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Introduction générale

Les hydrocarbures pétroliers deviennent un probléme mondial pour I'environnement, a cause
de leur persistance (Hentati et al., 2013). Il cause une modification défavorable du milieu naturel
qui apparait en totalité ou en partie comme sous-produit de I'action humaine, au travers d’effets
directs ou indirects altérant les criteres de répartition des flux d’énergie, des niveaux de radiation
de la constitution physico-chimique du milieu naturel et de I'abondance des espéces vivantes

(Ramade, 1992).

Afin d’éliminer ou de réduire cette pollution dans le sol, diverses techniques sont applicables. Les
techniques physiques, chimiques ou thermiques sont les plus fréquemment utilisées. Elles sont tres
efficaces pour certains types de contaminants mais présentent I'inconvénient d’étre onéreuses et
de détériorer le sol. Actuellement, les méthodes biologiques suscitent beaucoup d’intérét car elles
sont économiques, respectueuses de I’'environnement et sauvegardent les propriétés du sol (Girard,
2005 ; Koller, 2009).

Parmi ces techniques figurent la biostimulation, qui consiste en une stimulation de I'activité des
microorganismes indigénes par adjonction de nutriments (I'azote et le phosphore dans la plupart
des cas), la phytoremédiation qui utilise des plantes pour extraire ou éliminer les polluants du sol et
la bioaugmentation qui est I'inoculation du sol avec des souches bactériennes capables de dégrader
les polluants. Ces techniques visent toutes a augmenter I'atténuation naturelle qui est I'aptitude du
sol a s"auto-épurer grace aux microorganismes indigenes. Concernant la décontamination des sols
pollués aux hydrocarbures, plusieurs travaux ont été effectués afin d’évaluer l'efficacité des
techniques appliquées par la mesure des parameétres physico-chimiques et biologiques des sols.

Des études de phytoremédiation ont été réalisées a 'TUMMTO (Ali Ahmed et Belkaid, 2006 ;
Fezani et Khider, 2007 ; Kellas, 2008 ; Belkacem et Rouas, 2012 ; Alilouche et Toudouft, 2014 ;
Bourkache et Boussenou, 2015 ; Larabi et Moussi, 2016 ; Belhocine, 2016), D’autres études ont
porté sur la biostimulation (Kahil et Issad ,2014) et sur la bioaugmentation (Alik et Belkacem, 2015).
Tous ces travaux se sont basés essentiellement sur I’évaluation des paramétres physico-chimiques
du sol et rarement sur la mesure des parameétres biologiques. Actuellement, les études s’orientent
plus vers la quantification des paramétres biologiques des sols, notamment I'activité enzymatique.
(Makhloufi et Matmer ,2018).

L'objectif principal de cette étude est d’évaluer I'efficacité des techniques de dépollution

(phytoremédiation, biostimulation et bioaugmentation) d’un sol contaminé aux hydrocarbures ainsi
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qgue l'atténuation naturelle et le sol traité par la chaleur pour revégétaliser et réhabiliter un site
contaminé par les carburants.

Ce travail est subdivisé en trois chapitres. Le premier consiste en un rappel bibliographique sur
la contamination du sol par les HC et les méthodes de décontamination. Le deuxiéme présente
I’'ensemble du matériel utilisé ainsi que les méthodes adoptées. Dans le troisieme seront exposés
les résultats obtenus au cours de notre expérience et leur discussion. Le document se termine par

une conclusion générale et quelques perspectives.




Chapitre | : Synthese bibliographique

La pollution des sols et des sous-sols par les hydrocarbures résulte des conséquences cumulées
de diverses activités humaines. Cette contamination trop négligée jusqu'a une époque récente est
préoccupante par ces conséquences environnementales, sanitaires et socioéconomiques. Malgré le
fait que les hydrocarbures représentent la principale source d’énergie dans le monde, ce sont les
polluants les plus dangereux de par leur toxicité, leur persistance dans I’environnement, constituant

un véritable risque pour la santé humaine.

1-Pollution du sol :

La dégradation d’un sol correspond a la perte ou a la réduction de ses fonctions (Blum, 1997) et se
traduit Principalement par une baisse de sa « qualité », se manifestant par une diminution de ses
capacités productives et de ses capacités de régulation environnementale (Lal et al., 1997)

La pollution des sols et des sous-sols résulte des diverses activités humaines (industrielles,
agricoles...) cumulées au cours des temps (Jeannot et al., 2001).

I 'y a contamination lorsqu’'une substance potentiellement dangereuse est introduite
artificiellement dans un milieu naturel, qu’elle que soit sa teneur ou lorsqu'elle atteint les valeurs
limites fixées par les normes. On distingue deux types de pollution du sol ; la pollution diffuse qui
consiste en un déversement continu des polluants dans le temps et dans I'espace (ce type de
pollution concerne les pollutions aériennes ou agricoles déversées sur des surfaces étendues) et la
pollution ponctuelle qui désigne une pollution présentant en général des concentrations
importantes, sur un temps court. Un camion contenant une cuve d’hydrocarbures, accidente sur
une route va déverser une grande quantité d’hydrocarbures sur une courte durée, on peut alors
designer cet exemple comme une pollution ponctuelle. De plus, I'industrie est également une

source majeure de pollution ponctuelle.




1-1-Principaux polluants dans les sols :

Les sources responsables de ces pollutions résultent de l'industrie chimique et métallurgique,
I'activité pétroliere, la destruction des déchets liberent des éléments toxique qui polluent les sols
(Morel, 2012).

Cette pollution se fait sous forme de rejets directes a partir des sites producteurs, ou bien par
retombées aériennes apres la dispersion des éléments toxique dans I'atmosphere.

La contamination des sols due a I'activité agricole tel que les produits phytosanitaires (pesticides,
engrais), épandages de boues d’épuration et les déchets d’origine industrielle devient aujourd’hui
un probleme préoccupant. En effet, cela se traduit par des impacts négatifs sur les activités
dépendant directement ou indirectement de la terre, mais aussi sur la santé humaine et les
écosystémes.

On peut considérer qu’il y a pollution par les hydrocarbures lorsque |'action de ceux-ci peut étre
considérée comme néfaste aux conditions de vie de 'Homme directement, ou indirectement, si elle
affecte les populations animales et végétales qui lui sont utiles (Bertrand et al., 1972).

L'étude de la pollution des hydrocarbures nécessite des dosages tres précis, 200 ppb
d’hydrocarbures dans I’eau sont suffisantes pour altérer son odeur. On constate que 10 ans peuvent
s’écouler entre un déversement dans le sol et son arrivée dans une nappe aquifére (Bertrand et al.,
1972).

L'exploitation des hydrocarbures nécessite et engendre des opération et activités importantes qui
perturbent notre environnement provoquant des effets néfastes pour la santé humain (Arbaoui et

Affane, 2005)

1-2- Définition des hydrocarbures :

Les hydrocarbures sont des composés organiques dont la formule chimique comprend uniquement
des atomes de carbone (C) et d'hydrogene (H), ils ont pour formule brute CnHm ou «n » et « m »
sont deux entiers naturels (Franennec et al., 1998)

Les hydrocarbures constituent la fraction la plus importante d'un brut pétrolier, ils représentent
entre 65 et 95 % de la plupart des pétroles bruts. Les composés pétroliers peuvent étre classés en
qguatre familles principales qui sont présentes en proportions variables selon I'origine :

Les hydrocarbures saturés (30 a 70 %) les hydrocarbures aromatiques et poly aromatiques (20 a 40

%) les composés polaires (5 a 25 %) les asphalténes (0a 10 %) (Tissot et Welte, 1984).
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1-3-Classification des hydrocarbures :
Selon AEHS (1998), Les hydrocarbures peuvent étre classés en deux grandes catégories de structures

chimiques différentes : les hydrocarbures aliphatiques et les hydrocarbures aromatiques.

1-3-1-Les hydrocarbures aliphatiques :

Ils sont constitués principalement de chaines carbonées qui peuvent étre saturées ou insaturées :

1-3-1-1- Les hydrocarbures aliphatiques saturés :

lIs comprennent les alcanes qui sont des hydrocarbures a chaine ouverte, linéaires (n-alcanes) ou
ramifiés (les plus abondants sont les iso-alcanes qui ont un groupement méthyle en position 2) ne
comportant que des liaisons simples, de formule brute CnHan+2 (Jourdain et Charissou, 2007), et les
cycloalcanes qui renferment des composés cycliques saturés (a 5 ou 6 atomes de carbone) (Soltani,

2004).

1-3-1-2- Les hydrocarbures aliphatiques insaturés :
Ils comprennent les alcénes de formule générale CnH2n, portant une double liaison et les alcynes de

formule générale CnHzn-2avec une triple liaison (Karg, 2001 in Oultaf, 2015)

1-3-2- Les hydrocarbures aromatiques :
lls ne comprennent que des hydrocarbures insaturés, ce sont les hydrocarbures aromatiques

monocycliques et les hydrocarbures aromatiques polycycliques.

1-3-2-1- Les hydrocarbures aromatiques monocycliques :
Ils sont composés uniquement de carbone et d’'Hydrogeéne et ils renferment un anneau de benzéne.
Ce sont les BTEX qui correspondent au benzene, toluéne, éthylbenzene et xylénes (Saada et al.,

2005).

1-3-2-2- Les hydrocarbures aromatiques polycycliques (HAPs) :

Ce sont des composés organiques aromatiques hydrophobes fréquemment retrouvés dans
I'environnement ; ils sont constitués d'atomes de carbone et d’Hydrogene formant au moins deux
anneaux aromatiques condensés. Les HAPs sont des constituants naturels du charbon et du pétrole,
ils peuvent étre également générés pendant la pyrolyse ou la combustion incompléte de matiéres

organiques (Doornaert et Pichard, 2005).
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1-4-Sources de pollution du sol par les hydrocarbures :
La principale source actuelle des hydrocarbures est le pétrole, la seconde source est le charbon. Le
gaz naturel que I'on peut rattacher au pétrole brut par leur origine géologique, constitue lui aussi

une ressource importante en hydrocarbures (Ould rabah., 2012)

Les hydrocarbures sont des polluants qui atteignent I'environnement de multiples sources : des

sources naturelles et des sources anthropiques.
1-4-1-Sources naturelles :

Les feux de forét et de prairie sont considérés comme les processus les plus importants qui
génerent des hydrocarbures. Mais, il existe d’autres processus tels que les éruptions volcaniques,
I’érosion des roches, ainsi que la production d’hydrocarbures par les végétaux supérieurs (cires) ou

par les algues (Jumeau, 1999).
1-4-2- Sources anthropiques :
Les activités des secteurs énergétiques (production d’hydrocarbures) et industriels (Pimsee, 2014).

1-5-Sources de pollution dans les stations-service :

Les stations-service se définissent comme I'ensemble des installations et des activités destinées
a stocker et a transférer les hydrocarbures. Dans une station-service, les carburants tels que
I'essence, le diesel et le LPG sont stockés et vendus. Parmi ces carburants, seuls I'essence et le
diesel peuvent provoquer une pollution du sol et/ou des eaux souterraines. L'essence et le diesel
sont des mélanges complexes qui se composent principalement d’hydrocarbures aliphatiques et
aromatiques. En outre, divers additifs sont ajoutés pour améliorer les propriétés techniques des

carburants. (Bofas, 2004).

Les stations-service sont une source importante de la pollution du sol, elle se décline en deux
catégories : d'un c6té, une pollution chronique se produit sur une longue période et étant due le
plus souvent a la corrosion des cuves et des canalisations enterrées, de I'autre c6té la pollution
accidentelle due aux fuites des carburants des réservoirs de stockage, des installations de
distribution et de diverses opérations industrielles (Patej, 2002). Cette pollution est susceptible
d’entrainer une bioaccumulation dans la chaine alimentaire, en présentant des toxicités pour le

végétal, 'animal et des risques pour la santé humaine (Soltani, 2004).




Fig. 1: Sources de pollution du sol dans une station-service (Carnicer, 2007)




» Principaux polluants du sol dans les stations-services :

Tableau 1 : Caractéristiques de |’essence et du gas-oil.

Essence

Gas-oil

-Mélange d’hydrocarbures, auxquels peuvent
étre ajouté des additifs.

- Contiennent environ 230 HC différents,

4 < nombre d’atomes de C < 10.

- Distillation est effectuée a 30° < T° < 35°

et 180° < T° < 200°.

-Densité moyenne de 0.72 a 0.77 (Marchal et
al.,2003).

- Composées de cing classes principales

d’hydrocarbures (Fig. 2a).

-Mélange complexe, se compose
principalement d’hydrocarbures aliphatiques
(Nwinyi et al ., 2014).

-Contiennent 2000 a 4000 HC différents,

11 < nombre d’atomes de C < 25.

- Distillés a 180° < T° < 380°.

-Densité de 0.82 2 0.86.

- Plus lourds que les essences, composés de
produits moins volatiles (Saada et al., 2005).

- Composés de 3classes d’hydrocarbures (Fig.

2b).

4% Cyclo-
alcanes 2%

Fig. 2: Composition des carburants, essence (a) et gasoil (b) (Marchal et al., 2003)




1-6-Le devenir des hydrocarbures dans le sol :

Le comportement et le devenir des hydrocarbures dans I'environnement dépendent de leurs
propriétés chimiques et physiques et de la nature du sol, une fois arrivés au sol ils peuvent subir des
dégradations abiotiques et des transformations biotiques liées aux micro-organismes des sols
(Gabet, 2004).

C'est par des processus physiques, chimiques et biologiques qu'un hydrocarbure va Pouvoir étre
déplacé, transformé ou éliminé, aprés avoir été répondu dans l'environnement. Parmi eux,
I’adsorption, la volatilisation, la dégradation abiotique (chimique ou Photochimique) ainsi que la

biodégradation biotique (fattal , 2008).

1-6-1-Volatilisation :
Les composés légers se volatilisent et deviennent trés mobiles. Les hydrocarbures les plus légers
sont éliminés rapidement dés les premiers jours, pouvant conduire a une pollution de I'atmosphére

(Soltani, 2004).

1-6-2- Solubilisation :

Bien que les hydrocarbures soient des composés insolubles dans I'eau ; certains d’entre eux
peuvent partiellement se dissoudre (hydrocarbures aromatiques et hydrocarbures a faible nombre
de carbone) (Bertrand et Mille, 1989).

Il est important de noter que ces hydrocarbures solubles sont parmi les plus dangereux pour
I’environnement, ils sont difficiles a éliminer et sont absorbés par la faune et la flore (Chocat, 2004).
1-6-3-Sorption :

C'est la capacité de certains corps solides de retenir les molécules d'autres corps (a I'état gazeux ou
liquide) a leur surface. Selon Saada et al. (2005), les milieux riches en MO et/ou en minéraux fins
(granulométrie < 2 um) sont les plus favorables a ce mécanisme. Dans le cas des HAP, elle peut avoir
lieu sur toutes les surfaces des différentes phases solides du sol minime sur les particules minérales,

et trés importante sur la MO (Murphy et al., 1990).

1-6-4-Dégradation
C’est un processus essentiel dans la dissipation d'un produit par sa transformation. Elle influe sur la
persistance et les possibilités de contamination. Ce processus peut entrainer une dégradation totale

du produit ou simplement former des produits intermédiaires de dégradation (Gendrault, 2004).
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1-6-4-1-Dégradation abiotique :
Selon Saada et al. (2005), la photolyse, les réactions d’oxydo-réduction et I’hydrolyse sont les

processus principaux a l'origine de la dégradation abiotique de polluants
» La photolyse est la décomposition chimique (oxydation) de substances sous I'action de la

lumiere. Elle provoque des pertes de chaines aliphatiques
» Les réactions d’oxydo-réduction abiotiques peuvent avoir lieu dans les sols selon la nature du

polluant et les conditions redox du milieu. Elles mettent en jeu des couples redox sans

intervention biologique.
» L’hydrolyse a lieu dans les phases aqueuses des milieux, il s’agit de I'action de I'eau sur les

hydrocarbures.

1-6-4-2-Dégradation biotique :
La biodégradation des hydrocarbures par les microorganismes appelés hydrocarbonoclastes , c’est

I'un des premiers mécanismes conduisant a I’élimination des hydrocarbures dans I’environnement

(Soltani, 2004). Selon Saada et al. (2005), la biodégradation des hydrocarbures est importante

lorsque le nombre d’atomes de carbones de la molécule est faible
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Fig. 3: Devenir des hydrocarbures dans le sol. Adaptation de la figure proposée pour les pesticides

par Barriuso et al. (1996).
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2- Effets éco-toxicologiques des hydrocarbures :
2-1-Effet des hydrocarbures sur les plantes :

Les hydrocarbures inhibent le développement et la multiplication de certains végétaux d’ou le
terme de «phytotoxicité » des hydrocarbures. Cette derniére se manifeste par une inhibition de la
germination des graines. La dégradation des hydrocarbures provoque une immobilisation de I'azote
contenu dans le sol, ce qui induit une réduction de la croissance des plantes et des rendements
(Koller, 2004).

Les HAPs agissent également en pénétrant dans la plante, en diminuant |'efficacité d'utilisation de
I'eau et des nutriments et en inhibant I'activité photosynthétique et la chaine de transport
d’électrons (Calabrese et Blain, 2009).

Plusieurs études ont démontré que la présence d'agents toxiques dans le milieu de croissance

d'une plante menait a une diminution de la biomasse des racines, a une diminution de la

longueur/taille des racines, des tiges, et des feuilles et une sénescence prématurée des feuilles

2-2-Effet des hydrocarbures sur la faune :

Les sols contaminés par les hydrocarbures présentent un danger lors d’un contact direct avec
I’'animal ou lors de leur transfert dans la chaine alimentaire. C'est un processus de bioaccumulation
avec le piégeage par les végétaux et les animaux des polluants ou leurs produits de dégradation
jusgu’a des teneurs atteignant les seuils de toxicité (Soltani, 2004).

Les effets écotoxiques de la pollution par les carburants se traduisent par des altérations
biologiques tant aux niveaux moléculaires que populationnels. L'augmentation de I'activité des
microbes anaérobies suite a un déversement des HC (gas-oil) augmente le stress pour les
organismes vivants et la faune du sol tel que les vers de terre (Andreoni et al., 2004 ; Alrumman et
al., 2015), les nématodes (Rhabditis spp et Xiphinema spp) et les arthropodes (Hamdi et al., 2007).
Contrairement aux collemboles et gastéropodes qui ont un fort caractéere d’adaptation vis-a-vis des

HC, ils sont souvent utilisés comme des bioindicateurs (Bachelier, 1978 ; Amireche, 2012).

2-3-Effet des hydrocarbures sur le sol :

D’aprés Rouquerol et al. (1987), les hydrocarbures enrobent les particules minérales du sol et
assurent leur dispersion. Par ailleurs la présence des hydrocarbures dans le sol accroit son pouvoir
de rétention en eau (Degranges et al., 1977). lls provoquent également une augmentation de la
conductivité électrique ainsi qu’une augmentation de la concentration des éléments a I'état de

trace tels que le manganése, le zinc et le fer dans le sol (Degranges et al., 1977). lls conduisent a une
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diminution du pH du sol et de la teneur en potassium, calcium, phosphore ; et a une augmentation
en carbone organique total (Degranges et al., 1977; Chaineau et al., 1996 ). L'imprégnation des sols
en hydrocarbures a pour effet global une multiplication intense de la microflore adaptée

(Degranges et al., 1977 ; Rouquerol et al., 1987).

2-4-Effet sur les microorganismes du sol :

L'imprégnation des sols en hydrocarbures a pour effet global une multiplication intense de la
microflore en particulier des champignons, des bactéries et des levures (Rouquerol et al., 1987).
D’apres Demuysere (2011), la présence d’hydrocarbures dans les sols a un effet inhibiteur de la
luminescence de bactéries. La souche bactérienne Photobacterium phosphoreum est inhibée par
une contamination élevée d’hydrocarbures pétroliers (4.75 g. kg- 1 sol sec) ou d’'une contamination
de produits pétroliers bruts. Le suivi de la bioremédiation de ces sols contaminés a montré une

diminution de la toxicité de sols contaminés sur les microorganismes.

2-4-1-Effets sur la biomasse microbienne :

Selon Rouquerol et al. (1987), la croissance de la biomasse microbienne est sensible aux
pollutions aux HC : celle-ci est, en effet, inhibée en présence de fortes concentrations d’HC (diesel,
gas-oil, pétrole brut, etc.). La biomasse diminue dans des sols moyennement ou fortement pollués
par des HC. Il a également été observé une biomasse microbienne plus élevée dans des sols
contaminés que dans les sols non contaminés (Dawson et al., 2007). Quant a l'ajout
d’amendements organiques (fertilisants, nutriments, etc.), il tend généralement a stimuler la
biomasse. Ainsi, la biomasse diminue suite a une contamination aux HC, mais elle augmente de
maniére significative apres I'application d’amendements organiques pour les traitements

biologiques (Demuyseére, 2011).

2-4-2-Effets sur I’activité microbienne :

Les effets des HC sur 'activité biologique du sol dépendent de leur nature, leur concentration
dans le sol et d’autres facteurs liés au milieu (Duchaufour, 2001).
La respiration microbienne est plutdt stimulée par la présence d’hydrocarbures. Elle semble
augmenter avec de faibles ou fortes concentrations de n‘importe quels HC. Ceci peut s’expliquer par
la résistance de certains microorganismes, responsables de la dégradation de ces composés, a la

toxicité des hydrocarbures.
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L'ajout d’amendements organiques et de fertilisants lors d’une bioremédiation augmente
également la respiration microbienne que ce soit des contaminations aux HAP, diesel (Margesin et
al., 2000a ; Tejada et al.,, 2008). Ceci peut s’expliquer par la stimulation de la croissance
microbienne due aux substrats ajoutés lors des amendements organiques au sol (Tejada et al.,
2008). Cependant, la respiration microbienne n’est pas toujours significativement augmentée par

les traitements biologiques dans des sols contaminés par des HC (Dawson et al ., 2007).

3 -Dépollution des sols contaminés aux hydrocarbures :

Les traitements de dépollution disponibles pour les sols pollués par les HC sont généralement
plus nombreux, parmi eux les techniques de traitement thermiques et physicochimiques qui sont
les plus répandues, elles sont colteuses et écologiquement invasives, tandis que les procédés de
traitement biologiques moins colteuses et respectueuses de I'environnement (Khan et al., 2013).
Les techniques de dépollution peuvent étre mises en ceuvre, selon le lieu ou doit s'effectuer la
dépollution, soit in situ, c'est-a-dire sans excavation des sols (bioventing, biosparging), soit sur site
apres excavation et préparation d'une aire étanche de traitement ou mise en route d'unités de
traitement mobile (andains, biopiles, landfarming), soit hors site, en raison d’un risque pour le
voisinage ou d’un besoin immédiat du site, dans des unités de traitement ou de stockage de grande
capacité (bioréacteur) (Lecomte, 1998).

Le traitement in situ, s’il est plus facile d’application puisqu’il ne nécessite pas de transport des
sols et permet de traiter des zones difficilement accessibles, peut se révéler plus délicat en ce qui
concerne le suivi de la dépollution et I'ajout de nutriments, d’oxygéne ou de biomasse. Et trées
souvent, le couplage avec d’autres techniques physiques ou chimiques compléte la biodégradation
et permet d’atteindre un bon rendement de dépollution a des couts et des délais modestes.

Deux types de traitements sont possibles ; les traitements abiotiques et les traitements biotiques.

3-1 -Les traitements abiotiques :

Les techniques de traitement de sites et de sols pollués sont souvent complexes et colteuses. Le
traitement implique presque toujours la mise en ceuvre simultanée ou successive de plusieurs
procédés. On peut établir une classification de ces techniques selon le type de matrice et le but

recherché, soit récupérer le polluant, soit le détruire.
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3-1-1-Procédés physiques :

Les techniques physiques constituent la grande majorité des techniques mises en ceuvre
aujourd’hui ; elles consistent dans leurs principe a transférer et concentrer la pollution vers des
points de récupération sans les modifier ou les détruire, en se servant pour leurs transports des
fluides présents dans le sol ou injectés. Les procédés d’extraction, de lavage et de confinement sont
les plus souvent utilisés (Colin, 2000).

Elles présentent I'inconvénient de disperser les polluants et une législation trés stricte d'ou la

difficulté de mise en ceuvre.

3-1-2-Les procédés thermiques :

lIs représentent une option majeure dans les filieres de décontamination (Lecomte, 1998). lls sont
essentiellement employés en ex-situ pour la décontamination des sols pollués par les matieres
organiques facilement oxydables et largement convertibles en CO2 et H20. Les plus adaptées sont :
la désorption thermique, L'incinération (Koller, 2009).

L'incinération se réalise en deux étapes ; une premiere a 400°C, dite de volatilisation et une
seconde dite de destruction a une température supérieur a 1000°C. L’incinération est la seule
technique qui détruit réellement les polluants. Cependant, cette technique est extrémement
colteuse et les fumées toxiques qui se dégagent lors de la combustion nécessitent d’importants

traitements qui engendrent des surco(ts (Gabet,2004).

3-1-3-Les procédés chimiques :

Les méthodes chimiques telles que I'oxydation ou la neutralisation ont pour but de détruire les
polluants ou de les transformer en une forme moins nocive pour I'environnement, en provoquant
des réactions chimiques entre le polluant et le réactif ajouté. Ils peuvent étre applicables in-situ ou
aprés excavation des sols (Balleriniet Vandecasteele, 1999).

La majorité des procédés de traitements chimiques exigent que les sols soient sous forme de boues

ou les contaminants soient mobilisés dans un milieu liquide (Gabet, 2004).

Toutefois, les oxydants ont une durée de vie tres courte, ce qui demande parfois une quantité
importante de ces réactifs chimiques. Le fait d’injecter sous pression des produits liquides et gazeux
dans le sol crée des chemins préférentiels, ce qui limite parfois la possibilité de contact des
oxydants avec les polluants. De plus, il est parfois possible que les réactifs déplacent la

contamination dans un milieu qui au départ n’était pas contaminé. La matiere organique présente
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naturellement dans les sols peut étre affectée, de méme que les propriétés chimiques, physiques et
biologiques du sol. Il est donc primordial de bien analyser les réactions possibles du sol avec les

réactifs chimiques utilisés avant de procéder au traitement.

3-2-Les traitements biotiques :

Les techniques biologiques de dépollution des sols sont nombreuses. Selon la nature de la
pollution a traiter, elles sont mises en ceuvre seules ou combinées a d’autres procédés, physiques,
chimiques, thermiques ou biologiques, on peut citer les techniques de bioremédiation qui utilisent
essentiellement des bactéries et les techniques de phytoremédiation qui exploitent les propriétés
des végétaux (plantes, arbustes, arbres). (L’ademe, 2006)

Pour la dégradation des hydrocarbures, différents micro-organismes sont utilisés tels que
Arthrobacter, Novocardiaou Pseudomonas. Si la flore locale est inadaptée a la dégradation des
polluants ou est peu abondante, des souches bactériennes performantes allochtones peuvent étre
ajoutées au sol (Colin, 2000).

L'intérét d’'une méthode se mesure a son efficacité, a son co(t, a la facilité de sa mise en ceuvre, a
la qualité du sol obtenu aprés traitement ainsi qu’a la facilité de retraitement des sous- produits
générés (Ballerini et Vandecasteele, 1999).

La technique de dépollution ne doit pas étre plus polluante que le résultat de la pollution (Lecomte,

1995).

3-2-1-Atténuation naturelle :

C'est un processus se produisant naturellement dans les sols et les eaux souterraines sans
intervention humaine. Elle vise a réduire la masse, la toxicité, la mobilité, le volume, ou la
concentration de polluants. Les processus impliqués sont la dispersion, la dilution, la volatilisation,
I'adsorption, les mécanismes (physiques, chimiques ou biologiques) de stabilisation ou de
destruction des polluants (dégradation biotique par des bactéries autochtones ou abiotique) (Adem,
2006).

C'est une biodégradation intrinseque est proposé comme une pratique «rentable» optimale a
faible risque (Romaniuk et al., 2007).

L'atténuation naturelle offre plusieurs avantages, c’est un processus bien moins couteux que les
traitements actifs, sanitairement elle limite le contact des opérateurs avec les polluants et on évite

I’excavation et le transport des terres et ne génére aucun déchet qui perturbe I'environnement.
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3-2-2- Bioremediation :

La bioremédiation est basée sur I'utilisation de souches microbiennes (bactéries et /ou
champignons). Elle consiste a utiliser ces organismes pour transformer des substances chimiques
toxiques en substances non toxiques (Abdelly, 2006)

Les microorganismes sont capables de dégrader efficacement des polluants comme les produits
pétroliers, les huiles et les graisses, les hydrocarbures mono et poly cyclique. En plus d’éliminer les
composés ayant des effets néfastes pour I’environnement cette technique permet de diminuer les
couts d’assainissement. (Ould rabah, 2012)Elle présente I'avantage d’étre un processus naturel,
gu’il est souvent réalisé sur place et moins colteuse. Les différentes technologies utilisées dans la

bioremédiation sont résumées dans le tableau 2.

Tableau 2 : Différent traitements de bioremédiation (Vidali, 2001)

Techniques Principe

Bioaugmentation Addition d’une culture des bactéries dans le milieu contaminé.

Utilisée couramment dans les bioréacteurs et le systéme ex-situ.

Biofiltration Utilisation d’un bio filtre pour traiter les émissions gazeuses.

Biostimulation Stimulation des populations de micro-organismes indigenes, présente

dans le sol ou les eaux souterraine, elle peut étre utilisée in-situ ou ex-situ.

Bioréacteurs Déroulement de la biodégradation dans des réacteurs ou bassins.
Biolixiviation Excavation de la couche a dépolluer, son emballage dans une membrane
étanche

I'apport des nutriments indispensable aux microorganismes et sol ainsi

traité. Utilisée pour la dépollution des métaux non dégradables.

3-2-3-Phytoremédiation :

Selon Pilon-Smits (2005), la phytoremédiation est "utilisation des plantes et des microorganismes
qui leurs sont associés pour remédier a la pollution de I’'environnement. C'est donc un ensemble de
techniques in situ misant sur les plantes pour extraire, dégrader ou immobiliser les contaminants

dans les sols, les sédiments, les boues ainsi que dans I’eau de surface ou souterraine et dans lair.




La phytoremédiation offre plusieurs avantages qui font d’ailleurs son succes. C'est une technique
peu colteuse (10 a 100 fois moins que d’autres procédés de dépollution) ; (lllovic et al., 2012).

Selon Lecomte (1998), la phytoremédiation est la méthode la moins destructrice car elle utilise des
organismes naturels et préserve I'état naturel de I'environnement contrairement a I'emploi de
procédés chimiques, il n’y a donc pas d’'impacts négatifs sur la fertilité des sols et les végétaux

produits peuvent étre exploités.

Tableau 3 : Différentes techniques de phytoremédiation :

Mécanismes de la | Principe

phytoremidiation

Utilisation des racines des plantes pour absorber, concentrer ou précipiter les

Rhizofiltration polluants d’un effluent liquides (Koller, 2004).

Utilisation des plantes accumulatrices sur les sols contaminés pour extraire,
Phytoextraction transporter et concentrer les polluants dans les parties récoltables de la
plante. Pour que cette technique soit efficace, il faut que le polluant soit
disponible pour les racines et que celles- ci puissent le tolérer et I'absorber

(Koller, 2004).

Limitation de la disponibilité des métaux lourds transitant au sein du sous-sol
(notamment grace au transfert via la nappe phréatique) en les piégeant dans
Phytostabilisation | un réseau racinaire ou ils peuvent s’accumuler et étre ainsi immobilisés

(Lecompte, 1998).

Transformation des composés organiques du polluant au moyen de réactions
Phytotransformation | biochimiques engendrées par les nombreuses enzymes contenues dans les
plantes. Elle favorise la dégradation des molécules organiques complexes en
composés plus simples qui seront intégrés dans les tissus végétaux.
Généralement, elle concerne les polluants facilement biodégradables

(Lecomte, 1998).

stimulation de la volatilisation au moyen des plantes qui absorbent les

Phytovolatilisation polluants puis les éliminent par transpiration (Delage et Schrefler, 2005).
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Utilisation des plantes pour stimuler les micro-organismes présents dans la
rhizosphére, engendrant ainsi une activité biodégradatrice plus élevé (Delage
Phytostimulation | et Schrefler, 2005).

Elle ne met pas vraiment en contact les polluants et les végétaux. Il s’agit en
fait d’une stimulation de la dégradation microbienne et fongique par les
enzymes libérés dans la rhizosphére racinaire, ce qui entraine la destruction

des polluants organiques présents (Lecomte, 1998).

4 -Criteres d’évaluation de la qualité biologique des sols :

Pour évaluer la capacité d’un sol a fonctionner en continu dans le temps comme un systeme
dynamique et vivant, il existe des indicateurs de qualité des sols de type «physique» (texture,
densité) et « chimique » (MO, pH, C, N, P) (Doran et Safley, 1997), ainsi que des indicateurs de
type « biologique » (activité biologique, biomasse microbienne, activité enzymatique, germination
et élongation racinaires), qui sont plus dynamiques et sujets au changement a court terme, et par

conséquent plus aptes a interpréter la qualité d’un sol (Bastida et al., 2008).

4-1-L’activité biologique :
4-1-1-La respiration microbienne :

La respiration microbienne est plutdét stimulée par la présence de contaminants aux
hydrocarbures. Elle semblait augmenter avec de faibles ou fortes concentrations et n’'importe quels
hydrocarbures : diesel (Margesin et al., 2000a; Labud et al., 2007; Pena et al., 2007), HAP (Margesin
et al., 2000a; Maliszewska-Kordybach et Smreczak, 2003a), pétrole brut (Labud et al., 2007),
gazoline (Labud et al., 2007; Tejada et al., 2008). Cette stimulation de la respiration peut s’expliquer
par la résistance de certains microorganismes, responsables de la dégradation des composés, a la
toxicité des hydrocarbures, ou bien a la minéralisation de cellules microbiennes n’ayant pas survécu
a la contamination (Margesin et al., 2000a; Labud et al., 2007; Pena et al., 2007).

Pour une telle contamination organique, la respiration microbienne n’est pas une mesure
adaptée. Aussi, I'ajout d’amendements organiques et de fertilisants lors d’une bioremédiation
augmentait également la respiration microbienne que ce soit des contaminations aux HAP, diesel
(Margesin et al., 2000a) ou gazoline (Tejada et al., 2008). Cette augmentation de la respiration
pouvait s’expliquer par la stimulation de la croissance microbienne due aux substrats ajoutés lors

des amendements organiques au sol (Tejada et al., 2008). En contradiction, la respiration
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microbienne n’était pas toujours significativement augmentée par les traitements biologiques dans

des sols contaminés par des hydrocarbures (Dawson et al ., 2007).

4-1-2-La minéralisation de I’azote (N) :

Les sols non contaminés possédent une minéralisation de I'azote significativement plus élevée que
dans les sols contaminés avec des hydrocarbures (pétroliers, diesel ou HAP) (Lindstrom et al., 1999;
Margesin et al., 2000a; Ptaza et al., 2010). Lors d’ajout de fertilisants pendant une bioremédiation
de sols contaminés au diesel ou HAP, la minéralisation de |'azote était de nouveau activée et
favorisée (Margesin et al., 2000a).

Ce phénomeéne s’explique par la minéralisation des amendements azotés organiques mais aussi
par la stimulation des microorganismes pour la dégradation de composés azotés. Dans les sols
contaminés par une forte dose de diesel (10 000 mg.kg-1 sol sec), cette stimulation lors de
I'application de traitements biologiques était plus marquée que dans des sols contaminés par de

plus faibles doses de HAP (1 000 mg par kg sol sec) (Margesin et al., 2000a).

4-1-3-La nitrification ou dénitrification :

Le processus de nitrification, qui transforme I'ammonium/ammoniac en nitrates et qui est une
fonction importante du cycle biogéochimique de I'azote est inhibé par la contamination aux
hydrocarbures, tels que le diesel, les HAP et les hétérocycles (Deni et Penninckx, 1999; Sverdrup et
al., 2002; Ptaza et al.,, 2010). Aussi, lors de traitements des sols par bioremédiation, les
amendements d’origine organique nécessitent des sources de nutriments azotés permettant ainsi la
stimulation des processus de dénitrification pour la transformation des nitrates en ammonium
(Vinas et al., 2005; Vazquez et al., 2009). Un des inconvénients de ces fonctions est qu’elles ne sont
accomplies que par les bactéries spécifiques (nitrifiantes ou dénitrifiantes), et non par toute la

communauté microbienne.

4-2-1’activité enzymatique :

Le principe d’un essai enzymatique dans un sol consiste a mesurer 'activité des enzymes
endogenes produites dans le sol par les micro-organismes. Dans le cas d'une étude
écotoxicologique, une procédure expérimentale consiste a surcharger des échantillons d’'un méme
sol avec des concentrations croissantes du contaminant d’intérét puis de laisser ces échantillons

guelgues semaines pour permettre un équilibre chimique entre le contaminant et les différents
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constituants du sol (argile, minéraux, phyllosilicates, MO) avant de mesurer l'intensité de la réponse
représentant I'activité enzymatique (Chaperon and Sauve, 2007; Murata et al., 2005)

Les enzymes retrouvées dans le sol sont des protéines agissant comme catalyseurs qui accélérent la
vitesse des réactions biochimiques sans étre détériorées. Elles sont spécifiques a un type de réaction
mais elles ont la fonction commune de dégrader des macromolécules en molécules plus petites et
assimilables pour les microorganismes (Tabatabai and Dick, 2002).

Les classes d’enzymes qui font I'objet de recherches en enzymologie des sols sont principalement les
hydrolases, les transférases et les oxydoréductases.

Il existe plusieurs types d’enzymes, on peut citer: les phosphatases, les aminopeptidase, les

glucosidases, les sulfatases ...

4-3- Biomasse microbienne :

Fait référence a la fraction vivante de la matiére organique. Elle permet d’estimer la flore viable
du sol. D’aprés Gil-Sotres et al. (2005), elle est définie comme un indicateur de qualité d’un sol. La
biomasse microbienne est une source de nutriments qui supporte beaucoup de fonctions, elle est
impliquée dans les cycles de transformation des éléments (C, N, P, S) (Nannipieri et al., 2002).

C'est un indicateur de suivi du carbone organique dans les sols (Carter et al, 1999) et de
changement dans la gestion du sol (Knight et Dick, 2004). Alors que l’activité biologique est

caractérisée par la présence de COa.

4-4-Le test de germination :

C’est un parametre qui vise a examiner la toxicité d’'une pollution sur la germination des graines.
Selon Chaineau et al.,(1997) les hydrocarbures peuvent entrer dans les graines, empécher les
réactions métaboliques et tuer I'embryon par une toxicité aiglie directe.il y'a également une forte
évidence que l'inhibition de la germination soit corrélée a I’hydrophobie des hydrocarbures qui
empéchent et/ou réduisent les échanges d’eau et de gaz surtout I'oxygéne.

Bergue,(1986), a signalé que les effets des hydrocarbures sur la flore dépendent aussi I'espéce
végétale et de stade physiologique de la végétation.

4-5-Viabilité des vers de terre :

Le taux de mortalité des vers de terre tend a augmenter face a des sols contaminés par des
hydrocarbures ;

Toutefois, la toxicité des contaminants sur les vers de terre dépend du type d’hydrocarbures et de

leur composition : la présence d’un seul HAP dans le sol aurait un effet plus toxique a court terme sur
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les vers de terre que la présence de diesel (Shin et Kim, 2001), et les mélanges d’hydrocarbures
contenant plus de HAP seraient moins toxiques pour les vers de terre que ceux contenant moins de

HAP (Salanitro et al. 1997; Dorn et al., 1998).
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Chapitre 11 : Matériel et méthodes :

Le travail expérimental a été réalisé au sein du laboratoire « pathologie des écosystemes » de la
Faculté des Sciences Biologiques et des sciences Agronomiques de I'Université Mouloud Mammeri
de Tizi-Ouzou. L'objectif principal de cette étude est d’évaluer I'efficacité des techniques de
dépollution (phytoremédiation, biostimulation et bioaugmentation) d’un sol contaminé aux
hydrocarbures ainsi que I'atténuation naturelle et le sol traité par la chaleur pour revégétaliser et

réhabiliter un site contaminé par les carburants.

1-Matériel :
1-1- Sol :

Pour la réalisation de nos expériences, nous avons utilisé un échantillon de sol pollué provenant
de la station-service de Freha située dans la commune d’Azazga, sur la route nationale N°73. Ce sol
est contaminé par des déversements accidentels d’essence et de gasoil lors du remplissage des

réservoirs de stockage les prélevements ont été effectués dans la couche superficielle (0-20 cm).

1-2-Matériel végétal :

Pour évaluer la toxicité résiduelle des hydrocarbures vis-a-vis des plantes, notre choix s’est porté
sur la feve et le mais, elles sont réputées par leur pollu-résistantes.

Ces especes sont souvent utilisées dans les tests écotoxicologiques afin évaluer I'efficacité des
techniques utilisés.

Duchauffour (2001) a préconisé |'utilisation des légumineuses pour réduire la pollution du sol
par les hydrocarbures. Elles jouent un réle primordial dans la dépollution grace a leurs systémes
racinaires puissants qui procurent au sol une bonne aération et stimulent 'activité microbienne,
accélérant par conséquent, les phénomeénes de dégradation naturelle.

Les graminées (mais) sont connues pour étre sensible a la pollution par les hydrocarbures.

1-2-1-Feve (Vicia faba) :

Le choix de cette espéce est justifié par le fait que les légumineuses sont considérées comme
des plantes ayant un bon potentiel de phytoremédiation (Duchaufour, 2001).
La féve est une légumineuse de la famille des fabacées (Chaux et Foury, 1994). Elle s’est révélée

particulierement tolérante a la contamination du sol par divers hydrocarbures (Fezani et Khider,
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2007 ; Diab, 2008 ; Belkacem et Rouas, 2012 ; Bourkache et Boussenou, 2015), grace a son systeme
racinaire puissant et a sa symbiose avec les bactéries fixatrices d’azote (Rhizobium léguminosarum)
qui procure au sol une bonne aération, accélérant par conséquent, la dégradation naturelle des

hydrocarbures (Duc, 1997).

1-2-2- Mais (Zea mays) :

Le mais est une plante tropicale herbacée annuelle de la famille des Poacées (Graminées),
largement cultivée comme céréale. Le mais posséde un systeme racinaire de type fasciculé. D’apres
Chaineau et al. (1996), le mais est considéré comme une espéce sensible a la pollution par les HC et

indicatrice de la fertilité du sol (Nyabyenda ,2005)

1-3- Souche bactérienne :

Pseudomonas aeruginosa est une bactérie a une gamme d’activité trés diverse, car elle est
extrémement souple du point de vu métabolique, physiologique et génétique, elle s’engage dans
beaucoup d’activités importantes telle que la dégradation et laréutilisation de composés
organiques biogéniques et xénobiotiques. Elle est renommée pour sa capacité a exploiter les
produits organiques toxiques comme les hydrocarbures aliphatiques et aromatiques (Kenneth, 2000
in Amiri 2013).

Le choix de cette souche bactérienne est basé sur le fait qu’elle soit parmi les especes les plus
importantes qui dégradent les hydrocarbures. En effet, plusieurs chercheurs I'ont isolé a partir des
sols contaminés par les hydrocarbures (Chabouni, 2008 ; Yin et al, 2009 ; Lotfabad, 2009 in Amiri
2013).

1-4 - Fertilisants :

Nous avons utilisé les nutriments inorganiques, qui permettent de stimuler l'activité des
populations microbiennes indigénes et le maintien d’une forte densité des populations de micro-
organisme actifs vis-a-vis de la dégradation des hydrocarbures contenus dans le sol. Certains
éléments présents dans le milieu sont essentiels a la croissance des agents indigénes de
dégradation d’hydrocarbures, y compris I'azote et le phosphore qui sont considérés comme des

facteurs limitant la biodégradation des hydrocarbures dans les sols, (Stewart, 2000 in Soltani, 2004)
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Phosphate dipotassique : De formule chimique K2HPOs, c’est une poudre granulaire, incolore ou
blanche, en cristaux ou en masse, avec un poids moléculaire de 174,18g /mole.
Sulfate d’ammonium : De formule chimique (NH4)2SOs, se présente sous forme de cristaux, de
couleur blanchatre et un poids moléculaire de 132,14g/mol.
1-5- les vers de terre :

Les vers de terre ont été utilisés pour déterminé |'efficacité des traitements effectués avec le taux

de survies de ces derniers.

2-Méthodes :

2-1 - Mise en place de I'essai :

Apres échantillonnage sur le terrain, le sol a été tamisé a I'aide d’un tamis a mailles de 5mm de

diametre et homogénéisé pour étre ensuite réparti en plusieurs lots afin de le traiter avec des

techniques biologiques différentes :

» Bioaugmentation par I'utilisation d’une suspension de la souche Pseudomonasaeruginosa .

» Biostimulation par I'ajout de phosphate monopotassique (KH2POs) et de sulfate d’ammonium
(NH4)2SO0a.

» Phytoremédiation par la culture de la féve.

» Sol traité par la chaleur a une température ambiante de 28°

» Sol n"ayant subi aucun traitement (atténuation naturelle)

le sol a été divisé en 6 pots de 7cmde diametre et de 8cm de profondeur ; le sol de 3 pots a été

cultivé par la feve le 21\ 04\ 2019a raison d’une graine par pot, trois répétitions ont été effectuées.

Les 3 autres pots n’ayant pas été cultivé ont servi de témoin. Les pots sont disposés devant la
fenétre de maniere a recevoir la méme intensité de lumiére.

» Le suivi des cultures en place a consisté en un arrosage régulier a I'’eau de robinet durant

toute I'expérimentation. Apres 48 jours, le sol traité par la phytoremediation a été récupéré

et réparti ensuite dans 6 boites de Pétri, dont 3 ont recu des graines de mais et les 3 autres

des vers de terre afin d’évaluer la toxicité résiduelle des carburants.
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Fig. 4: Dispositif expérimental de la phytoremediation

La souche bactérienne a été rajoutée au sol contaminé par les carburants et humidifié avec de
I’eau de robinet ensuite placé dans I'étuve a 28°C pendant 28 jours. Le sol a été récupéré puis

réparti sur 6 boites de Pétri, dont 3 ont recu des graines de mais et les 3 autres des vers de terre.

Des fertilisants ont été ajoutés au sol contaminé par les hydrocarbures et humidifié avec de I'eau
de robinet ensuite placé dans I'étuve a 28°C pendant 28 jours.
Le sol a été récupéré puis réparti en 6 boites de Pétri, dont 3 ont recu des graines de mais et les 3

autres des vers de terre.

Le sol contaminé par les hydrocarbures a été humidifié ensuite placé dans une étuve a 28°C
pendant 28 jours.
Le sol a été récupéré puis réparti en 6 boites de Pétri, dont 3 ont recu des graines de mais et les 3

autres des vers de terre.
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Fig. 5: Dispositif expérimental de la bioaugmentation, biostimulation et le sol traité par la chaleur




2-2-Indicateurs biologiques de la qualité du sol :

2-2-1- Activité biologique globale :

L'activité biologique globale a été décrite par Dommerges (1968). Elle a été évaluée par le test
respirométrique. Dans des flacons de 250 ml, bien fermés, contenant 50 g de chaque sol, 2 tubes a
hémolyse ont été placés I'un contenant de I’eau pour éviter le desséchement du sol et I'autre 5 ml
de NaOH a 0,5N pour fixer le CO; dégagé par les microorganismes. Pour chaque sol, 3 répétitions
ont été réalisées. Les sols ont été ensuite incubés pendant 7 jours a 28°C. Apres incubation, le NaOH
contenu dans les tubes est titré par I'acide sulfurique dilué (H2SO4) a 0,25N, en ajoutant une goutte

de phénophtaléine. La fin de la titration est marquée par la disparition de la couleur rose violacée

(fig.6)
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Fig.6: Protocole de mesure de la respiration microbienne (Originale, 2019).

2-2-2- Activité enzymatique :
La catalase est une enzyme ayant la propriété de décomposer le peroxyde d'hydrogéne (H.03)

avec dégagement d'oxygene selon la réaction suivante :

Catalase

H,O 3 »H, O+ 1 O,

la catalase (CAT) est une enzyme extracellulaire utilisée pour mesurer la sévérité du stress

oxydatif causé par les HAP (Liu et al., 2014) ; elle a été mesurée selon la méthode de Guan (1986).




Ajouter 2,5 ml de H,0; a 0,3% et 20 ml de tampon phosphate (pH 7) a un échantillon de sol (5 g), et
le mélange réactionnel a été incubé a 25 ° C pendant 20 min .Apreés I'incubation, ajouter 2,5 ml de 3
mol.l-1 H,SO4 a la solution pour arréter la réaction ,suivi du filtrage du mélange en le faisant passer
a travers un papier filtre .Titrer 15 ml du filtrat par 0,02 mol.lI-1 de solution de KMnOas jusqu’au
virement de couleur rose claire. Enfin, le volume dissipatif de la solution de KMnO4 a été utilisé pour
désigner l'activité de CAT .Toutes les activités enzymatiques ont été mesurées en double pour tous

les sols. (fig.7)
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Fig. 7: Protocole de mesure de |'activité de CAT

2-2-3-Tests d’écotoxicité :

Pour estimer le seuil de toxicité des contaminants dans un sol conjugué au suivi du rendement,
en termes de réduction des concentrations, de la restauration des sols, certains auteurs préconisent
I'utilisation de bio-essais. Les réponses des écosystemes permettent lidentification d’effets

toxiques ou non des hydrocarbures présents dans le sol sur les récepteurs (Maila et Cloete., 2005).

2-2-3-1-Test de germination :
Dans une boite de Pétri, 10 graines de mais ont été semées dans 50 g de sol avec un arrosage
régulier. Les graines germées sont dénombrées et le taux de germination est calculé comme suit :

Taux de germination (%) = (nhombre de graines germées / nombre total de graines) x100




[ 10 graines de mais ont £b& semees I

: { _ graines germées sont dénombrées
[__,; | un arrosage négulber 2 et le taux de germination est calculé

30 g de sol

Fig.8 : Test de germination
2-2-3-2-Viabilité des vers de terre :
Le parametre suivi est en général, le taux de survie ou de mortalité des vers de terre. Ainsi le
taux de mortalité des vers de terre tend a augmenter dans des sols contaminés par des

hydrocarbures, tels le pyréne (Brown et al., 2004) , le phénanthréne ou le diesel (Shin et Kim, 2001).

Taux de survie (%) = (nombre de vers de terre survie / nombre total des vers de terre) x100

Viabilité des vers de terre

[ Ivers de teme ont éié places ]

ij Aprés une période de 15 jours ) Caleuler le taux de survie

Fig.9: viabilité des vers de terre

2-3- Dosage des hydrocarbures :
L’évaluation s’effectue par I'extraction des HC contenus. Le but de cette extraction est d’évaluer
la quantité des HC restants dans le sol aprées traitements par les différentes techniques. Nous avons

pesé 20 g de chaque sol, auxquels nous avons ajouté 100 ml d’hexane que nous avons laissé en




agitation pendant 6 h. L'étape de séparation est réalisée par centrifugation a 4500 tours/mn
pendant 20 mn.

Le surnageant a été récupéré et laissé jusqu’a évaporation totale du solvant. Apres évaporation,
nous avons pesé les quantités d’HC extraites a I'aide d’une balance. 3 répétitions ont été effectuées

pour chaque sol. (Fig.10)
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Fig. 10 : Protocole de I'extraction des hydrocarbures résiduels. (original ,2019)

2-4- Analyse statistique des données :
L’analyse statistique des résultats obtenus a été effectuée avec le logiciel R 3.0.2. Les résultats
ont été soumis au test de '’ANOVA a un facteur suivie du test de NEWMAN et KEULS pour établir les

groupes homogeénes dans le cas ou les différences sont significatives.




Chapitre 111 : Résultats et discussion

1-Résultats :
Notre étude a consisté en I'évaluation de I'efficacité de quelques techniques biologiques de
décontamination (biostimulation, bioaugmentation et phytoremédiation,sol traité par la chaleur)

d’un sol pollué par les hydrocarbures par comparaison a I'atténuation naturelle.
1-1-Effet des hydrocarbures sur les paramétres biologiques du sol :

1-1-1-Résultats du test réspirométrique :

La respiration du sol correspond a la production de dioxyde de carbone résultant de I'activité
biologique du sol par les organismes vivants. Elle permet une estimation de la quantité de matiere
organique minéralisée par les microorganismes du sol.

L’effet de la décontamination du sol sur la respiration microbienne est illustré par la figure 7.
Les résultats montrent que la production cumulée de CO2dans le sol soumis a bioaugmentation est

plus élevée que dans les sols ayant été traités par biostimulation, phytoremédiation et

I’atténuation naturelle .
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Fig. 11: Production de CO2 cumulée.




Le test de I’ANOVA a un facteur (Annexe 1) pour la production cumulée de CO2, montre qu’il y a
une différence trés hautement significative entre les différents traitements (p-value= 1,117e-07),
ce qui signifie que ces traitements n’ont pas agit de la méme fagon dans la décontamination du
sol.

Le test de NEWMAN et KEULS (Annexe 2) a classé les traitements en 3 groupes homogénes.

La bioaugmentation et la phytoremediation et le sol traité par la chaleur sont classés dans le
groupe « a », la biostimulation dans le groupe « b », L’atténuation naturelle est classé dans le
groupe «c », Cela indique que la bioaugmentation et la phytoremédiation et le sol traité par la

chaleur ont la méme efficacité dans la décontamination du Sol.

1-1-2-Activité de la CAT :

La figure 10 représente l'activité de catalase dans les différents traitements, exprimée par la
guantité de H202 (en moles) ayant été transformée.

D’apres les résultats de la figure 8, nous avons observé que les valeurs de I'activité de la catalase

ont été proches les unes des autres.
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Fig. 12 : Activité de la catalase.

Le test de 'ANOVA a un facteur (Annexe3) a révélé qu’il y avait une différence significative entre

les traitements (p-value=7.549e-05).




Le test de NEWMAN et KEULS (Annexe 4) a fait ressortir 3 groupes homogenes.
La biostimulation dans le groupe « a », la phytoremediation dans le groupe « b », I'atténuation
naturelle et le sol traité par la chaleur et la bioaugmentation sont classées dans le groupe « ¢ ».

Ce qui signifie que la biostimulation est caractérisé par une activité de la CAT plus importante.

1-2.Effet des hydrocarbures sur le végétal :

Pour I'évaluation de la toxicité des carburants vis-a-vis des especes végétales, nous avons calculé
le taux de germination qui est un indicateur fiable de la qualité biologique du sol.
La figure 9 représente le taux de germination du mais dans les différents sols. La germination du
mais est différente d’un traitement a un autre, le taux le plus élevé étant obtenu dans le sol traité
par phytoremediation (90%), suivi par celui enregistré dans sol traité par atténuation naturel (7.66
%) puis le taux obtenu dans le sol traité par la bioaugmentation (5.66% ) Le taux le plus faible a été
enregistré dans le sol traité par la biostimulation (1.66%). Cela indique que I'efficacité des

traitements n’as pas était la méme dans la décontamination du sol.
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Fig. 13 : Taux de germination du mais dans les différents sols.

Le test de ’ANOVA (Annexe 5) a révélé un effet hautement significatif des traitements sur le taux
de germination du mais (p value=0.001706). Cela indique que le mais n’a pas germé de la méme

facon apreés les traitements.




Le test de NEWMAN et KEULS (Annexe 6) a fait ressortir quatre groupes homogenes.
La phytoremédiation dans le groupe «a», le sol traité par la chaleur dans le groupe «by,
I'atténuation naturelle et la bioaugmentation da le groupe «ab» la biostimulation dans le groupe
«c» ce qui signifie que la phytoremediation était le traitement qui a amélioré le plus le taux de

germination du mais.

1-3.Effet des hydrocarbures sur la viabilité des vers de terre :
La figure 10 représente le taux de mortalité des vers de terre dans les différents sols, les résultats

montrent que le sol traité par phytoremediation présente un le taux de mortalité de 0,33.
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Fig. 14 : Taux de survie des vers de terre dans les différents sols

Le test de ’ANOVA a un facteur (Annexe 7) a révélé qu’il n’y a pas une différence significative entre

les traitements (Pvalue=0.4516)

1-4-Analyse des HC (Evaluation de la quantité des hydrocarbures totaux) :
L'extraction des HC totaux dans le sol est un critere quantitatif qui permet d’apprécier la
guantité des HC qui existent dans le sol. La figure 11 représente la quantité des HC totaux dans les

différents traitements.
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D’apres les résultats, les quantités des HC différent dans les différents sols ; Aprés décontamination,
il restait plus d’hydrocarbures dans le sol traité par la biostimulation (77.2g/100g de sol) Comparant
aux autres sols traités par atténuation naturel (24,3 g/100 g de sol), celui ayant subi une
bioaugmentation (10,8g/100g). La quantité la plus faible (8g/100g de sol) a été obtenue dans le sol

traité par phytoremédiation (fig. 11).
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Fig. 15 : Quantité des HC dans les différents sols.

On révele que le sol qui a moins décontaminé les hydrocarbures était la biostimulation.




2-Discussion :

Les résultats du test respirométrique montrent que le sol traité par la phytoremediation , la
biostimulation la bioaugmentation et le sol traité par la chaleur sont mieux par rapport a
I’atténuation naturelle , cela a était confirmé par le travail de Hamitouche et Henadci (2018).

D'aprés Prosser (1997), la respiration est la plus commune et ancienne mesure indirecte de
I'activité microbienne globale dans les sols.

La bioaugmentation par inoculation des microorganismes est un moyen possible d’augmenter la

biodégradabilité des contaminants toxiques (Vogel, 1996)

Le rajout d’une souche bactérienne augmente I’activité biologique globale du sol contaminé ce
qui permet la production de dioxyde de carbone remarquable dans le sol traité par la
bioaugmentation ; plus les valeurs de dégagement de CO; et de minéralisation du carbone
organique sont élevées, plus le sol est actif, plus il peut assumer efficacement les différentes
fonctions qui le caractérisent.

Ghosh et al. (2014) ont montré que la souche de P. aeruginosa peut étre un agent efficace dans
la dégradation du pyréne, et aussidans le processus de traitement biologique ou dans la
biorestauration.

La plante fournit les nutriments par les exsudats racinaires, et parfois de I'oxygéne pour les
populations microbiennes de la rhizosphére, ce qui augmente la biodisponibilité des contaminants
pour la plante et les microorganismes (Tanee et Kinako, 2007). Et cela permet d’augmenter le
dégagement de CO..

En effet, des plantes telles que les légumineuses, ont une capacité de dépollution importante, en
dégradant les hydrocarbures, grace a un systeme racinaire bien développé, ce dernier induirait des
changements des propriétés physiques, chimiques et biologiques du sol, permettant ainsi
I'amélioration de I'environnement microbien et un développement normal de la végétation.

Apres La phytoremediation, la biostimulation et le traitement par la chaleur a aussi montré une
production de dioxyde de carbone ce qui signifie que ce sol contaminé a été soumis a des conditions
favorables au laboratoire avec une température ambiante qui favorise I'activité des
microorganismes indigénes.

L'activité de catalase montre que la biostimulation a la valeur la plus élevée de la quantité de
H,0, ce qui explique que ce sol était le moin décontaminé avec une forte activité enzymatique,

donc I'activité biologique augmente avec I'augmentation de la pollution.




Selon ECKFORD et al. (2002), la pollution des sols par les hydrocarbures a pour conséquence un
déficit en azote et en phosphore, ce qui peut limiter la biodégradation des hydrocarbures. Pour tout
traitement biologique, un enrichissement du sol avec ces éléments sera donc nécessaire.

L’azote et le phosphore sont des facteurs limitant la biodégradation des hydrocarbures dans les sols
(MOHN et STEWART, 2000). Ces éléments rentrent dans I’édification des constituants cellulaires lors
de la multiplication des microorganismes (synthése d’ADN, protéines) ce qui permet la stimulation

de ces derniers pour une bonne activité biologique.

Selon Adam et Duncan (2003) les hydrocarbures présents dans les rejets des stations-service
cause une élévation en carbone ce qui induit a I'altération de le ratio C/N. Le carbone ajouté,
stimule le nombre de bactéries mais crée un déséquilibre de le ratio C/N qui peut résulter par une
immobilisation de I'azote du sol par la biomasse microbienne, devenant non disponible pour les
plantes ce qui résulte une mauvaise décontamination du sol malgré le rajout des fertilisants.

Par ailleurs, il est connu que la flore microbienne a besoin d’éléments minéraux pour sa
croissance, en particulier d’azote et de phosphore, dont les proportions optimales, généralement
admises, sont de 10g d’azote et 1g de phosphore pour 100g de carbone (BALLERINI, 1999).

La dégradation des hydrocarbures a été stimulée par I'apport des fertilisants N et P ceci a été confirmé
par Ali Ahmed (2011), Chergui et Dahmani (2009). En effet, la disponibilité des nutriments est un
facteur limitant pour la biodégradation dans les sols pollués.

D’apreés les résultats obtenus par Mercle et al., (2005) in Njuko et al. (2009), la diminution du pH
du sol pourrait étre due a I'accumulation d’acides organiques produits lors de la biodégradation
dans le sol ou bien a la production des radicaux acides par la nitrification. Le NH4 est utilisé comme
source d’azote, et une fois métabolisé par les microorganismes, il modifie le pH du milieu suite a la
libération d’un ion de H* alors que I'activité biologique nécessite un pH neutre.

Le taux de germination de mais a révélé que la phytoremediation était le meilleur traitement
sachant que la quantité des hydrocarbures dans ce sol était tres faible. Concernant les vers de terre,
nous avons enregistré que la phytoremediation s’est avérée comme la technique la plus efficace, et
la seule qui a permis une légere augmentation de la survie des vers de terre.

Dans des sols en cours de bioremédiation, |'effet toxique des hydrocarbures est variable, une
augmentation de la mortalité des vers de terre a déja été observée, apres application de
traitements biologiques dans des sols contaminés initialement par des hydrocarbures aliphatiques

et aromatiques (Dawson et al., 2007), ou par des HAP (Phillips et al., 2000).




Ces résultats peuvent s’expliquer par la formation de métabolites intermédiaires, produits issus
de la dégradation de contaminants, parfois plus toxiques que les hydrocarbures. Les effets toxiques
sur les vers de terre varient d’'une étude a l'autre et dépendent entre autres des hydrocarbures en
présence, des propriétés du sol et des especes-récepteurs.

Selon Curry (1998), les vers de terre sont généralement absents dans des sols trés acides
(pH < 3.5). Les hydrocarbures (gasoil et essence super) dans le sol provoquent un effet dépressif
sur le poids des vers de terre dans le temps et augmentent leur mortalité. Cette toxicité augmente
avec l'augmentation des concentrations, Ceci a été confirmé par le travail de Ghides et Imarazen
(2017).

Des études ont montré que les plantes sont capables d’absorber et de métaboliser un grand
nombre de polluants organiques et inorganiques. Les plantes secrétent des exsudats racinaires qui
stimulent la bioremédiation microbienne au niveau de la rhizosphére (Abdelly, 2007). Selon
Kaputska et Reporter (1993) et OCDE(1984) in Riviere (1998), les plantes ont la capacité de stockage
ou de dégradation, qui sont tres variables en fonction de I'espece. L’absorption par la racine et la
translocation vers la partie aérienne est en fonction de I'espece (Norini, 2007).

Les hydrocarbures ont un effet néfaste sur le développement des végétaux et cela est confirmé par
I’arrét de sa croissance. Chaineau et al .(1997).

Tisdal et Nelson (1977) in Njuko et al. (2009) ont noté que la diminution du pH était due a la
production des radicaux acides par nitrification. La différence relevée dans le présent travail peut
étre liée a I'espéce de vers de terre utilisée et son systeme de dégradation, car Edwards et Bohlen
(1996) indiquent qu’il existe un pH optimal pour chaque espéce, et la plupart des vers de terre
préferent un pH neutre.

Les résultats obtenus pour la germination ont montré que le seule traitement qui a révélé un
mauvais résultat c’est la biostimulation. Afin d’amélior la dégradation des hydrocarbures dans le sol
et d’améliorer la qualité biologique de celui-ci, la culture de la feve, I'ajout de nutriment (N et P) ou
I'inoculation du sol avec une souche dégradante d’HC s’avérent étre des solutions efficaces, avec
une préférence pour la phytoremédiation dans notre travail.

Selon Khan et ses collaborateurs (2012), l'utilisation des plantes est efficace pour la
décontamination du sol en raison de leur capacité a tolérer les hydrocarbures, transformer les
polluants organiques en une forme moins toxique, par le biais d’oxydation et /ou de réduction, par

le biais de leur propres enzymes.




Conclusion :

Dans la présente étude nous avons comparé |'efficacité de quelques techniques biologiques de
décontamination d’un sol pollué aux hydrocarbures.

D’apres les résultats obtenus au cours de notre travail, nous concluons qu’il y a eu une
biodégradation importante des HC dans les sols traités par phytoremédiation , bioaugmentation et
le sol traité par la chaleur par rapport au sol non traité (atténuation naturelle) et la biostimulation
par I'apport de nutriments..

La qualité biologique du sol a été améliorée par les trois techniques par rapport a I'atténuation
naturelle. Ceci se traduit par une forte activité biologique dans les sols traités, indiquant la
dégradation des hydrocarbures au cours du traitement.

L'activité enzymatique est plus forte dans le sol aprés biostimulation poursuivi de la
phytoremediatin. Les plantes sont une source supplémentaire d’enzymes dans le sol, ce qui aurait
accéléré et amélioré la dégradation des hydrocarbures dans le sol cultivé. Ceci est confirmé par la
guantité résiduelle des hydrocarbures qui était tres faible aprés phytoremédiation. Cette derniéere
est suivie en termes d’efficacité de dépollution par le sol traité par la chaleur et la bioaugmentation.
La biostimulation et L’atténuation naturelle ont été les plus lentes présentant des taux plus élevés
d’hydrocarbures résiduels.

Les résultats obtenus pour la germination du mais confirment I'efficacité de tous les traitements
par rapport a la biostimulation.

Concernant les vers de terre on remarque la survie d’'un seul individu dans le sol traité par la
phytoremediation ce qui confirme que cette derniére a donné un meilleur résultat.

Pour les études futures, nous proposons les perspectives suivantes :

» Revoir les quantités des fertilisants vu que les résultats obtenus par la biostimulation sont
pas satisfaisants

» Réalisé d’autres essais dans d’autres stations-service pour confirmer les résultats obtenus
dans cet essai

» Effectué la combinaison de 2 techniques la bioaugmentation et la phytoremediation pour

avoir un meilleur résultat.




Résumé :

Le présent travail a pour objectifs de tester I'efficacité de quelques techniques biologiques dans la
décontamination d’un sol contaminé par les hydrocarbures par le biais den |'évaluation des
parametres biologiques.

Les résultats obtenus ont montré que les indicateurs biologiques de la qualité du sol présentaient
des valeurs faibles aprés bioaugmentation et phytoremédiation, ce qui signifie que ces derniéeres
ont dégradé de fagon plus efficace les hydrocarbures dans le sol par rapport a I'atténuation
naturelle et biostimulation.

La phytoremédiation s’est avérée étre la plus efficace vu la faible quantité résiduelle

d’hydrocarbures et la disparition de certaines fractions de ceux-ci.

Les mots clés : les hydrocarbures, phytoremédiation, biostimulation, bioaugmentation, atténuation

naturelle, la qualité biologique du sol.

Abstract:

The present work aims to test the effectiveness of some biological techniques in the
decontamination of hydrocarbon-contaminated soil through the evaluation of biological
parameters.

The results showed that the biological indicators of soil quality had low values after
bioaugmentation and phytoremediation, which means that the latter degraded soil hydrocarbons
more efficiently than natural attenuation and biostimulation.

Phytoremediation proved to be the most effective given the small residual amount of hydrocarbons

and the disappearance of some fractions thereof.

Key words : hydrocarbons, phytoremediation, biostimulation, bioaugmentation, natural

attenuation, soil biological quality.
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Liste des annexes

Annexe 1 : Test de ’Anova a un facteur pour le test réspirométrique.

Eesponse: col

Df Sum 5g Mean S5g F walue Pr (=F)
Trc 4 14,5924 3.731lc E£4.%9¢9 1.117e-0Q7 **=%
Residuals 10 0.43%82 0.043%9

Annexe 2 : Test de Newman et Keuls pour le test réspirométrique.

Tcrt means M
1 Eicaung 3.86595 a
Z2 phwvto I.EZ2690 a
3 tempe Z.514950 a
4 biosti 2Z2.53825 b
5 attn 1.24949680 o

Annexe 3: Test de I’Anova a un facteur pour I'activité de CAT.
Eesponse: cat
Df 5Sum S5g Mean 5g F wvalue Pr(>F)

trt 4 0.44667 0.111667 20.338 7.548e-05 *#¥
REeziduals 10 0.05333 0.005333

Annexe 4: Test de Newman et Keuls pour I'activité de la CAT .

Egroups

Txrt means M
1 kbio=sti l1.0666667 a
2 phvto 0.9333333 b
3 attn 0.7000000 o
4 biocaung O0.7000000 c
S tenp 0.e000000 c

Annexe 5 : Test de I’Anova a un facteur pour le taux de germination du mais.

Response: germination

Df Sum Sg Mean 5g F wvalue  Pr(>F)
trt 4 54.4 23.6 9.8333 0.001706 **
Residuals 10 24.0 2.4



Annexe 6: Test de Newman et Keuls pour la germination du mais.

Sgroups=s

Trtc me aTs o |
1 phyto 9. 000000 a
2 attm T.aaaeaT akb
3 biocaug S.6cb0b67 alkb
g tTernr S.000000 B
S bio=stci l1.666667 Lo

Annexe 7 : Test de I’Anova pour la viabilité des vers de terre.

Eesponse: vers

Df Sum Sg Mean 5g F values Pr(>F)
trt 4 0.2e667 0.0c86667 1 0.451e
Residuals 10 0.ceee7 0.0ccoeT
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Résumé :

Le présent travail a pour objectifs de tester I'efficacité de quelques techniques biologiques dans la
décontamination d’un sol contaminé par les hydrocarbures par le biais den I’évaluation des

parametres biologiques.

Les résultats obtenus ont montré que les indicateurs biologiques de la qualité du sol présentaient
des valeurs faibles apres bioaugmentation et phytoremédiation, ce qui signifie que ces derniéeres
ont dégradé de facon plus efficace les hydrocarbures dans le sol par rapport a I'atténuation

naturelle et biostimulation.

La phytoremédiation s’est avérée étre la plus efficace vu la faible quantité résiduelle

d’hydrocarbures et la disparition de certaines fractions de ceux-ci.

Les mots clés : les hydrocarbures, phytoremédiation, biostimulation, bioaugmentation, atténuation

naturelle, la qualité biologique du sol.

Abstract:

The present work aims to test the effectiveness of some biological techniques in the
decontamination of hydrocarbon-contaminated soil through the evaluation of biological

parameters.

The results showed that the biological indicators of soil quality had low values after
bioaugmentation and phytoremediation, which means that the latter degraded soil hydrocarbons

more efficiently than natural attenuation and biostimulation.

Phytoremediation proved to be the most effective given the small residual amount of hydrocarbons

and the disappearance of some fractions thereof.

Key words : hydrocarbons, phytoremediation, biostimulation, bioaugmentation, natural

attenuation, soil biological quality.
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