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ABSTRACT:

Petroleum hydrocarbon soil contamination constitutes an environmental problem due to the sub- soil
pollution and groundwater and its impact on fauna, flora and human health.

The objective of this work is to study the influence of coupling a chemical treatment by Fenton -like
oxidation followed by a biological treatment on the effectiveness of remediation of soil artificially
contaminated with hydrocarbons at a rate of 3.2% under aerobic conditions.

To this end, we followed the time course of the biomass and total hydrocarbon diesel, as well as pH and
nutrients. We have demonstrated the feasibility of the process Fenton and a bacterial activity
responsible for biodegradation, and its dependence on the nutrient intake and the addition of inoculum.

Keywords: Fenton-like oxydation, biodegradation, hydrocarbon, soil pollution, biological treatment
RESUME :

La contamination des sols par les hydrocarbures pétroliers constitue un probleme environnemental du
fait de la pollution des sous-sols et des eaux souterraines et de son impact sur la faune, la flore et la
santé humaine.

L'objectif de ce travail est d’étudier I’influence du couplage d’un traitement chimique par oxydation
Fenton-like suivi d’un traitement biologique sur I’efficacité de la remédiation d’un sol artificiellement
pollué par des hydrocarbures a un taux de 3,2% sous des conditions aérobies.

A cet effet, nous avons suivi I’évolution temporelle de la biomasse et des hydrocarbures totaux du sol,
ainsi que le pH et les nutriments. Nous avons mis en évidence la faisabilité du procédé Fenton ainsi
qu’une activité bactérienne responsable de la biodégradation, et sa dépendance avec I’apport de
nutriment et 1’ajout d’inoculum.

Mots clés : oxydation Fenton-Like, biodegradation, hydrocarbure, pollution du sol, traitement
biologique,
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INTRODUCTION

Le sol est un milieu fragile et tres complexe, issu d’interactions complexes entre le
climat, la géologie, la végétation, 1’activité biologique. C’est un milieu vivant, interface
entre la biomasse, I’atmosphére et 1’hydrosphére. Il joue un réle prépondérant dans la
qualité des eaux de ’air et de la chaine alimentaire et est un milieu de transit, de stockage
et de transport de nombreuse substance quelle que soit leur nature : organique ou
inorganique.

La pollution du sol qui résulte de I’activité humaine, tant industriel qu’agricole et
urbaine. Cette contamination trop négligée jusqu’a une époque récente est préoccupante de
par ses conséquences environnementales, sanitaires et socio-économiques : le sol étant une
ressource non renouvelable. Si la dégradation des sols peut étre tres rapide, il faut en
revanche environ une centaine de milliers d’années pour les reconstituer, il s’agit donc
éminemment d’une ressource a préserver.

De ce fait, les sites et sols pollués représentent un passif environnemental lourd a
gérer. Parmi les contaminants, les hydrocarbures et huiles constituent la principale source
de pollution des sols, sous-sols et eaux souterraines (Militon, 2007). Certains composés
tels les hydrocarbures aromatiques polycycliques (HAP), présentent souvent un caractére
cancérigéne et/ou mutagéne dont les effets peuvent apparaitre a long terme. La dépollution
des sols constitue ainsi un enjeu majeur et les techniques de dépollution peuvent étre de
nature physico-chimique, thermique et/ou biologique.

Devant des réglementations de plus en plus strictes en termes teneurs résiduelles,
les filieres traditionnelles du traitement des sols pollués ont di évoluer avec 1’introduction
de nouveaux procédés. Dans ce contexte, un nombre important de recherches ont porté sur
une nouvelle classe de traitements : les procédés d’oxydation avancée (POA) et les
procédes intégrés pour 1I’amélioration des rendements de biodégradation déja existant dans
le domaine de la bioremédiation du sol vu leur faible cout et facilité d’utilisation et de mise
en ceuvre. Ces technologies ont déja montré leur potentiel dans le traitement de polluants
organiques toxiques et récalcitrants.

Parmi les POA, le procédé Fenton est parmi les plus répandus. Son usage pour la
remeédiation des sols contaminés a recu récemment une attention soutenue a cause de sa
capacité a oxyder une large gamme de contaminants. Ce processus est bien documenté et
implique la décomposition du peroxyde d’hydrogéne catalysé par le fer ou autres éléments
de transition qui ménent a la production d’un radical hydroxyle

Notre étude portera sur 1’une des variantes du procédé Fenton qui est le Fenton-Like au vu
de sa faisabilité dans des conditions opératoire de pH au voisinage de la neutralité; sans
affecter la microflore bactérienne des sols a poursuivre son activité.

Nous étudierons la faisabilité et les performances de la remédiation d’un sol pollué par des
hydrocarbures (issus d’une ancienne pollution par le gasoil), par couplage de procédés
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chimique et biologique. Le premier a pour but d’éliminer une partie de la pollution et en
méme temps faciliter le traitement biologique qui suivra pour une dépollution aussi
efficace que possible. Nous nous intéresserons a 1’influence du procédé Fenton like et son
impact sur I’enlévement des hydrocarbures du sol par biostimulation, bioaugmentation et
atténuation naturelle.

Notre présent travail est organisé de la maniere suivante :

- Partie I : Une étude bibliographique qui introduit quelques notions essentielles pour la
compréhension de la remédiation des sols pollués par les hydrocarbures ainsi que les
différents techniques de traitements, en particulier les procédés d’oxydation avancée, les
procédés biologiques et leur couplage

- Partie II : Elle est consacrée a la description du dispositif expérimental, du matériel et des
méthodes de mesure des parameétres étudiés.

- Partie III : L’ensemble des résultats obtenus dans le cas du traitement d’un sol pollué par
des hydrocarbures dans des bioréacteurs gaz solide sous des conditions aérobies pour les
différents systemes adoptés.

- Conclusion et perspectives.
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Partie 1 :

Etude
Bibliographique



CHAPITRE 1

Geénéralités sur le sol



Chapitre 1 : GENERALITES SUR LE SOL :

1.1. Le sol :

Les sols constituent I'élément essentiel des biotopes continentaux. Leur ensemble,
dénommeé pédosphere, résulte de l'interaction de deux compartiments biosphériques,
I'atmosphére et les deux couches superficielles de la lithosphere. C'est l'altération des
roches méres, due a des forces chimiques et biologiques, qui donne naissance au régolite
(manteau superficiel de débris), lui-méme transformé en ce que I'on appelle sol. Les cing
principaux facteurs impliqués dans la formation du sol sont la roche mére, le climat, la
topographie, I'activité biologique et le temps (Atlas et Bartha, 1992.).

Le sol a de nombreuses fonctions, c’est un milieu biologique dans lequel se développent
des organismes vivants. Ce développement dépend de la qualité du sol ou sa fertilité
(quantité de carbone, d’azote, capacit¢ d’échange ionique, etc.). C’est aussi un acteur
déterminant du cycle de I’eau et de sa qualité (source de pollution, capacité de rétention
des polluants et de biodégradation). Le sol joue aussi un réle prédominant dans tous les
cycles biogéochimiques (Quénéa , 2004.).

1.2. Caractéristigues générales des phases du sol :

Le sol est constitué de trois phases : solide, liquide et gazeuse. Leurs proportions sont
variables en fonction, notamment, de leur état hydrique et des contraintes mecaniques
qu'ils subissent (Calvet,2000).

1.2.1. La phase solide du sol :

Elle est constituée par des minéraux et des matieres organiques en proportions variables.
Selon Calvet, (2000), les organismes vivants du sol pourraient étre considérés comme une
partie de la phase solide, puisqu'ils ne sont ni gazeux ni liquides.

On distingue :

La fraction minérale composée essentiellement de silicates mais aussi de cations tels que
les ions Na+, Ca2+, Mg2+, de nitrates et de phosphates capitaux pour les plantes. Leur
composition depend de la nature de la roche-mere. La nature des minéraux peut étre
extrémement diverse avec différentes tailles granulométriques (Quénéa, 2004.)

Les argiles sont des aluminosilicates sous forme de petites particules de grande surface
spéecifique. Elles forment des couches, qui peuvent gonfler en acceptant des molécules
d’eau et peuvent se lier a des cations tels que K+, Ca2+ et Mg2+ (Bliefert et
Perraud,2001).

La fraction organique : d'un sol est constituée a plus de 80% de matiere organique morte
(résidus de plantes et d'animaux en état de décomposition naturelle) (Paul et Clark ,
1996). On trouve aussi des organismes vivants : des bactéries dont beaucoup
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d’actinomycétes, des champignons et une microfaune formée de protozoaires, nématodes,
insectes, vers de terre (Quénéa, 2004.).

1.2.2. La phase liquide du sol

La phase liquide du sol ; solution du sol, de composition complexe et tres variable. Elle
contient de trés nombreuses substances dissoutes organiques et inorganiques, ionisées et
non. Généralement on distingue les micro-éléments dont les éléments traces métalliques et
les macro-éléments dont les plus fréquents sont: les espéces HCO; , NOs, Na+, Mg®* Si
(OH),, SO4%, CI', K*, Ca?* et 0,.( Calvet , 2003)

1.2.3. La phase gazeuse du sol

L'air du sol contient en général les mémes substances que l'air atmosphérique mais sa
composition peut étre trés différente en raison de la profondeur du sol et en particulier de
I'activité biologique (Soulas et al., 1983.). L'air du sol contient également du NO, N0,
NHs, CH4 ,H2S et parfois, des composés organiques volatils (Tarayre 2010 ; Calvet,
2000.).

1.3. Propriétés physico-chimiques

1.3.1.Texture :

La texture d'un sol correspond a la répartition des minéraux par catégorie de grosseur. Le
sable, le silt et I’argile constituent les particules les plus petites d’un sol, mais on peut aussi
y trouver du gravier (de 0,2 cm a 2 cm), des cailloux (de 2 cm a 20 cm) ainsi que des blocs
(>20 cm). Les sols sont classés suivant leurs proportions relatives en particules d’argile, de
limon et de sable(Annexel).

1.3.2. Porosité

Elle est définie comme étant le rapport du volume de vide sur le volume total apparent, sa
valeur est comprise entre 30 et 60 % dans les sols les plus courants, mais elle peut atteindre
90 % dans les tourbes (Tarayre 2010)

1.3.3. Perméabilité

La perméabilité du sol est une grandeur qui mesure 1’aptitude du sol a se laisser traverser
par I’eau. C’est I’'un des parameétres qui régit le transport des polluants dans le sous-sol. La
perméabilité du sol a I’air détermine la faisabilité¢ de traitements in situ par venting ou par
extraction sous pression réduite (Boudouch, 2009).
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1.3.4. Humidité

La teneur en eau ou taux d’humidité d’un sol est exprimée en pourcentage massique et est
définie comme étant la quantité totale d’eau retenue dans le sol rapportée a son poids
humide. Cette propriété renseigne peu sur le sol, parce que sensible aux précipitations et
aux différents états de I’eau dans le sol. L’ensemble des variations de cette grandeur dues
aux changements climatiques au cours de I’année définit le régime hydrique du sol
(Duchaufour, 1998).

1.3.5. Capacité d’échange

La capacité d’échange mesure la quantité¢ d’éléments échangeables qu’un sol peut retenir.
Elle est fonction de la teneur en argile, du type d’argile et de la teneur en humus (Engels,
2002).

1.3.6.pH :

L’acidité d’un sol traduit la concentration en ions H+. Les sources d’ions H+ dans le sol
sont de deux types : organique et minéral (Engels, 2002). L’acidité varie en fonction :

- Des conditions climatiques générales et locales ;
- De la nature de la roche-meére ;

- Des processus d’humification ;

- Des pratiques culturales (Engels, 2002).

Le pH influence la nature des organismes vivants (Engels, 2002) et peut contrdler les
conditions de biodégradation.

1.3.7. Hétérogénéité

Le sol présente une certaine hétérogénéité du fait qu’il soit constitué de plusieurs couches
superposées. Cette hétérogénéité donne lieu a des variations de ses propriétés physico-
chimiques avec la profondeur. Cette propriété a un role majeur dans 1’étude de la diffusion,
de I’adsorption, de la rétention et de la persistance des polluants (Yaron et al., 1996) et par
conséquent de la distribution des polluants.

1.4. Microorganismes des sols

La population microbienne du sol, connue sous le nom de microflore tellurique, se
compose de cing groupes principaux de micro-organismes : bactéries, actinomycétes,
champignons, algues, protozoaires. Les bactéries sont les plus abondantes. Les premiers
quinze centimetres d’un sol constituent, en général, la partie la plus active biologiquement.
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Parmi les micro-organismes responsables de la dégradation des matieres organiques, il est
possible de distinguer (Rifaldi et al., 2006) les bactéries hétérotrophes, les actinomycetes
et les champignons.

Il est en général admis que la densité de la microflore bactérienne totale, exprimée en
nombre de cellules bactériennes par gramme de sol, est comprise entre 10° et 10%(King,
1996, Battelle, 1996.).

Un sol non pollué constitue un réservoir trés important de microorganismes (bactéries et
champignons). La densité bactérienne est estimée & 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)
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Chapitre 2 : POLLUTION DU SOL ET TECHNIQUES DE TRAITEMENT

Un site pollué est défini comme « un site qui, du fait d’anciens dépots de déchets ou
d’infiltration de substances polluantes dues a des fuites, des épandages de produits
chimiques ou des rejets accidentels, présente une pollution susceptible de provoquer une
nuisance ou un risque pérenne pour les personnes ou I’environnement. (Ministere en
charge de I’écologie).

Jeannot et al. (2000) distinguent deux types de pollution des sols :

La pollution localisée : Elle se distingue par la présence ponctuelle dans les sols de
substances dangereuses due a des déversements, fuites ou dép6ts de déchets ;

La pollution diffuse : Elle implique des polluants a faible concentration sur de grandes
surfaces, qui proviennent généralement d’épandages d’engrais ou pesticides, retombées
atmosphériques.

2.1. Polluants du sol

Les polluant du sol sont trés variés et sont souvent toxiques pour I’homme (Roger et Jacq,
2000). On distingue parmi eux :

Les métaux lourds qui se trouvent étre trés néfastes pour la faune et la flore (Tableau 1.1)
ainsi que pour ’homme, peuvent a la fois étre présents naturellement dans les sols ou le
résultat d’activités humaines.

Tableau 1.1 : Toxicités des éléments traces envers les animaux et végétaux (Yaron et
al,1996)

o Toxique pour les végétaux
Toxigue pour les vegetaux | Toxique pour les animaux
et les animaux

As

Ag
B - Be

Hg
Cr Mo (5 ’-O ) Bi

o (5-20 ppm

Cu P cd

Sb
F Co
Sn .
Mn (<pH 5) Ni
Pb

On peut rencontrer aussi une pollution sous forme organique ou inorganique due aux
pesticides, aux phtalates, ou aux solvants chlorés. Ce genre de pollution se trouve
principalement posé par les nitrates, les nitrites et I’ammonium (NO3=, NO3=, NO, N,, et
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NH,4") qui sont les formes minérales les plus courantes, 1’azote peut former des complexes
avec les substances ligneuses ou humiques qui s’adsorbent sur les argiles.

Nous nous interesserons a la pollution par les hydrocarbures dans le cadre de ce travail.
Cette pollution est une préoccupation majeure en raison du nombre de sites contaminés et
de leur impact sur I’environnement et la sant¢ humaine pour de nombreux pays. Le
recensement des sites et des sols pollués et la caractérisation des polluants mettent en
évidence que les hydrocarbures seraient impliqués dans plus de 70% des cas (ADEME,
2009) tel que illustré dans les exemples suivants :

- Baker et Herson (1994) : cité par Pao et al. (2008) rapportent que plus de 1200 sites
contaminés par les hydrocarbures sont sous régulation aux Etats-Unis et environ plus de
32000 sites étaient considérés comme sources de contamination potentielle.

-En Chine, a Taiwan, jusqu'en 2002, plus de 400 stations de gaz avaient des problemes de
pollution potentielle par les hydrocarbures pétroliers du fait de pipelines vétustes ou de
fuites de réservoirs de stockage (Che, 2002).

-En Europe, I’ Agence européenne de I’environnement estime a environ 250 000 le nombre
de sites contaminés en 2006 et nécessitant des mesures de réhabilitation.

L’analyse des polluants des sites et sols pollués, ou potentiellement pollués tel qu’illustré
sur la figure 1.1 met en évidence I’importance de la pollution majoritaire par les
hydrocarbures.

Nombre de sites renseignés
1800 .
' BTEX Hydrocarbures chlorés
; 61,4% =
1600 ¥ Cyanures N HAP
Hydrocarbures B Métaux et métalloides
1400
47,9% Autres
1200
1000 7N
3.5%
- 7 €
200 7.5 44,0%
37.7%
600
26,4%
400 9 6%
’ ' 13,1%
200 3.4% _ 1,6% 6.2%
. =l ===
Eaux

Figure 1.1 : Répartition des familles de polluants identifiées dans les sols ou dans les
nappes des sites pollués évalués début 2012 (CGDD-SOeS, 2013.)
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2.1.1. Fuels

L’utilisation massive des fuels et produits pétroliers dans une vaste étendue d’applications
(carburant, source d’énergie, lubrifiant, fabrication de nombreux produits commerciaux)
constitue un risque permanent de déversements accidentels dans I’environnement et est a
I’origine de la pollution des sites et sols.

Les fuels, combustibles issus du raffinage du pétrole, sont des mélanges complexes
d’hydrocarbures qui différent de par leur composition selon la coupe de distillation.

Les essences sont par exemple composées de 35% d’alcanes, 36% de BTEX, 9% de n-
alcanes, 4% d’alcénes, 2% de cyclo-alcanes et enfin 14% d’autres composés aromatiques
(Marchal et al, 2003).

Le diesel est composé de 46% d’iso-alcanes et cyclo-alcanes, 24% de n-alcanes et 30%
d’autres composés aromatiques. -Le naphténe constitue la majeure partie des cyclo-alcanes
présents dans le diesel (Marchal et al., 2003).

2.1.1.1. Hydrocarbures

Composés exclusivement d’atomes de carbone et d’hydrogene, les hydrocarbures
peuvent étre saturés et insaturés. lls peuvent étre linéaires, ramifiés ou cycliques. On
distingue les alcanes, les alcenes et alcynes, et les composés aromatiques.

Les alcanes (méthane, éthane, propane, butane, etc.) sont composés de liaisons simples,
qu’elles soient aliphatiques ou cycliques. Les alcénes (éthyléne, propéne, buténe, etc.)
comportent des doubles liaisons carbone-carbone alors que les alcynes en comportent des
triples. Les composés aromatiques possédent des cycles a doubles liaisons alternées
(Tarayre 2012).

2.2. Technigues de traitements

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

La dépollution peut étre mise en ceuvre a travers plusieurs procédés tels qu’illustrés
dans le tableau 1.2.

Parmi les techniques de réhabilitation des sols, nous nous intéresserons en particulier a
celles faisant appel a 1’oxydation biologique et chimique.
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Tableau 1.2 : Différentes techniques de réhabilitation (Arrar, 2007)

Categorie de Nature de traitements Efficacité sur le groupe de
traitement traitement contaminants
Confinement Physique Confinement hydraulique | Composés dissous dans les
(pompage) eaux souterraines
Confinement physique
Venting/ Composés volatiles et semi
Extraction sous vide volatiles ( COV et COSV)
Composés dissous, adsorbé,
Extraction double en particulier
les composeés paraffiniques
Physique et les organochlorés
. aliphatiques
In sit Procédés electro- Pollution métallique
cinétiques
Composés volatiles
Biologique Bioventing résiduels, Huiles et
lubrifiants du gasoil
Biosparging Contaminant qui flottent sur
la nappe (LNAL)
Meétaux et nitrates, COV,
Phytoremédiation phosphates,HAP, PCB,
solvants
Cov,Cosv
Désorption thermique ,Polychlorobéphényles,
Thermique Chauffage direct ou Phénol chloré, Pesticides,
indirect Herbicides, Dioxines/ furane
Pyrolyse
Ex situ chauffage direct ou
indirect
semi-volatiles halogénés,
Extraction par solvant | volatil et semi volatile non
Chimique halogénés, PCB, Pesticides
Immobilisation
Oxydation Composés organiques
Biostimulation et/ou Hydrocarbures pétroliers,
Bioaugmentation Huiles minérales, composés
Biologique organiques halogénés ; HAP

Compostage

Composés peu volatiles

Landforming

Hydrocarbures peu volatiles,
fuel, diesel

Biopile

Gasoils, PCB

Bioréacteur

Composés organiques
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2.2.1. Procédés biologiques

Les procédes biologiques dans le cadre de la bioremédiation des sols représentent
toutes les méthodes de traitement faisant appel aux microorganismes : bactéries,
champignons et autres.

Le terme de bioremédiation est utilisé pour décrire les processus de dégradation ou
d’élimination des contaminants de 1’environnement par des microorganismes (Glazer et
Nikaido, 1995). Cette méthode, peu codteuse, peut étre appliquée in situ, sans excavation
de la terre ni dommages au sol ou ex situ avec excavation du sol.

Parmi les différentes méthodes de bioremédiation (bioréacteurs, biopiles, compostage,
landfarming, bioventing, ...) des sols contaminés applicables, il est possible de faire appel
a I’atténuation naturelle, la biostimulation, et ou la bioaugmentation.

2.2.1.1. Atténuation naturelle

Processus se produisant naturellement dans les sols et les eaux souterraines, sans
intervention humaine, visant a réduire la masse, la toxicité, la mobilité, le volume ou la
concentration de polluants dans ces milieux.

Les processus impliqués sont la dispersion, la dilution, la volatilisation, 1’adsorption, les
mécanismes de stabilisation ou de destruction des polluants (dégradation biotique par des
bactéries autochtones ou abiotique), qu’ils soient physiques, chimiques ou biologiques
(Mulligan et al, 2004)

2.2.1.2. Biostimulation

Cette technique consiste a favoriser 1’activit¢é des populations microbiennes
présentes dans le sol ou dans les eaux souterraines par apport de nutriments et par
ajustement des conditions du milieu telles le potentiel d’oxydo-réduction, I’humidité, la
température, ... (Hanna, 2004).

La biostimulation consiste a stimuler au moyen d’adjuvants chimiques et/ou
biochimiques la degradation des polluants par les micro-organismes indigenes (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 :

- la mise au point de ’aération et de ’humidité (pour les techniques aérobies)

- I’ajout de nutriments de croissance (azote et phosphore) a la microflore
dégradante
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La biostimulation est a la base de toute technique biologique ne nécessitant pas
I’adjonction de microorganismes spécifiques sélectionnés. Elle est trés utilisée du fait du
cotit trés bas de mise en ceuvre. Elle est mise en échec, par exemple, lorsque les micro-
organismes indigenes n’ont pas le patrimoine génétique pour dégrader les contaminants ou
lorsque le contaminant est présent a des concentrations toxiques pour ces micro-
organismes (Nam et al, 1998).

2.2.1.3. Bioaugmentaion

Cette technique est utilisée lorsque 1’activité des microorganismes indigénes est
insuffisante. Il s’agit d’ajouter des micro-organismes étrangers spécialisés. Une des voies
de recherche actuelle est 1’utilisation de micro-organismes génétiqguement modifiés pour la
dégradation des polluants récalcitrants (Hanna, 2004).

2.2.2. Parameétres controlant la biodégradation

L’efficacité de la biodégradation des contaminants organiques dépend de nombreux
facteurs influencant directement ou indirectement un parametre fondamental pour la
biodégradation.

2.2.2.1. 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 ’augmentation de D’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.

2.2.2.2. pH

La plupart des micro-organismes sont capables de se développer dans un intervalle
de pH allant de 5 a 9 avec un optimum se situant aux alentours de 7 légérement 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).

2.2.2.3. Humidité

De maniére générale, I’ecau dans les sols doit étre présente en quantité suffisante
pour permettre 1’activité microbienne. Mais elle peut également la limiter, en empéchant la
diffusion de I’oxygeéne, si elle se trouve en quantité trop importante (Bertheliet al., 1994).
Dans ce cas, c’est le développement de communautés bactériennes réductrices qui est
favorisé.
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Vinaset al., (2005) ont étudié¢ la bioremédiation en microcosmes d’un sol contaminé par la
créosote. Dans le cas d’un sol sec, aucune diminution des teneurs en contaminants n’était
observée alors que pour un sol humidifié a 40% de la capacité de rétention du sol, la
diminution des teneurs en HAP totaux atteint 87% au bout de 200 jours d’incubation.

Antizar-Ladislaoet al., (2008) ont, quand a eux, testé la bioremédiation en batch d’un
ancien sol contaminé par du goudron de houille & différentes teneurs en eau (0%, 40%,
60% et 80% d’humidité). Ici aussi, la diminution des HAP est trés faible dans le cas du sol
sec. La teneur en eau optimale s’avere étre de 60% avec pres de 70% de dégradation des
HAP apres 98 jours de traitement.

2.2.2.4. Nutriments

L’importance des nutriments dans les processus microbiens est depuis longtemps
connue (Barooah et Borthakur, 1999). La biodégradation des hydrocarbures est limitée
par la disponibilité de 1’azote et du phosphore nécessaires aux micro-organismes présents
en quantités insuffisantes dans les hydrocarbures. Les sols contaminés ou les teneurs
intrinseéques en N et P sont faibles, nécessitent 1’addition de nutriments pour permettre une
augmentation suffisante de biomasse et par conséquent un taux dégradation significatif des
hydrocarbures.

En général, c’est le rapport molaire C/N/P = 100/10/1 qui est considéré comme optimal et
est préconisé (Sabate et al., 2004). Selon d’autres chercheurs, le rapport C/N approprié
et/ou optimal pour la biodégradation s’étend de 14/1 (Mgller et al., 1995) jusqu’a 560/1
(Hoyle et al., 1995).

Des essais de bioremédiation pendant 10 jours d’un sol pollué par des hydrocarbures dans
des réacteurs agités ont mis en évidence un taux d’enlévement des hydrocarbures plus
important de 76% comparé a 66% dans le cas de sol amendé par des produits inorganiques.
(Arrar, 2007).

2.2.2.5. La disponibilité des microorganismes dans les processus biologiques :

Un sol non pollué constitue un réservoir trés important de microorganismes (bactéries et
champignons). La densité bactérienne est estimée & 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)

2.2.3. Procédés d’oxydation avancée (POA)

Les procédés d’oxydation avancé (POA) ont été définis pour la premiére fois par
Glaze et al. (1987) comme étant des procédés de traitement opérant a température et
pression ambiantes, qui conduisent a la formation de radicaux hydroxyles (-OH) non
sélectifs et tres reéactifs. Ces derniers réagissent quasi instantanément avec les composés

26

—
| —



organiques selon Land et Ebert, (1967) du fait de leur réactivité trés élevée. Ils sont
capables de détruire la majorité des composés organiques et organométalliques jusqu’a leur
minéralisation totale. Ils peuvent étre produits par différents procédés chimiques,
photochimiques, biologiques, électrochimiques, ...etc.

Les POA sont utilisés lorsque les techniques d’oxydation conventionnelle chimique et
biologique sont insuffisantes pour atteindre 1’objectif recherché, lorsque la cinétique du
procéde est lente ou lorsque les polluants sont réfractaires aux procédés d’oxydation
conventionnelle et/ou que leur oxydation conduit a la formation d’intermédiaires stables et
plus toxiques que la molécule initiale. Les POA sont généralement plus performants, bien
que certains d’entre eux produisent également des sous-produits réfractaires et que la
dépense énergétique et/ou en réactifs supplémentaires est souvent un frein a leur utilisation
industrielle (Golich et Bahnemann, 1997).

Les procédés d’oxydation avancée sont largement utilisés pour les raisons suivantes :

s N zq"

leur composition tres variables ;
» Absence de déchets secondaires, ¢’est-a-dire pas de production d’autres composés
toxiques (Oturan et al.2008) ;
» Utilisation de produits facilement dégradables (Glaze et al, 1987,0Oturan et al.,
2008).
2.2.3.1. Procédeés basés sur le réactif de Fenton

Le systeme de Fenton classique consiste en un simple mélange de deux réactifs, le
fer ferreux et le peroxyde d’hydrogeéne (Neyens et Baeyens, 2003). D’autres systémes
Fenton ont été développés ces dernieres années pour améliorer les performances de ce
procédé, et réduire le cott d’utilisation dans certains cas.

Le peroxyde d’hydrogene, H,0,, est habituellement couplé & des catalyseurs métalliques
afin de produire des radicaux hydroxyles beaucoup plus puissants, le plus courant étant
Iion ferreux Fe?* suivant la réaction 1 :

Fe’* + H,0, — Fe** + OH + *OH 1)

L’oxydation, se fait a des pH acides inférieurs a 5, car au-dessus de cette valeur les ions
ferreux ont tendance a précipiter (Baldrian et al. 2005)

L’utilisation de H,O, et des sels de fer présente beaucoup d’avantages comparé a
d’autres oxydants dans la mesure ou le peroxyde d’ oxygene est relativement peu colteux,
assez facile a gérer et ne pollue pas I’environnement. Les sels de fer sont également bon
marché et ne constituent pas un probléme pour 1’environnement. Aucune toxicité n’a été
observée chez I’homme, et ce méme a des doses élevées de fer (Ganz et Hepcidin, 2003) a
I’instar des autres sels qui peuvent engendrer une nouvelle pollution et rendre toxique le
milieu car beaucoup d’entre eux sont toxiques méme a 1’état de traces.
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a. Mécanisme de décomposition du réactif de Fenton

La réaction spontanée entre les sels ferreux (Fe®") et le peroxyde d’oxygéne en milieu
acide passe par I’oxydation des ions ferreux et la formation des radicaux hydroxyles (-OH)
(réaction 1). Elle peut étre suivie par plusieurs réactions (2-5).

Fe?* + .OH — Fe** +OH (2)
H,0, + -OH — HOy- + H,0 3)
Fe” + HO,- + H+ — Fe** + H,0; (4)
Fe** + HOp- — Fe?* + 0, + H' (5)

Cette série de réactions présente seulement les réactions majoritaires dans le procédé
Fenton ou le fer joue le role d’un catalyseur, sans prendre en considération les produits
intermédiaires qui sont principalement des espéces binucléaires (Daneshvar et al, 2007).

Le fer peut se trouver présent initialement dans le procédé Fenton sous deux formes
ferreux Fe”" ou ferriques Fe** mais la vitesse de dégradation du polluant est plus faible
dans le cas du couple Fe**H,0, que celui de Fe**/H,0,. Cela est da a I’étape de réduction
de Fe** en Fe®* avant la production des -OH (Simon, 2004)

Le schéma ci-dessous montre le processus de la réaction fenton, il est a noté que le succeés
de ce traitement dépend soigneusement de 1’optimisation des conditions opératoires :

Réaction Fenton

lons Fe(l11D

Cycle d’oxydoréduction
du fer

lons Fe(ll)

+H,0;

OH . .
[ > Recombinaison des radicaux

N

Oxydation des composés organique
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Figure 1.2: Oxydation de composés organiques par réaction Fenton (Venny et al, 2012).

2.2.3.2. Influence des parametres opératoires

Le succeés des traitements par oxydation Fenton dépend soigneusement de 1’optimisation
des conditions opératoires. Son efficacité dépend de plusieurs facteurs :

Température

La température améliore la vitesse des réactions impliquées dans le mécanisme
d’oxydation Fenton (loi d’Arrhénius). Elle favorise aussi la décomposition de H,0O, en
oxygene et eau, en particulier au-dela de 60°C. Il n’y a pas de consensus sur I’effet de la
température (valeur optimale ou valeur la plus haute préférable), mais en général des
températures supérieures a 60°C ne sont pas utilisées (Khamaruddin et al., 2011).

pH

La réaction de Fenton s’applique de fagon optimale a un pH compris entre 2,5
et 4 (Gallard et al.1998). En effet, en dessous du pH 2,5, trois mécanismes vont diminuer
I’efficacité de la réaction :

La formation de complexe ferreux,
L’inhibition de la réaction entre Fe®* et H,0O, (Sanz et al, 2003),
L’accroissement a faible pH du réle de piégeur de radicaux du peroxyde d’hydrogene.

D’autre part au-dela de pH 5, la formation de complexes ferriques peut également inhiber
la réaction.

Oxygéne dissous

L’oxygene dissous provoque d’abord une oxydation directe de Fe(II) :
Fe*" + 0, — Fe** +0pe” (6)

Cependant cette reaction est assez lente en milieu acide (Haddou, 2010). L’oxygéene
dissous est aussi a I’origine de la formation de radicaux peroxyles organiques ROO«(7)

Re + 0, > RO,* (7)

a leur tour impliqués dans les réactions suivantes (Legrini et al., 1993)

ROO- + H,0 — ROH + HO,* (8)
ROO- + Fe** + H" — ROOH + Fe** (9)
ROOH + Fe**— RO«+ Fe** + OH- (10)
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RO- + RH — ROH + Re
(11)

RO« + Fe’* + H" — ROH + Fe** (12)
ROO- + RH — ROOH + R+ (13)

Ces radicaux contribuent donc également a 1’oxydation de Fe(Il) et a la
formation des radicaux peu actifs HO,e, mais d’un autre co6té ils limitent la réaction de
dimérisation des radicaux Re.

Ainsi ’effet net de ’oxygene dissous peut étre positif ou négatif selon les
conditions opératoires utilisées, mais généralement il ne modifie que peu le taux de
minéralisation atteint (Haddou, 2010). Par ailleurs, certaines réactions, notamment celles
mettant en jeu les radicaux HO,¢ et O, ~ produisent de 1’oxygéne moléculaire avec des
constantes de vitesse non négligeables (entre 10° et 10*° mol™.L.s™) et il est donc difficile
de travailler en 1’absence totale d’oxygeéne dissous (Flotron, 2004).

concentration des réactifs — rapport [H,O,]/[Fe®']

Une augmentation de la concentration en fer accélére la cinétique
d’oxydation sans toutefois influencer le rendement de celle-ci. Au contraire, une élévation
de la quantité de peroxyde d’hydrogéne additionnée entraine un accroissement de
I’efficacité de dégradation sans influence notable sur la cinétique (Neyens et al. 2003).

Une dégradation optimale avec une cinétique rapide peut donc étre obtenue
en augmentant la concentration des deux réactifs. Toutefois, travailler en présence d’un
trés grand exces de réactifs peut devenir un facteur limitant, le fer ferreux et le peroxyde
d’hydrogéne pouvant se comporter comme des pieges a radicaux.

2.2.3.3. Variante du procédé Fenton

Le procédé Fenton dans le domaine de traitement des sols pollués par la
matiere organique a recu beaucoup d’attention. Cela est di a sa simplicité et les conditions
opératoires a pression et température ambiante (Ferrarese et al, 2008). Trois grandes
variantes du procedes Fenton, en fonction des conditions sont utilises:

Fenton classique(CF)

Ce procedes repose sur 1’ajout des réactifs de Fenton mais son utilisation est
tres limité dans les traitements in situ d0 au domaine de pH d’application trés acide(pH 2-
4) et la limite de mobilité des réactifs ajoutés en surface. Par ailleurs un léger changement
de pH réduit I’efficacité du systéme (Fe®*/H,0,) selon Northup et Cassidy,(2008) (Venny
etal., 2012)

Fenton modifié (MF)
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Le besoin d’acidification pour I’application du traitement (CF) peut étre évité
en utilisant les réactifs de Fenton modifié. Sans acidification de sol , le stress sur les
bactéries indigénes est alors minimisé. Le traitement par (MF) se base par exemple sur
I’ajout d’agent chélates qui peuvent prévenir la précipitation du fer méme a des conditions
opératoire de Ph proche de la neutralité. Le traitement Fenton modifié (MF) est donc
préféré au Fenton conventionnel (CF) au vu de la compatibilité du pH du sol avec les
microorganismes présents dans ce dernier.

Plusieurs définitions existent du Fenton modifié MF par exemple Nam et al,
(2001)décrivent I’addition de CA dans les procédés conventionnels avec un maintien du
pH dans I’intervalle( 6.0-6.5) (Yap et al, 2011) définissent le MF comme un réacteur
catalytique homogéne dérivons de la réaction Fenton conventionnel Palmroth et al.
(2006)(Venny et al., 2012) ont reconnu I’application d’un concentré d’oxydant (0,4 g
H,O,/g de sol) sans ajout de fer ou d’agent chélate dans les condition de pH de la réaction
MF .

Fenton like

Depuis 1990, le fer zéro valent a été utilisé pour connaitre le potentiel de
réduction des contaminants tel que les PCBs, solvant chlorés et métaux lourd présents dans
les eaux souterraines. Récemment les particules de fer zéro valent (nZV1) ont été testé pour
faciliter la biodégradation des polluants dans le sol. Chang et Kang, (2009) qui ont évalué
I’enlévement des pyrénes dans le sol en utilisant le fer zéro valent (nZV1) qui a conclu que
ces particules étais plus efficace que les autres particules micrométrique ZVI (mzZVI<10
Im).

Toute réaction Fenton qui utilise une source de fer non dissoute est définie comme étant
une réaction Fenton-Like (Haddou, 2010) .Celle-ci peut étre catalysée par une source
hétérogeéne de fer, ou d’autres métaux de transition déja présents dans la solution. Dans le
cas des sols, la réaction Fenton se fait entre le peroxyde d’hydrogene et le fer dissout dans
le sol ou sous forme minérale.

Actuellement, la mise en ceuvre de particules nZVI est limitée aux polluants chlorés et la
dégradation de phénol dans le traitement des eaux (Venny et al., 2012)

2.2.4. Procédés combiné

Le couplage des procédeés entre eux a ouvert la porte a de nouveaux types
de traitement. En effet, la présence de polluants organique récalcitrant (POPs ) avec leur
durée de dégradation lente et leur résistance ainsi que leur toxicité (Xie et al, 2010) a
mené depuis quelque années a rechercher des procédés efficaces en terme de rendement,
de cout et de durée de décontamination. Le couplage de procédés Fenton a des traitements
biologiques sont de plus en plus envisagés des procédés combines permettent de traiter
efficacement une large gamme de polluants organiques.
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Des recherches plus récentes indique que la combinaison du traitement
Fenton avec la bio remédiation augmente D’efficacité de I’enlévement des POP de
différentes manieres, contrairement aux autres techniques de dépollution biologiques. La
bioremédiation s’inscrit dans un cadre écologique selon Ward et al, (2003), mais la
biodégradation in situ des POP se fait de fagon tres lente (Eriksson et al, 2003),
Carmichael et al, (1997) et Nam et al, (1998). Kanel et al. (2003) on dit que la
bioremédiation seul n’est pas un proceéde fiable en terme de temps pour le traitement des
POP.

On retrouve dans la littérature :

Les travaux de Kulik et al, (2006) sur le traitement d’un sol sableux pollué par des HAP
par procéde Fenton-like et atténuation naturel qui a donné de trés bons résultats de 1’ordre
de 94% d’enlévement de HAP dans un sol sableux.

Manzano et al, (2004)
MF suivie par biodégradation aérobie dans le but de la minéralisation des PCB.
Resultats :

Les PCB n’ont pas ét¢ minéralisé¢ pendant le traitement Fenton mais produire une
série de produits solubles dans I’liquide surnageant. Aprés 15 jours, la biodégradation
aérobie subséquente produit 72 % des produits minéralisés générés a partir de processus
Fenton.

Travaux de valderrama et al, (2009) dans le but de suppression de HAP.
Résultats :

La Biodégradation a été influencée par les HAP hydrophobie. Les HAP tricycliques
étaient plus sensibles au traitement, tandis que plus HAP de poids moléculaire ont été
éliminés de maniére moins efficace. Le traitement combiné a entrainé une élimination
maximale HAP 75% avec 30 % d'augmentation en raison de la biodégradation.

Durant le couplage entre le procédé Fenton et le traitement biologique d’un sol
pollué par des hydrocarbures, les radicaux hydroxyles réagissent avec les contaminants
organiques a des taux prés de leurs limites théoriques, contrdlés eux-mémes par le taux de
diffusion dans I’ecau (Kulik et al, 2005). Ces réactions permettent de traiter les
contaminants a un taux plus rapide que lors de la désorption ou les processus de dissolution
(Kakarla et al, 1997).

Il a été établi que les réactions par Fenton ménent & des produits d’oxydation plus solubles
dans I’eau et avec une meilleure disponibilité pour les microorganismes (Nam et al, 2001)
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Partie 2 :



CHAPITRE 3 :

Materiel et méthodes



Cette partie est consacrée a la description du matériel et des méthodes utilisées pour
la détermination des parametres de suivi du traitement d’un sol pollué par les
hydrocarbures pétroliers, ainsi que les méthodes utilisées d’analyses pour la caractérisation
du sol a traiter.

2.1. Dispositif expérimental:

Le dispositif expérimental, a 1’échelle laboratoire est composé essentiellement des
flacons d’une capacité d’un litre, d’un diamétre moyen de 9,5cm et d’une hauteur de 17cm,
contenant 600g de sol pollué par des hydrocarbures a traiter. Ces réacteurs sont fermés et
recouverts de papier aluminium pour éviter tout contact avec la lumiére et par conséquent
la photo-oxydation. Ils sont disposés sur un agitateur (WiseShake SHO-2D) durant 48
heures pour étre ensuite placés dans un bain marie a 27°C durant 8 semaines. Les
échantillons de sol sont agités manuellement et régulierement durant la deuxieéme phase du
traitement.

2.2. Etude du sol

Le sol etudié provient d’un préléevement effectué en 2012 a I’école nationale
polytechnique d’Alger, selon la norme AFNORX31100 a une profondeur de 20 cm. Le sol
tamisé avec un tamis de 0,8 mm d’ouverture a été pollué par du gasoil usé au niveau du
Laboratoire des Sciences et Techniques de I’Environnement (LSTE) du département Génie
de I’Environnement. Le sol a été conservé a une température de 4°C jusqu’a son utilisation.

2.2.1. Caractéristigues physico-chimiques du sol
2.2.1.1. Analyse granulométrique

La répartition selon la taille est obtenue par analyse granulométrique par la méthode
du tamisage et sédimentométrie (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.
2.2.1.2. pH

Le pH du sol est déterminé selon la norme (NF 1SO 10 390) comme suit : 5g de sol
sont mélangé avec 50 ml d’eau distillée. On agite le mélange pendant quelques minutes,
puis on le laisse reposer 2 heures. La lecture est effectuée a I’aide d’un pH-meétre.

2.2.1.3. Humidité

L’humidité du sol 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.
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L’humidité résiduelle (Hu) exprimée en pourcentage de 1’échantillon du sol est égale a :
Hu(%) = === x 100 2.1)

Avec :

My : masse de la prise d’essai avant séchage (g) ;
m; : masse de la prise d’essai aprés séchage (Q) ;
Hu : taux d’humidité (%).

2.2.1.4. Carbone organique

Selon la méthode Anne (norme 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 1’oxydation du carbone organique du sol. L’excés de bichromate de potassium
qui n’a pas réagi est ensuite titré par une solution de sel de Mohr en présence de
diphénylamine (annexe 1)

Le carbone organique est calculé a partir de la relation suivante :
(Y=X)x0,615%X(7) X (p°)

1000

CO(%) = (2.2)

Avec :
X’ : volume de la solution de sel de Mohr utilisé pour doser 1’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 (%).

2.2.1.5. Matiére organigue totale

La matiére organique est mesurée selon la norme (NF-X31 071). Un échantillon de sol
d’une masse bien précise est placé dans un bécher et mis dans I’étuve a 105°C pendant une
heure, ensuite 1’échantillon est introduit dans un four a 550°C pendant 20 minutes, la
matiére organique totale est égale a :

MO (%) = % X 100 (2.3)

1

Avec :
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mM; : masse initiale de prise d’essai (g) ;
M, : masse de la prise d’essai apres séchage a I’étuve (g) ;
M3 : masse de la prise d’essai apres calcination au four (g) ;

MO : Matiére organique en pourcentage (%).

2.2.1.6. 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 1), 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 obtenue est :

M= Mgt Mp+ Mgy (2.4)

Et le volume total du solide immergé est :

V1= Vgt Vp (2.5)

Avec :

M+: masse totale (Q) ;

Mg: masse du solide (g) ;

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

Mgy : masse de I’eau en exces (g) ;

T : volume apparent du solide (cm3) ;

Vs: volume du solide (cm3) ;

Vp: volume d’eau emprisonné dans les pores (cm3).

La masse volumique du solide ps s’écrit alors :

Ps = ms/ Vs= msl V1— Vp (2.6)
Avec :
Vp= (mT_ Ms— mex)/ Peau (2.7)
Et: Mex = VexX Peau (2.8)
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2.2.1.7. Perméabilité

Cet essai a été réalisé au sein du LCTP (Laboratoire Centrale des Travaux Publics)
d’Hussein Dey a Alger. Un échantillon de sol est placé dans un moule cylindrique de
section S "et une hauteur "L" qui est relié d’une part a un tube gradué de section’’ s’ qui
sert a alimenter 1’échantillon par I’eau, et d’autre part a un tube de collecte de I’eau
dégagée du moule.

L’échantillon est saturé au préalable par I’eau. L’eau dans le tube circule dans
I’échantillon et on mesure le temps "t "nécessaire pour une baisse du niveau d’eau dans le
tube de "hco ” correspondant a la perte de charge. On remarque que le niveau d’eau baisse
avec une vitesse suffisamment lente, pour pouvoir supposer que le régime d’écoulement est
permanent et d’appliquer ainsi la loi de Darcy. En mesurant les niveaux d’eau par rapport a
celui du tube de sortie, aux instants t1 et t2, soient hl et h2, on aura la perméabilité £ qui
est égale a:

SXL

p=""In( (2.9)

SXt

Figure 2.1: Schéma de principe d’un perméametre a charge constante

2.2.1.8. Nutriments

Les méthodes de dosage des nutriments sont effectuées aprés leur extraction de la
matrice du sol en mélangeant (annexe 2).

2.2.1.8.1. Nitrites

Selon la norme (ISO 677-NF EN 26777), les nitrites sont dosés par la méthode de

—

38

'




réactif de diazotation (annexe 3). La diazotation de I’amino-4-benzénesulfonamide par les
nitrites en milieu acide et sa copulation avec le dichlorure de N-(naphtyl-1) diamino-1,2-
éthane donne un complexe coloré pourpre susceptible d’un dosage colorimétrique a la
longueur d’onde A = 537 nm (annexe 2).

2.2.1.8.2. Nitrates

Selon la norme (NF T 90 102), les nitrates sont transformés en dérivés nitrophénol-
sulfoniques colorés au moyen d’acide sulfophénique (méthode de réactif sulfophénique)
(annexe 2).

2.2.1.8.3. Azote ammoniacal

Selon la norme (NF 90-015), I’azote ammoniacal est dos¢ 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 potassium et de sodium a pour role d’éviter la formation d’un trouble da
a l’interférence du calcium et du magnésium présents dans la solution du sol (annexe 2).

2.2.1.8.4. Phosphore

Le phosphore est dosé selon la norme (NF EN 1189). Les ions orthophosphates en
solution acide (H,SQO,) et en présence d’ions molybdate d’ammonium et le tartrate double
d’antimoine et de potassium, forment un complexe d’antimonylphosphomolybdate qui,
apres réduction par 1’acide ascorbique, donne un complexe de molybdene fortement coloré
en bleu susceptible d’un dosage colorimétrique a la longueur d’onde A = 800 nm (annexe
2)

2.2.2. Caractéristiques bactériologiques du sol
2.2.2.1. Méthode de dilution

Cette analyse est basée essentiellement sur le dénombrement de la population
microbienne autochtone d’un coté et de I’autre le dénombrement de la population de
dégradeurs présente dans un échantillon du sol, en utilisant la méthode de dilution et
ensemencement sur boite de pétri.

s»Préparation des échantillons

Microorganisme totaux : 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 récupére la solution meére et a partir de cette derniére, on prépare
une serie de dilutions dans des tubes a essai stériles contenants 9 mL d’eau
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physiologique.Il s’agit de prélever ImL de la solution mére a I’aide d’une micropipette
stérile, que 1’on transfére dans le premier tube d’eau physiologique pour obtenir une
suspension diluée & 10™. 1mL est ensuite prélevé de ce premier tube pour étre transférer
dans un deuxiéme tube pour obtenir une suspension deluée & 102, et ainsi de suite.

Microorganisme dégradeur: La méme opération est refaite pour les
microorganismes dégradeur sauf que les dilutions se font dans un milieu minéral pollué par
le gasoil pour ne favoriser que la prolifération des dégradeurs au lieu de I’eau
physiologique.

“*Ensemencement sur boites de Pétri

ImL de chacune des dilutions est prélevé a I’aide de la micropipette stérile, et est
mis dans une boite de pétri. 10 a 15mL de gélose nutritive liquéfiée a une température de
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 dénombrés. Une moyenne des nombres de germes
pour chaque dilution dénombrable est exprimée en unités formant les colonies UFC/g .

2.2.3. Hydrocarbures du sol
2.2.3.1. Extraction des hydrocarbures

L’extraction des hydrocarbures du sol a été réalisée dans un extracteur ultrason
(Bioblock 88155) a une température de 40°C en utilisant du 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 I’extrait
recueilli apres évaporation du solvant en utilisant un rotavapor (firmBuchiRotavapor R 1)
(annexe 3).
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Chapitre 4 ;

Reésultats et discussion



La pollution du sol et des sites par les hydrocarbures et leur réhabilitation sont des
sujets d’actualité dans le domaine de 1’environnement et du développement durable. En
effet, les hydrocarbures sont les polluants majoritaires du sol qui peuvent étre
cancérigénes, mutagenes, toxiques et surtout difficilement biodégradables du moins pour
une majorit¢ d’entre eux. Ils sont a 1’origine de la pollution du sous-sol et des eaux
souterraines.

Dans le cadre de la remédiation d’un sol pollué par des hydrocarbures pétroliers
(32g/kg de sol sec), nous avons choisi d’étudier ’influence du couplage d’un traitement
chimique par oxydation Fenton-like suivi d’un traitement biologique aérobie sur
I’efficacité de I’élimination de la pollution du sol. Plusieurs systemes ont été utilisés a cet
effet. Le sol subit un prétraitement chimique (Fenton-like) pour I’ensemble des systéemes a
I’exception du témoin tel qu’illustré dans le tableau 4.1.

Le sol pollué par des hydrocarbures pétroliers est conservé a une température de 4°C
jusqu’a son utilisation.

600g de sol sont introduits dans les différents microcosmes (flacons d’une capacité de 1L).
Les réactifs Fenton like sont mélangés au sol de telle sorte que la teneur en eau égale a
30% et le rapport molaire H,O,/Fe/EDTA égale 15/4/4. Apres 48h de traitement,
I’oxydation Fenton est arrétée par du sulfite de sodium (Valderrama et al, 2009) pour
entamer les différents traitements dans les réacteurs A,B et C a une température de 24°C
dans un bain marie (Tableau 3.1)

L’utilisation de systémes abiotiques dans les mémes conditions d’essais s’est avérée
nécessaire pour quantifier la contribution des microorganismes dans la dégradation des
hydrocarbures du sol.

Tous les systemes ont été recouverts avec du papier aluminium pour éviter les effets de la
photo-oxydation.

Aprés 48h d’oxydation Fenton Like, le traitement biologique naturelle dans les réacteurs
A,B et C est entamé par biostimulation, par bioaugmentation et par atténuation. Le suivi du
traitement biologique est réalisé a partir de la détermination de la biomasse, de I’humidité,
du pH, des nutriments et des hydrocarbures totaux du sol (TPH) tous les 7 jours durant 2
mois.
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Essais

Conditions

Temps
(iours)

Paramétre
de mesure

Tableau 4.1 : Condition opératoire et les parametres de mesure pour les différents essais.
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Systemes Reéaction Reacteur
A
Sol 600g
B +Peroxyde d’hydrogéne +
m Oxydation Eau + Fer zéro valent+ 2 -pH
‘é’_ Fenton Like c EDTA -Humidité
= Humidité du sol= 30% -TPH,
o D (H202/Fe/EDTA)motaire=
15/4/4
Agitation
E T=ambiante
Oxydation +Ajout de
Biologique -Sulfite de sodium (1%)
par A -N/NH,CI — P/KH,PO,
Biostimulation (C/N/P)motaire=100/10/1 -pH
T=24°C -Humidité
Oxydation +Ajout de -Microorganisme
g Biologique -Sulfite de sodium (1%) 61 totaux
— par B -Inoculum & raison de 10° -Microorganisme
5 Bioaugmentatio UFC/g de sol dégradeurs
o0 n T=24°C -Nutriments
-TPH
Oxydation
Biologique Ajout
par C -Sulfite de sodium (1%)
Atténuation T=24°C
naturelle
+Ajout de
-Sulfite de sodium (1%) 61
Evaporation D -N/NH4CI — P/KH,PQO4
(C/N/P)molaire=100/10/1 -pH
§ -HgCl, (4%) -Humidité.
k=3 T=24°C -TPH
E +Ajout de
< -Sulfite de sodium (1%)
Evaporation E -Inoculum & raison de 10°
UFC/g de sol
-Hgcl2 (4%)
T=24°C
= S Atténuation F Sol 600g 63 -pH
= naturelle Aucun ajout -Humidité
& ﬂ_l T ambiante -TPH

Avant d’entamer le traitement nous avons déterminé les caracteristiques du sol. En

effet, cette étape est primordiale puisqu’elle nous renseigne sur le comportement du sol
vis-a-vis de I’eau et du polluant et nous permet d’ajuster et contrdler les parametres
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régissant la biodégradation tels les nutriments, le pH et I’humidité,...

4.1. Caractéristigues physico-chimiques du sol

Les caractéristiques physico-chimiques du sol sont résumées dans le tableau (4.2).

Tableau 4.2 : Caractéristiques physico-chimiques du sol

pH 7,21 Argile (%) 15,11
Hu(%) 2,46 Limons (%) 28,89
MO(%) 5,97 Sable (%) 56

CO(%) 2,08 Perméabilité (cm/s) | 5,56 x 10
NO’, (g/g) 0,98 x 10°® Texture Limono-sableuse
NO; (g/g) 1,020 x 10 D1o(pm) 15

NH," (g/g) 0,600 x 10°® Deo (um) 160

N; (g d’azote/g) 2,37 x10° Cu (Dgo/D10) 10,66

P:(g de phosphore/g) | 0.53 x 10°® p (g/Cm’) 1,61
C/N/P 132188/100/1 porosité 0,41

X (UFC/g sol) 3x10° Fer(%) 1,68

L’analyse granulométrique par tamisage et sédimentométrie réalisée au Laboratoire
LCTP d’Alger mettent en évidence un sol fin de texture limono-sableuse (Annexe 4).

Le pH est 1égérement alcalin et appartient a I’intervalle optimal de biodégradation
compris entre 5 et 9. Il est donc favorable pour la croissance des microorganismes
autochtones dégradeurs des hydrocarbures (Gray, 2000).

L’analyse des nutriments met en évidence des teneurs trés faibles des dérivés azotés
et en phosphore et un rapport C/N/P tres élevé comparé au rapport préconisé pour les
traitements biologiques de 100/10/1 (Chaineau et al., 2000 ; Kwock et Loh, 2002).

L’analyse biologique montre que la présence de bactéries est trés faible (3.10°
UFC/qg). Ceci pourrait étre attribué au faible taux d’humidité et a la carence en nutriments.
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Beaucoup de chercheurs King, (1996) Battelle, (1996) cité par Susan et al, (2003)
considerent que la faisabilit¢é d’un traitement biologique n’est possible qu’avec un
minimum de 10° UFC/g de sol.

4.2. Traitement du sol

Le but de notre travail étant d’étudier I’influence du couplage d’un traitement
chimique; avec un traitement biologique sur I’efficacité du traitement d’un sol pollué par
les hydrocarbures pétroliers dans un bioréacteur gaz-solide, nous présenterons les résultats

e de I’oxydation Fenton ;
e suivie de celle de I’oxydation biologique pour les différents essais.
A partir du suivi des parameétres donnés dans le tableau 4.1.

4.2.1. Traitement par oxydation Fenton-like

Le prétraitement par oxydation Fenton-Like est réalisé en utilisant du peroxyde
d’hydrogene (30% w/v) catalysé par le fer zero valent en présence d’un agent chélate
(EDTA). Un rapport molaire H202/Fe/EDTA de 15/4/4 (Ouriache et al., 2016),
déterminé au préalable au niveau du Laboratoire LSTE pour optimiser la réaction Fenton
considérée.

Le prétraitement par oxydation Fenton-Like durant 48h pour 1’ensemble des
systemes donne les résultats suivants.

4211 pH:
Les résultats de mesure du pH pour tous les essais sont illustrés dans le tableau 4.3.

Tableau 4.3: Variation du pH en fonction du temps pour les différents systémes au cours
de I’oxydation Fenton- like

Temps (heure) 0 24 48

pH 76 7.240.1 7.310.1

Nous remarquons une légere acidification du milieu due a la réaction de Fenton like
apres 48h de traitement.
Le pH du sol demeure toujours légérement alcalin dans la zone de neutralité favorable
pour les réactions biologiques (Landstedt et al., 2006 ; Nam et al., 2001 ; Leeetal .,
2001)

4.2.1.2. Hydrocarbures totaux du sol
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Le suivi de I’enlévement du gasoil a partir de la détermination des hydrocarbures
totaux du sol (TPH) dans le temps pour les différents systemes met en évidence une
diminution notable de la pollution. En effet, les teneurs en TPH passe de 32,0 a
27,2+0,49/kg de sol sec durant les 48 premieres heures correspondant a un taux
d’enlévement moyen de 15%. Ce résultat relativement faible pourrait étre attribué a I’age
de la pollution.

Les Travaux de Palmroth et al(2006) mettent en évidence des taux de dégradation
par oxydation Fenton modifié durant 10 jours, de 52% et de 25% des HAP dans le cas
respectif d’un sol uniformément saturé et d’un sol non uniforme saturé, Watts et Dilly
(1996) aboutiessent a des un taux d’élimination de 70% a 99% des HAP dans le cas de
Fenton like seul pendant 90 heures.

Les différences de rendement trouvé dans la littérature comparées a ceux obtenus dans
notre étude sont probablement dues temps de traitement plus longs, aux conditions
opératoires et aux differents rapports de réactifs fenton utilisés.

4.2.2. Traitement biologique:

Afin d’¢tudie I’influence du couplage oxydation biologique et chimique sur
I’efficacité de dégradation des hydrocarbures totaux du sol dans les différents réacteurs
nous nous interesserons aux différents parametres de suivi dans les systémes biotiques que
nous comparerons avec ceux obtenus dans les systemes abiotique et de contrdle,
1’évolution du pH, de la biomasse, des nutriments et des TPH.

4.22.1.pH:

Le suivi du pH durant le traitement biologique pour les différents systéemes illustrés
dans la figure 4.1 met en évidence que le pH reste inchangé compris entre 6,8 et 8,2 pour
les différents systemes biotiques et abiotiques. A I’inverse, le pH reste constant égale a 7,6
dans le cas du systeme biotique de contréle (Témoin).

9 -
¢ A H B C <& D 0O E F ——Linéaire (F)
8,5 -
. s m
i = = 8 =
Q.
L] g—ﬁ
7,5 g} || A «» <
| g g 3 R — @
7 - 5 &
6,5
6 T T T T T T 1
0 10 20 30 40 50 60 70
temps (jours)

L4



Figure 4.1 : Evolution du pH pour les différents essais étudiés durant le traitement
biologique.

4.2.2.2.Biomasse :

Nous avons suivi I’évolution de la biomasse par la méthode du dénombrement et de
I’ensemencement dans les différents systémes biotiques, dans le but d’évaluer D’activité
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Figure 4.2 : Evolution des micro-organismes totaux et dégradeurs pour les différents
systémes biotiques en fonction du temps.

Les résultats expérimentaux de mesure des microorganismes totaux illustrés dans la
figure (4.2) mettent en évidence plusieurs phases :

Durant la premiére semaine nous observons une légere augmentation de la
biomasse qui passe de 6,3x10* & 10° et de 2,3x10" & 3,1x10" UFC/g de sol pour les cas de
la biostimulation et de la bioaugmentation respectivement. Cette variation peut étre
attribuée a 1’adaptation des microorganismes aux nouvelles conditions qui correspond a la
phase de latence. En effet, les courbes de croissance microbienne présentent en général
différentes phases de latence, d’accélérations, de croissance exponentielle, de
ralentissement et de declin.

Par ailleurs, ’addition d’un inoculum n’affecte pas la croissance microbienne dans les
conditions d’essais. A I’inverse dans beaucoup de cas une diminution de la biomasse est
observée avec I’ajout de I’inoculum. ( Yerushalmi et al. 2003)
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A partir de la 2°™ semaine, une phase exponentielle est observée pour I’ensemble
des systemes le nombre des microorganismes totaux augmente de facon linéaire pour
atteindre un maximum de 6,01x10% , 8,8 x 10* et 8,5x10° UFC/g de sol dans les cas de
bioaugmentation, biostimulation et atténuation naturelle respectivement. Cette croissance
microbienne devrait favoriser la dégradation des TPH.

Dans le cas de la biostimulation, la croissance microbienne est favorisée par la
présence de nutriments dans le milieu tandis que pour la bioaugmentation, elle s’est
effectuée avec uniquement les nutriments du sol et un rapport C/N/P initial de
132188/100/1.

Le méme phénomene est observé pour le systeme C.

La phase exponentielle est plus étalée dans le cas de la biostimulation que celui de
la bioaugmentation, probablement du fait de la présence de nutriments comparee aux deux
autres systemes. Dans le réacteur (C) on observe une augmentation de la biomasse tres
faible initialement, en dépit du rapport C/N/P qui n’a pas €té ajusté suivant les rapports
préconisés dans la littérature (Ferguson et al. 2003 ; Ying, 2011). En général, c’est le
rapport C/N/P de 100/10/1 qui est considéré comme optimal et est préconisé (Sabate et al,
2004). Dans la pratique, les rapports C/N appropriés et/ou optimums pour la
biodégradation s’étend de 14/1 selon Mgller et al., (1995) jusqu’a 560/1 (Hoyle et al.,
1995) cités par Ferguson et al,2003. 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 supérieur a 10 (Ying, 2011).

Apres 14, 28, et 35 jours de traitement nous remarguons une diminution notable de
la biomasse dans les systémes C, B, A respectivement. On peut parler de phase de déclin
avec une biomasse se situant entre 3,5x10" et 1,2x10’.

A partir de la 6°™ semaine nous notons la disparition des microorganismes dans les
systemes. A et B, alors que pour le réacteur C la limite du dénombrement a été atteinte
apres 3 semaines.

L’épuisement des nutriments et de la fraction de substrat facilement biodégradable
ainsi que la biodisponibilité des hydrocarbures seraient a 1’origine de cette diminution.

Les reésultats expérimentaux de I’atténuation naturelle en I’absence de prétraitement
Fenton mettent en évidence ’absence d’activité microbienne, comparé a 1’atténuation
naturelle avec prétraitement Fenton ou la biomasse atteint 8,5x10° UFC/g de sol la 2éme
semaine de traitement qui diminue (phase de déclin) la semaine suivante. Cette croissance
microbienne peut étre associée a la dégradation d’un substrat facilement biodégradable
généré par le procédé Fenton qui a conduit a des molécules de faible poids moléculaire et
facilité la biodégradation des hydrocarbures par la flore autochtone.
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4.2.2.3. Nutriments :

La croissance microbienne est étroitement liée a la disponibilité des nutriments (N, P) dans
le sol. Pour pouvoir comprendre 1’évolution de la biomasse il fallait impeérativement
étudier 1’évolution temporelle de 1’azote total a partir de la détermination des teneurs
résiduelles en nitrites, nitrates et ammonium et du phosphore.

Les figures 4.3 et 4.4 représentent respectivement 1’évolution des teneurs en azote total et
en phosphore en fonction du temps.
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Figure 4.3 : Evolution de 1’azote totale pour les différents systémes biotiques en fonction du temps
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Figure 4.4 : Evolution de phosphore pour les différents systémes biotiques en fonction du
temps.

Nous notons une concordance entre 1’activité microbienne et les nutriments. En
effet on constate une diminution importante de la source d’azote et de phosphore durant les
trois premieres semaines dans le cas de la biostimulation, qui correspond a la meilleure
croissance microbienne enregistrée. Entre la 3°™ et 5°™ semaines de traitement nous
observons une phase de déclin pour les microorganismes dans les different systémes
étudiés qui coincide avec la stabilisation des nutriments dans le milieu.

Pour les systemes basés sur la bioaugmentation et I’atténuation naturelle, nous
notons que le phosphore est un facteur limitant au vu de sa consommation et que les
teneurs en azote n’ont subi que de trés faibles variations durant le traitement. Ce pourrait
étre expliqué par la présence d’une autre source d’azote ; issue des hydrocarbures du sol ;
utilisé par les microorganismes.

La comparaison des résultats dans les réacteurs A et C met en évidence que I’amendement
du sol en azote et en phosphore a permis d’aboutir a une croissance microbienne et a une
dégradation plus efficace des TPH

Les sols contaminés qui présente de faibles quantités intrinseques en azote et en
phosphore nécessiteront des ajouts d'éléments nutritifs pour permettre une augmentation
suffisante de la biomasse afin qu’une dégradation significative des hydrocarbures se
produise. Pour estimer la quantité d’amendement en €léments nutritif nécessaire, le rapport
de Redfield (106:16:1) est souvent cité comme un rapport C/N/P optimal ciblé. Des
études, entreprises par Bossert et Bartha (1984), Fayad et Overton (1995), Manilal et
Alexander (1995), et Raymond et al. (1976), (Ferguson et al, 2003) trouvent que la
biodégradation peut étre inhibée par I'addition de nutriments.
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4.2.2.4. Hydrocarbures totaux du sol :

Le suivi de I’enlévement du gasoil a partir de la détermination des hydrocarbures totaux du
sol (TPH) dans le temps pour les différents essais (figure 4.5), met en évidence une
importante diminution de la pollution carbonée les 7 premiers jours pour les 5 systemes, en
particulier dans les réacteurs A et B. Dans le cas du systeme biotique de contrdle F une
faible diminution de 12,5% est enregistrée.
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Figure 4.5 : Evolution temporelle des TPH pour les différents essais

On note aprés 35 jours de traitement, que la diminution des TPH se fait plus
lentement pour se stabiliser ensuite a la fin du traitement. Les teneurs en TPH final sont
identiques dans les réacteurs biotiques A et B ou elles atteignent une valeur moyenne de
8g/kg de sol, et de 255 et 25,3 g/kg de sol pour les mémes réacteurs abiotique
respectivement.

Dans le cas de I’atténuation naturelle apres oxydation Fenton like (réacteur C) nous notons

une diminution des TPH qui passent de 27.2 + 0,4 a 20g/kg de sol sec aprés 60 jours de
traitement. Dans le cas de I’atténuation naturelle (Systéme F) sans prétraitement, aucune
variation des TPH n’est enregistrée, ceci pourrait étre attribué au traitement préalable par
Fenton-like qui a probablement généré la cassure des grosses molécules et avec une teneur
en humidité de 30% ont favorisé I’activité microbienne et la dégradation des TPH comme
reporté dans les travaux de Rivas, (2006) et venny et al, (2012).

Par ailleurs, la bioaugmentation agit plus vite que la biostimulation. En effet durant
les 34 premiers jours nous notons un taux d’élimination de 70% dans le cas de B comparé
a 59% dans le cas de A, pour ensuite se stabiliser a un taux d’enlévement de 71% pour les
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deux cas comme le montre la figure 4.6.

Effectivement, 1’addition d’un consortium riche en microorganismes dégradeurs des
hydrocarbures pétroliers a contribué de fagon significative a la dégradation des
hydrocarbures totaux dans le sol avec une vitesse plus importante que celle observée dans
le cas du réacteur amendé par les nutriments.

L’¢élimination des hydrocarbures totaux dans le sol est due aux processus abiotiques
(volatilisation et oxydation Fenton...) mais également aux processus biotiques étroitement
liés a I’activité microbienne.

4.2.2.5. Rendement :

Plusieurs taux d’enlévement des hydrocarbures totaux dans le sol sont mentionnés
dans la littérature (Allen-King et al, 1996 ;Chaplin et al, 2002). Aussi, nous avons
jugénécessaire d’estimer le taux d’enlévement des TPH pour chaque systeme.

Le taux d’enlévement des TPH est déterminé a partir de 1’équation suivante :

Taux d’enlévement (%) = [TPP[I%%;I%PH] (4.1)

Avec :
[TPH] 0 : concentration initiale des hydrocarbures totaux du sol ;
[TPH] : concentration des hydrocarbures totaux du sol a I’instant t.

La figure (4.6) représente les rendements d’enlévement du gasoil au cours du temps pour
les différents systémes.
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Figure 4.6 : Rendement d’élimination des TPH en fonction du temps pour les différents
systemes biotiques et abiotiques.

Il ressort de la figure 4.6 une méme allure d’élimination pour les différents essais :

Le taux de dégradation augmente aux cours du temps pour l’ensemble des
systemes pour se stabiliser ensuite a une valeur de 12,5%,20,7% et 20,31% dans le cas des
essais F, E et D respectivement. Pour le systéme C la stabilisation ne commence qu’a partir
du 35eme jour pour atteindre un taux d’élimination de 37,5%.

On note aussi que le taux d’enlévement des hydrocarbures totaux du sol est
significativement plus élevé et tend ver la méme valeur 72% pour les réacteurs A et B.

4.2.2.6. Taux de biodégradation

Dans le but d’étudier I’influence des microorganismes dans la dégradation des TPH, nous
avons déterminé les taux de biodégradation a la fin du traitement pour les différents essais:
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Figure 4.7: Rendement final d’enlévement des TPH pour les systémes biotiques et
abiotiques.

En effet dans le cas de la bioaugmentation et de la biostimulation on estime une
dégradation a un taux de plus de 50%.

D’aprés les travaux de Wu et al (2016) la biostimulation a apporté une dégradation de
34% et la bioaugmentation de 60% en six semaines de traitement.




CONCLUSION GENERALE:

L’objectif principal de ce travail est d’étudier la faisabilité, et 1’influence du
couplage de I’oxydation avancée et biologique, comparée a 1’oxydation biologique sur
I’efficacité du traitement d’un sol pollué par des produits pétroliers a (3.2%).

Pour ce faire, nous avons réalisé différents traitements biologiques par : atténuation
naturelle, biostimulation et bioaugmentation dans des microcosmes gaz-solide. Le sol
pollué est traité au préalable par oxydation chimique avancée avec une teneur en eau de
30%. La biostimulation (A) repose sur I’amendement en azote et en phosphore selon un
rapport molaire C/N/P de 100/10/1. La bioaugmentation (B) est réalisée par injection de
microorganismes dégradeurs a raison de 10° UFC/g sol. Dans le cas du traitement par
atténuation naturelle, le sol n’a regu aucun apport.

Le traitement par oxydation Fenton-like a eté utilisé comme prétraitement dans le
but de 1’élimination de la partie la plus complexe et non assimilable des hydrocarbures par
les microorganismes.

L’addition de peroxyde d’hydrogéne, de fer zéro-valent et de I’agent chélate
(EDTA) n’a pas affecté le pH du sol pollué durant la phase d’oxydation.

Le traitement dans les bioréacteurs met en évidence une activité microbienne dans
les différents systémes. L’activité microbienne est beaucoup plus importante dans les
essais A et B du fait de ’amendement en nutriments et injection d’un consortium de
microorganisme.

Les resultats du traitement par oxydation Fenton-like et d’atténuation naturelle a vu
croitre une population de microorganismes en comparaison avec le traitement par
atténuation naturelle seule ou aucun développement microbien n’est observé. Ceci nous
permet de déduire que 1’oxydation Fenton-like apporte un plus et aide la microflore
bactérienne a dégrader la pollution carbonée.

L’étude de la croissance microbienne des microorganismes totaux et des
microorganismes dégradeurs du sol pour les différents systemes biotiques a permis de
montrer que la pollution ne présente pas une grande toxicité pour les non-dégradeurs. En
effet la croissance microbienne des microorganismes totaux se poursuit en méme temps
que celle des microorganismes dégradeurs.

Les nutriments ont un effet limitant sur la dégradation leur fin a annoncé ’arrét net
de I’activité microbienne dans le sol qui a impliqué 1’arrét de la dégradation

A la fin du traitement il ressort que le taux d’enlévement des TPH le plus faible
(13%) est enregistré pour I’essai biotique de controle. En revanche, les meilleurs
rendements d’enlévement de 72,2 et 72,8% sont obtenus pour les essais par biostimulation
A et par bioaugmentation B respectivement.

55

——
| —



La contribution microbienne dans la dégradation des hydrocarbures pétroliers
totaux est estimee a approximativement 52% dans les deux microcosmes : biostimulation
et bioaugmentation.

Le rapport C/N/P de 100/10/1 n’est pas a priori le facteur optimal requis au
développement bactérien dans le cas de cette étude.

La comparaison des résultats de la dégradation obtenus dans le cas de
biostimulation et de biocaugmentation montre une cinétique d’enlévement des TPH plus
accélérée par bioaugmentation. En effet, la dégradation atteint son maximum
approximativement dans les 35 jours alors que pour la biostimulation le maximum est
atteint aprés 55eme jours.

Comme perspective il serait intéressant de recourir a la bioremédiation par
biostimulation et bioaugmentation pour : réduire le temps de traitement ,dégrader avec des
temps relativement court et avec des quantités moindres en nutriments, et pour améliorer
davantage les taux de dégradation des TPH qui pourrait dans de bonne condition atteindre
la réhabilitation totale du sol .En effet, la bioaugmentation a donné de bon résultats avec
les nutriment présent dans le sol sous forme de traces.
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Annexe 1 : Caractéristiques du sol

1.Analyse granulométrigue :

L’analyse granulométrique permet de distribuer des constituants minéraux du sol en
classes de grosseur. Elle se fait au moyen d’une tamiseuse, constituée de plusieurs tamis de
diamétres différents disposés dans le sens décroissant de haut en bas. Le tamisage a 02mm
distingue la fraction grossiére ou encore squelette du sol (les blocs, pierres, cailloux et
graviers) de la terre fine (sables, limons et argiles).

La terre fine passe ensuite par deux techniques successives, le tamisage jusqu’a la limite de
80um séparant ainsi le sable grossier, moyen et fin, de la partie la plus fine du sol. Le
tamisa ainsi obtenu est sédimenté afin de séparer les argiles (argiles granulométriques), des
limons, selon la loi de Stokes.

A la fin de chaque étape, toutes les fractions sont exprimées en pourcentage de la masse
initiale de 1’échantillon.

L’analyse granulométrique ainsi effectuée, permet de tracer le diagramme granulometrique
cumulatif. Ce diagramme, permet de déterminer le Dg et de calculer le coefficient
d’uniformité U

Résultats expérimentaux :

La figure suivante représente la distribution granulométrique cumulée des particules du sol
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Figure 1.1 : Distribution granulométrique cumulée des particules du sol
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Dans notre cas, et d’apres la courbe de la distribution granulométrique des particules du
solide, on trouve un coefficient d’uniformité Cu = Dgo/D1g = 200/50 = 4 > 2, ¢’est donc un

sol de granulométrie étalée

Le graphique suivant représente la distribution granulométrique par tamisage et
sédimentometrie :
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Figurel. 2 : Distribution granulométrique des particules du sol
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<«——— Sables 50 & 2000 um [%]

Figure 1.3 : Triangle textural

2.Masse Volumique :

mr= 11.87 g, V=8 cm3, mg=7.57¢

- *
Mey _Vex Peau

mg, = 1*1=1g
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mg _ mg

Ps= Vs Vp-Vp
V.= Mmp — MT—Ms—Mex
P Peau Peau
V,=3.30 Cm®

ps=1.61 g/Cm3
e= 2= 0.41
Vr

3.Le PH:
Le PH déterminé du sol est de 8.11
4. Humidité :

L’humidité est déterminée selon la norme AFNOR (NF X31-102). Le principe est un
séchage a 1’étuve a 105°C d’une masse donnée de 1’échantillon du sol m, pendant 24h.

L’humidité du sol est définie comme étant la différence entre la masse de la prise d’essai
de I’échantillon du sol avant et apres séchage (my) rapportée a la masse initiale (mg)

mi— mg

H(%)= * 100

mi
Ou
m; : la masse, en gramme, de la prise d’essai avant séchage.

m¢ : la masse, en gramme, de la prise d’essai aprés séchage.

5.0032—4.8803
5.0032

H(%)=
H(%)= 2.46%

5.Matiéres Organigues :

La matiére organique est mesurée selon la norme (NF X 31-071).

On met dans 1’étuve a 105°C pendant 1h, une masse bien déterminée d’un échantillon du
sol, ensuite on I’introduit dans un four a 550°C pendant 20min, la matiére organique totale
est égale a :

MO(%)= 2= *100

mq
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Annexe 2 : dosage des nutriments

2.1.Dosage des nitrites:

» Reéactifs utilisés :
e Acide orthophosphorique concentré H;PO,;
e Sulfanilamide C4HgO,N,S ;
e Dichlorure de N-(1-naphtyl) éthyléne diamine (DNED) C,,H;NHCH,CH,NH,, 2HCI ;
e Nitrite de sodium NaNO,.

> Préparation du Réactif de Diazotation :
e Introduire dans une fiole de 250 ml, contenant 150ml d’eau distillée, 25ml d’acide
orthophosphorique concentré ;
e Ajouter 10g de sulfanilamide ;
e Ajouter apres dissolution, 0.5 g de DNED ;
e Une fois le ménage totalement dissous, compléter a 250ml avec de I’eau distillée ;

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

» Courbe d’étalonnage :

e Préparer une solution de 100 mg/L et la diluer a 1/100 ;

e Réaliser des dilutions de maniére a obtenir des solutions de concentrations 10,30,
50, 70, 90 et 100ug de NO~5;

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

e Ajouter 0.4ml du réactif de diazotation dans chaque solution préparée et
homogénéisee ;

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

e Les résultats sont présentés dans le tableau ci-dessous :

DO 0 0.013 |0.032 |0.052 |0.0/8 |0.100 |0.110

NO2(mg/L) | O 0.010 |0.030 |0.050 |0.070 |0.090 |0.100
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Figure2.1 : Courbe d’étalonnage des Nitrites

Pour notre sol on a (DO=0.108) ce qui donne une concentration de nitrites

C (NO7,)=11.02 mg/L

Dosage des nitrates :

» Reactifs utilisés :
Acide sulfurique H, SO, (d=1.84);
Phénol C¢Hg O ;
Ammoniaque NH; ;
Nitrate de potassium KNOs ;

» Préparation du réactif sulfophéniqgue :
Dissoudre 12g du phénol dans 144ml d’acide sulfurique ;

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

Conserver le réactif dans un flacon brun.
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» Courbe d’étalonnage :
e Préparer une solution étalon de 1g/L de NO™2; ;
e Réaliser des dilutions de maniére a obtenir des solutions de concentrations 10, 30,
50, 70, 90 et 100 mg/L ;
e Prélever a I’aide d’une pipette Sml d’échantillon et I’introduire dans un bécher ;
e Evaporer a sec ;
e Laisser refroidir et ajouter 2ml du réactif sulfophénique ;
e Attendre 10min et ajouter ensuite 10ml d’eau distillée et un volume d’ammoniaque

de 10 a 15 ml qui dévoile une coloration jaune, compléter a 5S0ml avec de 1’eau
distillée ;

e Réaliser la lecture sur le spectrométre a la longueur d’onde A=440 nm ;

e Les résultats sont consignés dans le tableau ci-dessous :

DO 0 0,050 019 |0,306 |0,392 |0524 |0,598

NO™2, |0 |10.000 |30.000 |50.000 |70.000 |90.000 |100.000
(mg/L)

0,7
0,6 y=0,0059x + 0,0019
R2= o,9V
0,5
0,4 +
o)
(=]
0,3

0,2 /
0,1
O / T T T T T 1

0 20 40 60 80 100 120
C(mg/L)

Figure2.2 : Courbe d’étalonnage des Nitrates

Pour notre sol on a (DO=0.067) ce qui nous donne une concentration de nitrates de :

C(N032) = 11.02 mg/L
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Dosage de ’azote ammoniacal :

» Réactifs utilisés :
e lodure de potassium KI ;
e Dichlorure de mercure HgCl, ;
e Hydroxide de sodium NaOH ;
e Tartrate double de potassium et de sodium( C,H,0, KNa, 4H,0) ;
e Chlorure d’ammonium NH,CI

> Préparation du réactif Nessler :
e Dissoudre 50 g d’iodure de potassium dans 35ml d’eau distillée ;

e Ajouter une quantité suffisante de solution saturée de dichlorure de mercure jusqu’a
a ce qu’un léger précipité subsiste ;

e Introduire 400ml de solution d’hydroxyde de sodium 9N ;

e Ajuster le volume a 1L ;

e Laisser reposer, décanter.

> Préparation du tartrate double de potassium et de sodium :
e Dissoudre 125g de tartrate double de sodium et de potassium dans 250ml d’eau
chaude ;
e Aprés refroidissement, ajouter 12,5 ml de réactif Nessler ;
e Laisser reposer 2jours environ, puis filtrer ;
e A conserver ensuite au réfrigérateur.

» Préparation de la solution étalon azote ammoniacal (10 mg/L de
NH*,) :
e Dissoudre 2.97 g de chlorure d’ammonium de 1’eau distillée ;
e Compléter a 100ml avec de I’eau distillée en fiole jaugée ;
e La solution obtenue est ensuite diluée au 1/10 ;
e A conserver au réfrigérateur.

» Courbe d’étalonnage :
e -Dans une série de fioles jaugées de 50ml, introduire les quantités de solution
étalon de ’azote ammoniacal suivants : 1, 2, 3, 5, 10, 15, 20 et 25 ml ;
e -Compléter a 50ml avec de I’eau distillée et ajouter 2ml de la solution de tartrate
puis melanger ;
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e -Ajouter 2ml du réactif Nessler puis mélanger a nouveau ;

e .Attendre 10min et effectuer les mesures de spectrométre a la longueur d’onde
A=420nm ;

e -Les résultats sont présentés dans le tableau ci-dessous :

DO 0 | 0.003 | 0.006 | 0.014 | 0.029 | 0.04 | 0.054 | 0.060

NH*4 | 0 | 0.200 | 0.400 | 1.000 | 2.000 | 3.000 | 4.000 | 5.000
(mg/L)

0,08
0,07 y=0,0132x+0,0007
R?=0,9988
0,06 /
0,05
(@)
a 0,04
0,03 /
0,02 /
0,01
O / T T T T T 1
0 1 2 3 4 5 6
C (mg/L)

Figure2.3 : courbe d’étalonnage de 1I’Azote Ammoniacal

Dosage du Phosphore :

» Réactifs utilisés :
e acide ascorbique C4HgOg ;
e acide sulfurique H,SO, (9N) ;
e tartrate d’antimoine et de potassium ;

e paramolybdate d’ammonium ;
e dihydrogénophosphate de potassium KH;PO,.
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» Préparation de la solution molybdate acide :

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

e -Diluer 230ml de H,SO,4 (9N) dans 70 ml d’eau distillée puis 1’ajouter a la solution
précedente.

e Ajouter au mélange la solution suivante : dissoudre 0.35g de paramolybdate
d’ammonium dans 100ml d’eau distillée.

> Préparation de la solution ascorbique :

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

> Préparation de la solution étalon :

e Dissoudre 0.2197 g de KH,P0, dans 800 ml d’eau distillée, ajouter 10 ml d’acide
sulfurique (4.5 M) puis compléter a 1000ml avec de I’eau distillée (solution mere
50mg/L de P) ;

e Préparer une solution fille & 2mg/L.

» Courbe d’étalonnage :

e 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 ;

e ajuster a S50ml de I’eau distillée, puis prélever de chaque fiole un volume équivalent
a40ml ;

e gjouter 1ml de la solution d’acide ascorbique+ 2ml de la solution e molybdate
acide ;

e une couleur bleue apparaitra, attendre 30 min, la lecture des densités optiques peut
s’effectuer a 1’aide d’un spectrométre a une longueur d’onde égale a 880nm ;

e les résultats sont présentés dans le tableau ci-dessous :

DO 0 | 0025 | 0.082 | 0153 | 0.237 | 0.347 | 0.428
C(p) 0 0.2 0.4 1.0 2.0 4.0 5.0
(mg/L)
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Figure 2.3 : Courbe d’étalonnage du Phosphore
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Annexes 3 : les hydrocarbures du sol

3.1.Extraction des Hydrocarbures du sol par ULTRASON :

L’extraction des hydrocarbures du sol a été réalisée dans un ULTRASON de modele
BIOBLOCK scientifique (88155) en se basant sur la méthode de bi-lavage :

On prend 2g du sol pollué a analyser dans un Erlen de 50ml ;
Meélanger avec 1,5 g de sulfate de sodium Na,SO, ;
Ajouter 12ml de solvant dichlorométhane CH,ClI, ;

Mettre 1’Erlen dans un Bain marie d’eau distillée contenue dans la cuve de
I"ULTRASON pendant 10min pour un deuxi¢me lavage ;

Le mélange (extrait-solvant) est filtré a 1’aide d’un papier filtre ordinaire dans un
tube bien fermé, puis le contenu du tube est distillé a I’aide d’un ballon dans un
ROTAVAPOR a 40°C;

Apres distillation, I’extrait est laissé a sécher pour étre ensuite pesé. La quantité du
gasoil extraite est déterminée par différence avec la masse du ballon pesée
initialement (a vide).

La courbe d’étalonnage a été obtenue par pollution du sol par le gasoil a différentes
concentrations, les résultats sont présentés dans le tableau ci-dessous :

M Gasoil 30 20 10 05 2.5 01 0.5
injectée (g/Kg
sol)
Gasoil injecté | 0.0600 | 0.0400 | 0.0200 |0.0100 | 0.0050 |0.0020 | 0.0001
(9/2g sol)
MO (g) (masse | 47.4359 | 49.8949 | 52.7247 | 47.9013 | 47.9530 | 47.5184 | 47.6128
du ballon)
M1(g) (masse | 47.5004 | 49.9408 | 52.7558 | 47.9190 | 47.9647 | 47.5184 | 47.6137
Ballon+Gasoil)
MGasoil 0.0645 | 0.0559 |0.0481 |0.0327 |0.0117 |0.0019 | 0.0009
extraite (g/2g
sol)

( ]
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Figure3.1 : Courbe d’étalonnage du gasoil
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