution de la solution fille
(2mg/L) correspondant aux concentrations suivantes : 0; 0,05; 0,1; 0,2; 0,3; 0,4 ;
0,5 mg/L.

Ajuster a 50mL avec de I’eau distillée, puis prélever de chaque fiole un volume
équivalent a 40mL.

Ajouter ImL de la solution acide ascorbique + 2mL de la solution molybdate acide.
Une couleur bleue apparaitre, attendre 30 minutes, la lecture des densités optiques
peut s’effectuer a I’aide d’un spectrophotomeétre a une longueur d’onde égale a 880nm.

Les résultats sont consignés dans le tableau 3.4.

Tableau 3.4: Courbe d’étalonnage du phosphore.

C 0 0,05 0.1 0,2 0.3 04 05
(mg/L)

DO 0 0,033 0,068 0,128 0,188 0,249 0,302
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Figure 3.4 : Courbe d’étalonnage du phosphore, DO = f(C).

3.2. Détermination de la demande chimique en oxygéne (DCO)

+ Réactifs utilises
- Bichromate de potassium K,Cr,07;
- Sulfate de mercure HgSOy;
- Acide sulfurique H,SOy;
- Sulfate d’argent Ag,SOy,

+ Préparation du réactif de digestion

Dans 500mL d’eau distillée ajouter dans 1’ordre :

- 10,216 g de K,Cr,0; (préalablement séché a 1’étuve pendant 2h a 105°C) ;

- 33,39 HgSOy;

- 167mL H,SO4,
+* Préparation du réactif d’acide sulfurique

Ajouter du Ag,SO, dans du H,SO, concentré a raison de 5,59 de Ag,SO, /kg de H,SO,.
+ Mode opératoire

- Introduire dans un tube a fond plat de DCO 2,5mL de I’échantillon a analyser ;

- Ajouter 1,5mL de dichromate de potassium K,Cr,O7;
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- Ajouter lentement et avec précaution 3,5mL d’acide sulfurique-sulfate d’argent en agitant le
tube dans le vortex et en refroidissant sous un courant d’eau froide de facon a éviter toute

perte de substances organiques volatils ;
- Porter a ébullition dans un bloc chauffant (148°C) pendant2 h;
- Effectuer la lecture sur le spectrophotométre a A =600 nm ;

- La teneur en DCO est déduite du graphe d’étalonnage.

0,25

DO
0,2 -

0,15 y = 0,0002x

R?=0,9912

0,1

0,05

DCO (mg/L)

0 100 200 300 400 500 600 700 800 900

Figure 3.5 : Courbe d’étalonnage de la DCO, DO = f(C).

3.3. Dosage du carbone organique

+* Réactifs utilisés
- Acide sulfurique concentré H,SO,;
Solution de bichromate de potassium K,Cr,0O7 a 8% (0,2N) ;

Sel de Mohr (sulfate d’ammonium — fer Il hexahydrateé) ;

Fluorure de sodium en poudre (NaF) ;

Diphénylamine.

+ Préparation de la solution de diphénylamine
Dissoudre 0,5g de diphénylamine dans 60mL de I’acide sulfurique concentré, le verser

ensuite dans 40mL d’eau distillée.
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+ Préparation de la solution de sel de Mohr
- Dissoudre 78,5g de sel de Mohr dans 500mL d’eau distillée chaude, refroidir a I’abri de

Pair ;

- Ajouter 20mL d’acide sulfurique concentré et compléter a 1000mL.

+ Mode opératoire

Peser 0.5g de terre séchée ;
Mettre la prise d’essai dans un ballon de 250mL ;
Ajouter :
- 10mL de bichromate de potassium ;
- 15mL de H,SO, concentré ;
Couvrir le ballon d’un verre de montre ;
Porter le ballon sur un chauffe ballon ;
Apres la chute de la premiere goutte d’eau, compter Smin et retirer le ballon,
Laisser refroidir ;
Transvaser le contenu du ballon dans une fiole de 100mL et ajuster a 100 avec
de I’eau distillée ;
Pipeter 20mL de la solution et transvaser dans un erlen ;

Ajouter :

150mL d’eau distillée ;

Une pince de NaF ;

Ajouter 3 a 4 gouttes de solution de diphénylamine ;
En agitant, titrer avec la solution de sel de Mohr jusqu’a obtention d’une couleur
bleu verte ;

Refaire la méme opération avec un témoin (sans terre fine).
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ANNEXE 4

HYDROCARBURES DU SOL

4.1. Extraction des hydrocarbures totaux du sol (TPH) : méthode gravimétrique

L’extraction des hydrocarbures du sol a été réalisée dans un extracteur ultrason en se

basant sur la méthode de bi-lavage ; on prend 5g du sol contaminé dans un erlen de 50mL :

- On ajoute 30mL de solvant dichlorométhane CH,Cl, pendant 10min dans un
premier lavage ;

- On rajoute 15mL de solvant dichlorométhane CH,Cl, pendant 10min dans un
second lavage ;

- Le mélange (extrait - solvant) est filtré puis distillé dans un rotavapor a 40°C ;

- Apres distillation, I’extrait est laissé a sécher pour étre ensuite pesé. La quantité des

hydrocarbures totaux extraite est déterminée.
4.2. Mesure de la densité du gasoil

La mesure de la densité du gasoil est effectuée a I’aide d’un densimeétre a une

température de 20°C.
La densite du gasoil a 20°C est dy = 0,822.

Nous avons aussi mesuré la masse volumique du gasoil en utilisant un pycnométre

d’une capacité de 10mL, nous avons obtenu les résultats suivants :
m, : la masse de pycnometre vide = 17,7439 ;
M, : la masse de pycnomeétre rempli d’eau = 26,008g ;
Mg : la masse de pycnometre rempli du gasoil = 27,8429 ;

Alors ; la masse volumique du gasoil py = 0,818 glem®.
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ANNEXE 5

5.1. Résultats expéerimentaux de mesure du débit d’air

La pompe d’aquarium a deux sorties peut délivrer trois débits d’air différents « L, M et

H ». Nous avons mesuré le débit d’air pour un et deux diffuseur(s).
5.1.1. Mesure du débit d’air L
Les résultats sont regroupés dans le tableau suivant (tableau 5.1):

Tableau 5.1 : Les résultats obtenus pour le débit d’air L.

Un diffuseur Deux diffuseurs
V (cm®) 273 248 650 440
t (s) 18,20 13,33 20,18 12,44
Q (cmfs) 15 18,60 32,21 35,36
Qmoyen (CM°/S) 16,80 33,78

5.1.2. Mesure du débit d’air M

Les résultats sont regroupés dans le tableau suivant (tableau 5.2):

Tableau 5.2 : Les résultats obtenus pour le débit d’air M.

Un diffuseur Deux diffuseurs
V (cm?) 385 476 517 576
t(s) 12,49 18,42 9,21 10,56
Q (cm®fs) 30,82 25,84 56,13 54,54
Qmoyen (CM°/S) 28,33 55,33
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5.1.3. Mesure du débit d’air H
Les résultats sont regroupeés dans le tableau suivant (tableau 5.3):

Tableau 5.3 : Les résultats obtenus pour le débit d’air H.

Un diffuseur Deux diffuseurs
V (cm®) 470 430 590 610
t(s) 14,30 11,7 9,31 8,68
Q (cm?fs) 32,86 36,75 63,37 70,27
Qmoyen (CM’/S) 34,80 66,82

5.2. Calcul des vitesses minimales de fluidisation du solide

Au minimum de fluidisation, 1’équation établie par Ergun donnant la vitesse minimale de
fluidisation en fonction des caractéristiques du solide et du gaz ainsi que 1’accélération de la

pesanteur est la suivante :

150(1 — epp)?. 1y 1—¢&nr Py
1—¢ - = Uy,r+1,75. . U?
( mf)(pp pg)g g;f' (@p. dp)z mf S‘r?;lf @p_ dp mf

(5.1)

En tenant compte des simplifications faites sur les petites particules dont Re, < 20, la

relation devient :

_ (Q)p'dp)z Pp—Pg Emy
Umf N 150 ( Hg ) -9 (1_5mf) (52)

Tel que :

Uns: vitesse minimale de fluidisation (cm/s) ;
dp : diametre des particules (cm) ;

Mg : Vviscosite du gasoil (kg/ms) ;

pp - masse volumique des particules (g/cm?) ;
py - masse volumique du gasoil (g/cm®) ;

€mf . porosité du solide ;

g : force gravitationnelle (N/kg) ;

@, : sphéricite des particules.
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Application numérique

Uns: 81 (cm/s) ;

dp : 345 (um) ;

Hg: 1,8%x10° (kg/ms) ;
pp: 2,13 (glem’) ;

pg: 1,2 (glem®) ;

emf: 0,52;
g:9,8(N/Kg) ;

@, :0,52.
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ANNEXE 6

Taux de croissance maximal

Le taux de croissance maximal est déterminé a partir des pentes des droites moyennes

représentées par In (X/X,) = f (t) de la phase exponentielle de la croissance bactérienne.

Les figures 6.1, 6.2 et 6.3 représentent la courbe de In (X/Xy) = f (t) pour les systemes
H1D1INS, H2D1NS et H2D2NS respectivement.

In (X/Xo) y = 0,7527x - 8,4515
R? = 0,9938

t (Jour)
11 14 17 20

Figure 6.1 : Evolution temporelle de taux de croissance bactérien pour le systéeme
H1DI1NS.
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In (X/X,) y = 0,988x - 10,825
I R2 = 0,9998

N Wb O OO N 00 ©

11 14 17 20

Figure 6.2 : Evolution temporelle de taux de croissance bactérien pour le systeme
H2D1NS.

In (X/Xo) y = 0,8022x - 8,9239
7 - R? = 0,9982

t (jour
0é ‘ ‘ i _tQour) i

11 14 17 20

Figure 6.3 : Evolution temporelle de taux de croissance bactérien pour le systeme
H2D2NS.
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ANNEXE 7

Caractéristiques physico-chimiques du sol

Soll
dp (um) 355 NO; (g/g) x 10° 0,516
p (g/cm’®) 2.51 NOs* (g/g) x 10° 7.21
€ 0.59 NH," (g/g) x 10° 2.34
Hu (%) 1.23 PO, (g/g) x 10° 5,34
pH 7.76 MO (%) 2,70
Sol2
dp (um) 330 NO; (g/g) x 10° 1,049
p (g/em®) 2.15 NOs* (g/g) x 10° 6.66
€ 0.46 NH,"* (g/g) x 10° 12.87
Hu (%) 2.24 PO,* (g/g) x 10° 7,87
pH 8,2 MO (%) 4,75
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RESUME

La contamination des sols par les hydrocarbures pétroliers est un probléme répandu
dans I'environnement du fait de leurs impacts sur les aquiféres, les nappes d’eaux souterraines
et la ressource non renouvelable.

L'objectif de cette étude était de traiter un sol pollué par du gasoil dans des bioréacteurs
gaz-solide sous des conditions aérobies avec un taux de contamination a 1%. Afin d’étudié
I’influence de 1’aération, nous avons utilisé différents systemes en faisant varier la hauteur du
sol et le débit d’aération.

A cet effet, nous avons suivi 1’évolution temporelle de la biomasse et des hydrocarbures
totaux (TPH) et avons mis en évidence la capacité des organismes autochtones a dégradé le
gasoil dans le cas d’un sol limoneux et I’influence de la hauteur du sol sur le rendement de
biodégradation.

Mot clé: Aération, gasoil, bioremédiation du sol, bioréacteur aéré.
ABSTRACT

Soil contamination by petroleum hydrocarbons is a widespread problem in the
environment because of their impacts on aquifers, groundwater and non-renewable resource.

The aim of this work was to treat soil contaminated with diesel fuel in gas-solid
bioreactors under aerobic conditions with an infection rate of 1%. To study the influence of
ventilation, we used different systems by varying the height of the soil and aeration rate.

To this end, we followed the time evolution of biomass and total hydrocarbons (TPH)
and have demonstrated the capacity of indigenous degraded diesel in the case of a loam soil
and the influence of height soil on the performance of biodegradation.

Keywords: Ventilation, diesel fuel, bioremediation of soil, aerated bioreactors.



