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Summary :

This work deals with the remediation of soils by biostimulation of microorganisms with the different C
/ N / P ratios recommended.

Biostimulation, which is mostly applicable to all biological decontamination techniques, involves
activating and stimulating the natural degradation process of contaminants by bringing together the
optimal conditions for microbial growth and development. This decontamination process is limited by
several factors including: nutrient availability, medium temperature, pH, moisture and oxygen.

The biodegradation of hydrocarbons is limited by the availability of nitrogen and phosphorus necessary
for microorganisms and present in insufficient quantities in the soil, the various optimal values of the C
/ N/ P ratios are given by several authors. In general, the Redfield molar ratio considered optimal (C/
N /P) =(106/16/1) is recommended.

Key words: biostimulation, bioremediation, nutrients, hydrocarbons, microorganisms.

Résumé :

Le présent travail traite de la remédiation des sols par biostimulation des micro-organismes avec les
différents rapports C/N/P préconisés.

La biostimulation, qui est la plupart du temps applicable a toutes les techniques de décontamination
biologique, consiste a activer et a stimuler le processus de dégradation naturelle des contaminants en
réunissant les conditions optimales de développement et de croissance microbienne. Ce processus de
décontamination est limité par plusieurs facteurs dont : la disponibilité des nutriments, la température
du milieu, le pH, le taux d’humidité et de I'oxygéne.

La biodégradation des hydrocarbures est limitée par la disponibilité de I'azote et du phosphore
nécessaires aux micro-organismes et présents en quantités insuffisantes dans le sol, les différentes
valeurs optimales des rapports C/N/P sont données par plusieurs auteurs. En général, c’est le rapport
molaire de Redfield considéré comme optimal (C/N/P) = (106/16/1) qui est préconisé.

Mots clés : biostimulation, bioremédiation, nutriments, hydrocarbures, microorganismes.
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Dans les sols, les polluants se répartissent en fonction de leur densité, de leur solubilité
dans 1’eau, de leur volatilité et de leur capacité a s’adsorber sur la matrice solide du milieu
poreux, entre la zone insaturée, qui correspond a la couche de sol située au-dessus du niveau
piézométrique, et la zone saturée qui constitue I’aquifere.

Les composés rencontrés dans les sites pollués sont d’origine minérale ou organique. Les
principaux polluants d’origine minérale sont des composés a base de métaux lourds tels que le
plomb, le mercure, le zinc et le cadmium. Les polluants organiques sont des hydrocarbures
(carburants et combustibles) et des produits halogénés (solvants chlorés, PCB,
polychlorophénols ) (Chaouki et al, 2014).

La forte dépendance au pétrole comme principale source d'énergie dans le monde, a
engendré la contamination des sols par les hydrocarbures qui, généralement constituent les
principaux contaminants des écosystemes aquatiques et des écosystémes terrestres. Ainsi, les
fuites des carburants des réservoirs de stockage, les installations de distribution et de diverses
opérations industrielles......... etc représentent une source importante de contamination du sol
et de I’aquifere.

Parmi les techniques de traitements disponibles pour éliminer ces polluants dans le sol
et dans les eaux souterraines, les processus de bioremédiation sont souvent préconisés en raison
de leur simplicité, grande efficacité et de leur codt (Vidali, 2001) mais aussi car elles s’adressent
a un grand nombre de polluants. Ces techniques se sont largement développées ces derniéres
années méme si le traitement est souvent plus long que par les techniques conventionnelles et
ne peut s’appliquer qu’a des concentrations modérées en polluants (Charissou et Lejeune,
2009).

La biostimulation est a la base de toute technique biologique. Elle repose sur la capacité
naturelle de micro-organismes pour effectuer la dégradation partielle ou compléte des différents
polluants quel que soit leur nature. Les stratégies pour accélérer la décomposition biologique
des hydrocarbures dans le sol incluent la stimulation des micro-organismes indigénes en
optimisant les éléments nutritifs et I'apport d'oxygene ainsi que les conditions de température et
de pH. Nous nous intéressons en particulier a I’influence des nutriments sur la croissance
microbienne et sur la biodégradation dans le cas de sols pollués par les hydrocarbures, ainsi que
les différentes valeurs optimales des rapports C/N/P qui sont donnés par plusieurs auteurs.




CHAPITRE 1:

Techniques de traitement



Selon le degré de pollution des sols et du risque qu’ils représentent directement pour la
santé humaine et les écosystémes, des techniques particulieres de dépollution doivent étre mises
en ceuvre pour eliminer les polluants ou de les rendre moins toxiques. Il n’existe aucune méthode
de remédiation «universelle» applicable a tous les sols pollués (Gan et al, 2009).

Les différentes techniques de dépollution peuvent étre classées en fonction de la nature des
procédés employes. Il existe quatre classes de techniques (Colombano et al., 2010) :

a Les procédés physiques : qui consistent en I’immobilisation ou en 1’extraction du
polluant du milieu contaminé.

b. Les procédés chimiques ou électrochimiques : qui utilisent les propriétés chimiques
des polluants afin les rendre inertes (précipitation, etc.), les détruire (oxydation, ...etc.)
ou les séparer du milieu pollué (surfactants, ...etc.).

C. Les procédés thermiques qui utilisent la chaleur pour détruire le polluant
(incinération), l'isoler (désorption thermique), ou le rendre inerte (vitrification).

d. Les procédés biologiques (bioremédiation) : qui utilisent 1’action des micro-
organismes (bactéries, champignons, ...etc.) et des plantes pour éliminer les polluants
organiques ou minéraux, presents dans les sols, les boues, les sédiments ou les effluents
liquides.

Nous nous intéresserons a celles faisant appel a la bioremédiation et plus particulierement a la
biostimulation.

1. Principe de la bioremediation:
La bioremédiation est une des options les plus valables pour l'assainissement des sols

contaminés par les composés organiques. Elle repose sur l'utilisation de micro-organismes
/plantes pour détoxifier ou enlever les xénobiotiques organiques et inorganiques de
I'environnement. Son principal avantage est son codt réduit par rapport aux techniques
classiques. Outre sa rentabilité, c’est une solution permanente, qui peut conduire a une
minéralisation complete des polluants. En outre, il s'agit d'une technique non invasive, laissant
I'écosystéme intact et permettant le maintien des propriétés physico-chimiques, voire
biologiques des sols (Perelo, 2010).

La bioremédiation n’est efficace que si les conditions environnementales permettant la
croissance et l'activité microbienne sont réunies elle est d’autant plus efficace si les micro-
organismes dégradent par voie enzymatique les polluants et les convertis en produits inoffensifs.
(Vidali, 2001).

Ces techniques se sont largement développées ces dernieres années car elles sont efficaces, peu
colteuses et s'adressent & un grand nombre de polluants organiques ou non, méme si le
traitement est souvent plus long que par les techniques conventionnelles, et ne peut s'appliquer
qua des concentrations modérées en polluants (Charissou et Lejeune, 2009).
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Figure 1.1 : Les techniques de Bioremédiation

2. Biostimulation :

La biostimulation a largement été étudiée et c’est une technique qui a maintenant fait ses
preuves. Le principal avantage provient de 1’origine indigéne des micro-organismes, qui sont
donc déja présents et bien adaptés au milieu (Charissou et Lejeune, 2009).

Le concept de biostimulation est que, en ajoutant plus d'éléments nutritifs et par ajustement des
conditions du milieu telles le potentiel d’oxydo-réduction, I’humidité, la température ..., les
micro- organismes se répliquent, augmentation du nombre, rapidité de croissance et donc
augmentation de la vitesse de biodegradation (Mariano et al, 2007).

Elle consiste a stimuler au moyen d’adjuvants chimiques ou biochimiques la dégradation des
polluants par les micro-organismes indigenes (ROUDIER Pascal, 2005), en effet cette
opération est effectuée pour augmenter le taux de biodégradation du contaminant, et ce par
optimisation des conditions du milieu a savoir :

> lamise au point de I’aération et de I’humidité.
» I’ajout de nutriments de croissance (azote et phosphore) a la microflore dégradante.

1z
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Figure 1.2 : Principe de la biodégradation

La biostimulation vise a renforcer les activités des micro-organismes autochtones qui
sont capables de dégrader les polluants dans le sol, elle est souvent appliqué pour le traitement
des sols contaminés par les hydrocarbures (Tannee et Kinako, 2008), ou les quantités de
carbone sont trés importantes, ce qui provoque un épuisement des principaux nutriments
inorganiques disponibles, tel que N et P (Mariano et al., 2007). Ainsi un enrichissement en
éléments nutritifs, aussi appelé fertilisation, est une approche de bioremédiation dans laquelle
les engrais comme le phosphore et lI'azote sont ajoutés au milieu contaminé pour stimuler la
croissance des micro-organismes indigénes qui peuvent dégrader les polluants (Sang-Hwan et
al. 2007). La bioremédiation, accomplie par I'application des engrais afin d'améliorer la capacité
des bactéries indigenes utilisant des hydrocarbures, était appliquée avec succes pour le
traitement du déversement de pétrole en 1989 du « Prince William Sound », Alaska (Atlas,
1995).

2.1. Les limites de la biostimulation
Certaines études révelent que la correction de I'azote et du phosphore peut avoir aucun
effet sur la décontamination, ou méme peuvent représenter un inhibiteur par addition excessive.

L’azote, lorsqu'il est ajouté en tant que sels d’ammonium, peut étre toxique pour les micro-
organismes en raison de la production d’ammoniac dans le sol, qui peut étre mortel a des
concentrations élevees.

Certaines sources de phosphore (phosphate et ortho- phosphate) peuvent avoir divers effets sur
la biodégradation en fonction de leur toxicité et de leur solubilité.

15



Les effets contradictoires de la biostimulation, positif ou négatif, ont été expliqués par Smith et
autres (1998) qui ont proposé une théorie de ressource-rapport pour prévoir comment la
concurrence pour les ressources limitant- croissance a influencé la diversité et la fonction
biologique au sein d'une communauté biologique. La théorie fait deux grandes prédictions au
sujet de I'apport d'éléments nutritifs et de la biodégradation des hydrocarbures :

> les changements des rapports d’alimentation  de l'azote (N) et de phosphore (P)
modifieront sensiblement les taux de biodégradation et que ces changements du rapport
N/P va entrainer des changements importants dans la composition de la communauté
microbienne.

> les changements dans les niveaux d'approvisionnement en éléments nutritifs, modifiera
la biomasse total responsable de la dégradation des hydrocarbures ce qui a pour effet de
modifier les taux de biodégradation.

3. Facteurs influencant la bioremédiation

Plusieurs parametres affectent ’efficacité de la bioremédiation tel que : le pH, la
température, I’humidité, les nutriments, les accepteurs d’électrons (oxygéne, nitrates,...), les
microorganismes ....etc. (Fotinich, 1999)

3.1. pH

La plupart des micro-organismes sont capables de se développer dans un intervalle de pH allant
de 5a 9 avec un optimum se situant aux alentours de 7 1égérement alcalin (Gabet, 2004). Dibble
et Bartha (1979) ont mis en évidence que la dégradation des hydrocarbures est maximale pour
des pH compris entre 7,5 et 7,8 et est inhibée pour des valeurs inférieures (Arrar, 2007).

3.2. Température

La température a un effet considérable sur la capacité des microorganismes a dégrader les
hydrocarbures. Igbal et al. (2007) ont mis en évidence que la dégradation des HAP et PCP du
sol est plus importante a 42°C et est accélérée de 19% par rapport a un traitement a température
ambiante (21°C). Outre I’augmentation de I’activité et de la croissance des organismes avec la
température, la dégradation plus intense des hydrocarbures a plus forte température est
étroitement liée a la solubilité des hydrocarbures qui augmente avec la température, les rendant
plus biodisponibles.

3.3. Humidité

L humidité est un parameétre important dans le processus de biodégradation des composés
organiques simples ou complexes. Il est connu que des faibles taux d’humidité du sol inférieurs
a 2 % (Ballerini, 1999 ; Davis et Madsen , 1996) limitent les vitesses de biodégradation.
Inversement, des teneurs trop élevées vont influer sur la perméabilité des sols aux gaz et générer
des conditions de limitation de transfert de 1’oxygéne et donc de limitation du métabolisme
microbien aérobie (Ballerini, 1999).

Les taux d’humidité préconises dans la littérature, varient selon les auteurs, Ballerini, (1998)
propose 10%, Davis et Madsen, (1996) proposent 14%, Nano et al. (2003) proposent un taux
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d’humidité supérieur & 15% tandis que Sabaté et al. (2004) suggérent qu’il soit ajusté a 60%
de la capacité de rétention d’ecau du sol. L’eau est le principal transporteur et distributeur des
nutriments et des micro-organismes dans le sol, ce qui lui confére une grande importance dans
les processus de biodégradation.

3.4. L ’oxvgene

La disponibilité d’accepteurs d’électrons constitue un facteur limitant au développement des
processus microbiologiques dans les sols. C’est 1’oxygene qui joue ce rble dans le cas des
procédés aérobies.

Le processus biologique aérobie est spécialement souhaitable pour la remédiation des sols
contamines par le diesel (Brinkmann et al, 1998). Lorsque 1’oxygene est consommé par les
micro-organismes, une nouvelle biomasse est synthétisée (Ledakowicz et Solecka, 2000) ainsi
la respiration aérobie semble étre le mécanisme primaire pour la biodégradation des
hydrocarbures (Greer et al, 2003). La concentration en oxygéne doit étre supérieure a 10% pour
stimuler la dégradation par voie aérobie (Vogel Timothy, 2001). Plusieurs auteurs ont montré
que la biodégradation anaérobie est plus lente que la biodégradation aérobie (Li et al, 2000).

3.5. La disponibilité des microorganismes

Un sol non pollué constitue un réservoir trés important de microorganismes (bactéries et
champignons). La densité bactérienne est estimée a 10*®_10*° UFC par gramme de sol sec des
horizons superficiels présentant une biomasse de 1500 kg par hectare pour une profondeur de
20 cm. Les champignons, pour leur part, est peuvent former une biomasse atteignant 3500 kg
par hectare (Girard et al, 2011).

3.6. Nutriments

Les besoins nutritionnels des microorganismes sont tres élevés et ne sont le plus souvent pas
couverts par I’azote et le phosphore déja présent dans le sol, se manque en nutriment est plus
apparent en présence d’une pollution. Il est donc important d’amender le milieu en élément
nutritif toute on respectant les rapports molaire préconisés et ainsi de permettre une croissance
optimale des microorganismes et donc une meilleure dégradation des polluant.

Les teneurs en azote et phosphore exprimées en rapport massique de carbone organique
different selon plusieurs auteurs. Elles dépendent essentiellement de la quantité de carbone
présente préalablement dans le sol contaminé.

Dans le cadre de notre étude nous nous intéressons en particulier a I’influence des nutriments
dans le cas de sols pollués par des hydrocarbures.
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CHAPITRE 2 :

Influence des nutriments



1. Nutriments

L'importance des nutriments pour les processus microbiens est connue depuis longtemps.
L'azote (N) composé vitale pour la synthese des acides amingés et les bases azotées , tandis que
le phosphore (P) est impliqué dans le transport d'énergie comme l'adénosine triphosphate.
L'analyse de la composition de la biomasse microbienne indique que le carbone (C), l'azote et
le phosphore sont présents dans le rapport de 106/16/1 respectivement (Redfield et al, 1963).

Les sols contaminés ou les teneurs intrinseques en N et P sont faibles, nécessitent 1’addition de
nutriments pour permettre une augmentation suffisante de biomasse et par conséquent un taux
de dégradation significatif des hydrocarbures.

Dans la pratique, les rapports C/N allant de 14/1 jusqu'a 560/1 ont été proposés comme approprié
ou optimal pour la biodégradation. D’autres chercheurs trouvent que la croissance microbienne
atteint un maximum pour un rapport molaire optimal N/P de 2/1 (Ying, 2011). Au-dela de 5/1,
la croissance microbienne est inhibée pour devenir négligeable lorsque le rapport N/ P est
superieur a 10 (Ying, 2011).

Dans certains cas, lorsque les niveaux d'éléments nutritifs intrinséques sont déja suffisants pour
la biodégradation, I’amendement en nutriments n'a pas un effet significatif sur le taux de la
remeédiation (Schinner Margesin et, 1997).

Differents niveaux d’amendement d'éléments nutritifs découle dans une gamme de taux de
dégradation en raison de la relation intime entre les concentrations des nutriments et de I'eau
dans la matrice du sol. Les eléments nutritifs sont connus pour devenir toxiques pour les micro-
organisme du sol a haut potentiel osmotique (Walworth et al., 1997), il est donc important non
seulement de maintenir une quantité suffisante de N et P (et d'autres micronutriments), mais
aussi de veiller a ce que I'numidité du sol soit également adéquate.

D'autres études, y compris ceux par Bossert et Bartha (1984), Fayad et Overton (1995), Manilal
et Alexander (1995), Raymond et al. (1976), trouvent que la biodégradation peut étre inhibée
par l'addition de nutriments cité par (Susan et al, 2003).Yu et al (2005), ont proposé que le taux
de biodégradation devrait étre optimisé par un rapport nutritif spécifique, car les différents
micro-organismes dégradeurs exigent différents rapports en nutriments.

Une approche qui est théoriquement possible pour subvenir aux besoins en azote est 1’isolation
ou le genie génétique des micro-organismes qui offre la possibilité de fixer I’azote et oxyder
I’hydrocarbure. L’introduction de genes de fixation d’azote dans les dégradeurs d’hydrocarbures
ne va pas a elle seule résoudre le probleme car le géne « nitrogénase » produit est trés sensible
a ’oxygéne qui lui-méme est essentiel pour une dégradation efficace des hydrocarbures.
Cependant certains micro-organismes aérobiques tel que azotobacter et cyanobacter arrivent a
protéger leur nitrogénase de I’oxygene. Il est a préciser que la fixation d’azote est tres couteuse,
la croissance bactérienne pendant la fixation semble étre tres lente. Récemment, on a constaté
que I’acide urique, qui est trés peu soluble dans 1’eau et qui constitue une bonne source d’azote,
peut étre une bonne alternative aux adjuvants classiques (Ron et Rosenberg,2010). En addition
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a cela, I’acide urique est disponible est moins couteux ce qui en fait un excellent stimulant pour
les microorganismes.

2. Les différents rapports C/N/P

Les nutriments sont indispensables a 1’activité et au développement des micro-organismes
(Abismail ,2011). Ce sont des corps simples qui peuvent étre assimilés, sans transformation
digestive par les organismes, et favoriser la croissance des populations bactériennes. Les plus
importants sont 1’azote et le phosphore (N, P) et ils doivent étre utilisés a des concentrations
appropriées selon un certain rapport de carbone/azote et carbone/phosphore.

Dans les terres, ou le carbone se trouve en exces par suite d'une pollution, les bactéries
consomment, durant les phases de fermentation aérobie active, 15 a 30 fois plus de carbone que
d'azote, selon que I'hydrocarbure est plus ou moins biodégradable (Schultz, 1998). Les facteurs
limitant de la biodégradation sont alors les nutriments en déficit, I'azote pour l'essentiel, puis le
phosphore parmi les eléments moyens, et a un degré moindre le soufre et le potassium. Il est
possible de limiter cet effet par apport des éléments déficitaires de facon a rétablir les conditions
optimales pour le fonctionnement bactérien. Schultz, (1998). Des études ont prouvé que la
biodégradation des hydrocarbures est supérieure dans un sol fertilisé (Chaineau et al, 2000 ;
Rosenberg et al, 1992). En effet, Greer et al.2003 et Venosa et al.2002, ont noté que 1’activité
microbienne augmente en réponse a I’application de I’azote et du phosphore.

Le tableau (2.1) regroupe les rapports C/N/P recommandés par les différents auteurs dans le
cas de la biodégradation des hydrocarbures.

1s



Tableau 2.1 : Rapports C/N/P recommandés.

Rapport C/N/P Auteurs
(Redfield et al., 1963) cité par Susan et
106/16/1 al,2003.
100/15/3 Rosenberg et al. (1992)
100/10/1 Hyman et Dupont, (2001) cité par(venny et

al,2004) Berry (1997).
Vankemenade et al. (1996)

60/2/1 Cassidy et al. (2000)
150/10/3 Venosa et al. (2002)
120/10/1 Ghazali et al. (2004)

Gabet (2004)

Thomass et al (1992)

100/5/1 Nano et al. (2003)
Gibbetal (2001).
Potter et al. (1999)
1000/10/1 Brinkmann (1998)

100/50/10 Chainerau (2000)

2.1. Rapport 106/16/1 (concept de Redfield)

Les besoins fondamentaux des microorganismes en éléments nutritifs sont souvent approchés
par I’observation de leur composition interne. C’est ce que Redfield a montré a travers son
étude :

Le rapport de Redfield a été initialement dérivé empiriquement a partir de mesures de la
composition élémentaire de plancton plus de la teneur en nitrate et le phosphate prélevés de I'eau
de mer dans un petit nombre de stations dans I'océan Atlantique. En effet, Redfield avait observé
que, quelles que soient les concentrations, il existait un rapport sensiblement constant entre le
contenu en nitrate et en phosphate des eaux de mer, que ces éléments étaient apparemment
extraits du milieu ambiant par le plancton dans les proportions ou ils se trouvaient et qu’ils
retournaient en solution simultanément a la mort des organismes. Ces vues se trouvaient
confortées et précisées en 1940, par les analyses de plancton réalisées par Flemming, analyses
montrant que le plancton marin possedait un rapport C/N/P voisin de 106/16/1. Mais c'est surtout
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un article publié en 1963 par Redfield, Ketchum et Richards qui a contribué a populariser le
concept de Redfield dans la communauté des océanographes.

Selon les vues de Redfield, la photosynthese (ou la décomposition) du plancton produit (ou
consomme) 138 moles de O2 par mole de P, selon le bilan réactionnel :

photosynthése
%

106CO3 +16HNO3 + H3PO4 +122H70 (CH20)106(NH3)16 H3PO4 +13807

e
décomposition

L'activité biologique des organismes doit donc modifier la teneur en oxygéne, en carbone
inorganique, en azote et en phosphore des eaux de mer selon les proportions :

AP/AN/AC/AO2=1/16/106/-138
A la lumiere des innombrables mesures de phosphate, de nitrate et d'oxygéne qui ont été
réalisées dans les 30 dernieres années, il apparait que les rapports de Redfield seraient quelque
peu différents des valeurs initialement proposées par l'auteur, ce qui n'enleve rien a l'intérét du
concept.

Le rapport entre phosphate et nitrate étant le méme dans I'eau de mer et dans le plancton, soit N
| P ~ 16, il s'ensuit que le préléevement ou la restitution de nutriments dans un rapport AN / AP
~16 ne modifient pas la valeur de ce rapport. Il est ainsi admis pour I’azote et le phosphore que
le phytoplancton présents en eau douce comme en eau marine, auront une tendance naturelle a
utiliser ces sels nutritifs dans les mémes proportions que celles de leur biomasse, c’est a dire
dans un rapport N/P qui est de 16/1.

Par rapport a ces besoins d’équilibre, le rapport des éléments N et P présents dans 1’eau sous
une forme minérale assimilable, sera considéré comme exprimant une limitation de la croissance
par le phosphore quand il est supérieur a 10 (N/P> 10 ) et une limitation de la croissance par
I’azote quand il sera inférieur a5 (N/P <5).

Ce rapport de 106/16/1 est souvent cité comme un rapport optimale C/N/P ciblé afin d’estimer
la quantité d’amendement nutritif nécessaire a la croissance microbienne et donc a 1’élimination
des hydrocarbures du sol. Bien que cela détermine théoriquement les nutriments nécessaires
pour la conversion des hydrocarbures totaux en biomasse, I'application du rapport de Redfield
pour les expériences de minéralisation ignore que la majorité du carbone qui est minéralisée est
généralement converti en CO; et est alors perdu du systéeme. Aussi, les espéces inorganiques de
l'azote peuvent étre perdues a partir du systeme grace a des processus nitrification-
dénitrification. (Susan et al. 2003).
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2.2. Rapport 120/10/1

Thomas et al. (1992) ont suggéré que le rapport C/N/P favorable doit étre maintenu a 120/10/1
pour permettre la croissance et I’activité microbienne de se produire et donc une meilleure
élimination des hydrocarbures.

2.3. Rapport 100/10/1

Le rapport carbone/azote/ phosphore (C/N/P) de 100/10/1 a été fréquemment rapporté comme
un niveau de référence pour les approches de biostimulation (Cheng et Mulla 1999).
Cependant, ce rapport devrait étre considéré uniquement comme valeur guide. La concentration
optimale des nutriments devraient étre testé chaque fois qu'un processus de biorestauration est
considéré, comme des solutions universellement applicables ne sont pas valables pour les
systemes biologiques aussi complexes que les sols (Ruberto et al. 2013). Par exemple, Liu et
al. (2011) ont rapporté une meilleure efficacité d’élimination des hydrocarbures en utilisant un
rapport C/N/P qui étaient trés différents de ceux qui sont considérés comme référence. Pour ces
raisons, I'optimisation de cette stratégie est une opération clé avant lI'application sur le terrain a
grande échelle.

2.4. Rapport 100/5/1

Potter et al. (1999) ont utilisé le fumier de vache et boues activées comme source de nutriment,
gardant ainsi un rapport C/N/P de 100/5/1 pour étudier la dégradation des HAP sous conditions
de compostage a I'échelle laboratoire. Des études antérieures ont indiqué que la température et
le rapport sol / amendement par les déchets biologiques sont des parametres de fonctionnement
importants pour le traitement compostage-bioremédiation des sols contaminés.

Depuis une dizaine d’années, la présence de résidus organiques dans le sol comme le fumier,
les déchets de jardins, les boues des eaux usées ainsi que les déchets ménagers ont toujours été
ajoutés au sol contaminé pour la stimulation de I’activité microbienne par addition de dérivés
azotés et phosphorés minéraux demeure privilégiée. Le fait qu’ils contiennent une richesse en
nutriments (Azote, phosphore) leur assure une place privilégiée dans 1’amendement de sols. lls
peuvent servir comme stimulants dans le domaine du traitement de sols contaminés par les
hydrocarbures, mais le fait qu’ils contiennent des pathogénes ainsi que des métaux lourds les
rend dangereux sur I’environnement (Espinoza, 2003).

2.5. Rapport 150/10/3

La biostimulation par I'enrichissement en éléments nutritifs et la phytorestauration ont été
étudiées pour la restauration dune terre humide d'eau douce subissant un stress aigu
expérimentalement exposés a du pétrole brut.

L'étude a permis de déterminer l'efficacité de l'addition de fertilisants dans I'amélioration du
taux de biodégradation du pétrole résiduelle ,ainsi que la durée du traitement en présence et en
absence d’engrais inorganique et le role des éléments nutritifs dans I'amélioration de la
restauration des zones humides en l'absence de plantes de terres humides sains.
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Le phosphore a été fourni en excés selon le rapport de C/ P de 50 / 1, tandis que 1’amendement
en azote a été suivant un rapport molaire de 15/1. (Venosa et al, 2002)

3. Effet des différents rapports C/N/P sur la croissance microbienne et I’enlevement des
hydrocarbures

Le rapport C/N/P a une influence directe sur la croissance des micro-organismes responsables
de la biodégradation des polluants. La pollution par le gasoil en est un exemple :

a- La biostimulation (aérobie) a été suivie selon 3 rapports C/N/P de 60/2/1, 100/10/1, et
106/16/1 pour différents taux d’humidit¢é (Hu) 10%, 15%, 25% (Boukoucha.2009)
L’amendement en azote a été réalisé sous forme de NH4Cl et en phosphore sous forme de
KH2PO.. Il a été constaté qu’une croissance optimale est obtenue pour un rapport C/N/P =
60/2/1 et un taux d’humidité de 10% avec un rendement d’élimination des hydrocarbures totaux
du gasoil plus important qui atteint une valeur maximale de 82,0%.

b- Une autre étude traite de la bioremédiation d’un sol pollué par du gasoil a raison de 10% dans
un réacteur mecaniquement agité est réalisée en procurant aux micro-organismes indigenes un
environnement favorable a leur développement. La biostimulation réactionnel repose sur
I’addition d’azote et de phosphore suivant trois rapports molaire C/N/P égal a 100/10/1,106/16/1
et 120/10/1. La détermination du taux de croissance maximum a permis de comparer les vitesses
de croissance bactérienne pour les trois rapports molaires, le taux de croissance le plus important
est de 0,478 trouvé dans le cas de rapport C/N/P de 100/10/1. Le rendement d’élimination des
hydrocarbures existant dans le gasoil est important pour les trois rapports, il atteint les 100%
pour certains (Abismail ,2011).

c- Dans le but d’étudier I’influence du rapport molaire C/N/P : 1’évolution de la biomasse, la
concentration en gasoil ont été suivie dans le cas d’un sol contaminé a raison de 1% a une
température et un taux d’humidité maintenus constants et égaux respectivement a 20°C et 15%.
Des échantillons de sols (410g) sont apres pollution amendés en azote et phosphore suivant
différents rapports a I’exception d’un qui servira de témoin. Les rapports utilisés sont : 100/10/1,
100/20/1, 100/5/1 et 60/2/1. L’échantillonnage de sol a été effectué tous les cinqg jours.

Les rapports les plus favorables a la croissance bactérienne dans des microcosmes sont le
100/5/1 (8.107 UFC/g) et le 60/2/1 (4.10" UFC/g) bien que les différences soient peu
significatives.

Les résultats de la biomasse dans les différents systemes étudiés sont cent (100) fois plus grands
que ceux dans le cas du sol non amendé. A la fin du traitement, aprées 22 jours, la biomasse
diminue pour 1’ensemble des systémes et le témoin probablement du fait de 1’épuisement des
nutriments qui devient un facteur limitant pour la croissance bactérienne. (Merabet, 2012)
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Conclusion genérale



Conclusion générale

La performance des méthodes biologiques pour le traitement d’une grande variété de
composés organiques et inorganiques est prouvée depuis déja plusieurs années. Leur
développement et leur utilisation & I’échelle industrielle croit de fagon exponentielle. Le
traitement biologique est devenu populaire en tant que méthode simple et non codteuse pour la
réduction des hydrocarbures.

L’objectif principal de ce travail est d’étudier I’influence des nutriments sur la
biodégradation des sols contaminés par des produits pétroliers en se reférent aux différents
rapports C/N/P préconisé par les différents auteurs.

Plusieurs études ont porté sur la relation entre 1’apport d’azote et du phosphore, fournis par les
fertilisants, qui sont toujours des facteurs limitant pour la biodégradation dans les sols pollués
et 1I’élimination des hydrocarbures dans les sols. En effet, selon Tanee et Kinako (2008), les
hydrocarbures ont une forte teneur en carbone et les microorganismes utilisent ou immobilisent
les éléments nutritifs disponibles (N et P) pour dégrader ces derniers, et créent donc un déficits
en nutriments.

Les carences nutritionnelles causées par la contamination aux hydrocarbures du sol peuvent
cependant étre compensées par l'apport d'engrais. Lee et al. (2011) ont étudié ’effet de la
biostimulation sur la biodégradation du gasoil dans le sol et ont constaté que I’adjonction
d’eléments nutritifs a fortement augmenté 1’activité des micro-organismes par rapport au sol
non traite.

L'effet de la modification des éléments nutritifs indique que la non disponibilité des nutriments
est un important facteur limitant, pour la bioremédiation naturelle du sol contaminé considéré
dans ce travail. La biostimulation avec addition d'engrais (N et P) a été signalée comme un
facteur important pour améliorer la bioremédiation des sols (Mariano et al, 2007).

Et donc la disponibilité des nutriments en quantités et proportions suffisantes est trés importante,
ce qui revient a trouver les rapports C/IN/P optimaux.
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