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Introduction générale

L’Algérie possede une économie prédominée par 1’énergie, les hydrocarbures représentant

95% des recettes d’exportation du pays (Business France, 2021).

L’une des principales sources de pollution de I’environnement est 1’énergie, en particulier les
hydrocarbures. En fonction du temps et 1’espace, la nature et I’intensité, les effets de ces

polluants changent (Koller, 2004).

La pollution due aux hydrocarbures pétroliers, particuliérement ceux issus des stations-
service, peut causer dans I’environnement, un effet néfaste sur le sol, les animaux et les

végétaux (Thavasi et al., 2011).

Selon les données fournies par la sociét¢ NAFTAL (2021), la wilaya de Tizi-Ouzou comporte
102 stations-service dont celles de Boukhalfa et des Ouadhias. Ces stations présentent un
risque de pollution pouvant provenir des évents, des déversements lors du stockage ou de la

distribution des carburants.

L’objectif des études sur la pollution d’un compartiment de I’environnement est de proposer
des outils de remédiation adaptés a ce milieu et ensuite d’ceuvrer pour sa décontamination.
Parmi les outils proposés pour la dépollution, on peut rencontrer des traitements physiques,
chimiques et thermiques qui sont fréquemment utilisés. Ils sont efficaces pour éliminer ou
réduire plusieurs types de polluants. Ils sont, néanmoins, trés coliteux et occasionnent souvent

une détérioration du milieu (Girard et al., 2005).

Cependant, il existe une autre alternative utilisant des moyens peu onéreux, peu
technologiques et qui respectent I’environnement en sauvegardant les propriétés du sol
(Adams et Guzman Osorio, 2008 ; Vidali, 2001). La technologie de bioremédiation offre
I’opportunité de détruire ou de rendre inoffensifs divers contaminants en exploitant I’activité
biologique naturelle (Vidali, 2001). Plusieurs travaux sur la bioremédiation ont été réalisés et
ont montré leur efficacité (Chibane, 2013 ; Oultaf, 2015 ; Bourkache et Boussenou, 2015 ;
Hadjou et Rabhi, 2015).

C’est dans ce contexte que s’inscrit notre étude, dont 1’objectif est d’évaluer I’efficacité des
techniques biologiques de remédiation pour décontaminer un sol pollué aux hydrocarbures
dans deux stations-service différentes et de les comparer entre elles. Pour ce faire, nous avons
appliqué la phytoremédiation, la bioaugmentation et la biostimulation afin de décontaminer
des sols pollués aux carburants provenant des deux stations-service. Dans le but d’évaluer et

de comparer I’efficacité de ces techniques, nous avons réalis¢ des bio-essais notamment avec

1
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les vers de terre (Eisenia). En effet, I’écotoxicité des sols contaminés en hydrocarbures a fait

I’objet de plusieurs études chez les vers de terre, en particulier le genre Eisenia (Sayles et al.,

1999 ; Charrois et al., 2001 ; Sasek et al., 2003).

Ce travail est subdivisé en trois chapitres :

Le 1% chapitre consiste en une synthése bibliographique portant sur 1’étude de la
pollution du sol par les hydrocarbures et les différentes techniques de
décontamination ;

Le 2™ chapitre comporte la présentation des stations d’étude ainsi que le matériel et
les méthodes expérimentales utilisés dans ce travail ;

Le 3°™ chapitre présentera les différents résultats obtenus aprés chaque traitement

ainsi qu’une discussion de ces résultats.

Une conclusion, présentant les principaux résultats et quelques perspectives, cloturera ce

travail.
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Chapitre I : Synthése bibliographique

Les hydrocarbures sont des substances organiques qui réunissent différents produits pétroliers

comme ’essence, le kérosene, le gasoil, le fuel (Lemiére et al., 2001).

On parle de pollution par les hydrocarbures lorsqu’ils agissent directement sur la vie de
I’homme de fagon néfaste ou indirectement, si les populations animales et végétales utiles a

I’homme sont affectées (Bertrand et Mille, 1989 in Guermouche M’rassi, 2014).

L’impact de la pollution par les hydrocarbures sur les milieux terrestres, en tant qu’éléments
de la biosphere, varie en fonction des propriétés, de 1’état de matiére dans lequel se trouvent

ces polluants mais aussi, selon les facteurs abiotiques et biotiques des milieux (Bocard, 2006).
I.1. Les carburants

Les carburants sont des mélanges combustibles, principalement constitués d’hydrocarbures
(Lemicere et al., 2001). Les hydrocarbures sont des composés formés essentiellement d’atomes
de carbone et d’hydrogene, de formule brute CH;, ou (n) et (m) sont des entiers naturels. On
distingue les hydrocarbures aliphatiques pouvant étre saturés (alcanes) ou insaturés (alcynes,
alcénes), de chaine droite, ramifi¢ (ou iso-alcanes) ou cyclique (Cycloalcanes), et les
hydrocarbures aromatiques monocycliques (BTEX) et polycycliques (HAP) (Colombano et
al.,2014).

Les carburants sont en général formés d’hydrocarbures aliphatiques, néanmoins, on note
souvent la présence d’hydrocarbures aromatiques. Il existe deux types de carburants, lourds et
légers (Saada et al., 2005). Les carburants les plus fréquemment utilisés sont I’essence et le

gasoil. Ils sont issus de la distillation du pétrole et sont nommés produits pétroliers raffinés

(Colombano et al., 2014).
I.1.1 Essence

L’essence est un liquide inflammable, actuellement utilisé comme carburant et solvant. C’est
un mélange d’hydrocarbures légers contenant généralement 230 hydrocarbures différents
(fig.1), qui possédent entre 5 et 10 atomes de carbone (Lemiere et al., 2001). Son domaine de
distillation varie de 30-35°C a 180-200°C (Marchal et al., 2003). Elle est par ailleurs

fortement odorante et trés volatil (Colombano et al., 2014).
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1.1.2. Gasoil

La composition du gasoil différe de celle de I’essence. Il est constitu¢ de 2000 a 4000
hydrocarbures possédant entre 11 et 25 atomes de carbone (fig. 1), son domaine de distillation
est compris entre 180 et 380°C (Marchal et al., 2003). Le gasoil est un liquide contenant des
composés plus lourds que ceux de I’essence et donc moins volatil. Il est utilis¢é comme

carburant automobile et dans les chauffages (Lumiére et a/., 2001).

A B

0% 4% & Isoalcanes + Cycloalcanes
: ¢+ n-alcanes

D &P
& Alcénes
&y @av

Composés aromatiques

Fig. 1 : Composition d’une essence (A) et d’un gasoil (B) (Marchal et al., 2003).

1.2. Sources de pollution du sol aux carburants dans les stations-service

Les hydrocarbures peuvent étre libérés dans le sol de fagon naturelle. Cependant, les activités
humaines comme les industries de raffinages (rejets d’effluents gazeux et liquides),
I’extraction, le transport (rupture de pipelines) de ces composés sont des sources importantes

de pollution dans I’environnement (Ramade, 2007).

Dans le cas particulier des stations-service, qui sont des installations destinées au stockage et
au transfert des carburants (fig. 2), la pollution peut provenir des ilots de pompes, d’une
corrosion des cuves de stockage, d’un déversement lors du remplissage des cuves ou la
distribution des carburants, des évents ou des canalisations entre les citernes et les ilots de

pompes (Carnicer, 2007).
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Fig. 2 : Sources de pollution du sol dans les stations-services (Carnicer, 2007).

1.3. Devenir des carburants dans le sol

Comprendre 1I’évolution des substances étrangeres déversées dans les sols est important pour
évaluer leurs impacts et aussi pour définir des stratégies d’intervention et de lutte contre les
pollutions avec le choix des techniques les mieux adaptées (Bocard, 2006). Le devenir des
carburants dans le sol dépend des propriétés intrinséques de ces derniers et de celles du milieu

atteint (Riviere, 1998).
1.3.1. Volatilisation

La volatilisation désigne le passage des substances du sol vers l’atmosphére. C’est le
processus de dissipation le plus important car elle intervient dans les premieres heures suivant
le déversement, en particulier pour les hydrocarbures 1égers, plus le poids moléculaire d’un

produit est faible plus sa volatilisation est importante (Colombano et al., 2014).

Le processus de volatilisation est influencé par la solubilité de la substance dans les solutions
aqueuses (plus la solubilité est élevée moins la substance se volatilise) (Koller, 2004). Selon

Saada et al. (2005), il dépend également de la pression de vapeur de chaque composé, ¢’est-a-



Chapitre I : Synthése bibliographique

dire plus la pression est élevée plus le composé est volatil (Pression supérieure a 133 Pa), de
I’humidité du sol, qui diminue la quantité de pores disponibles pour le passage des vapeurs

lorsqu’elle est €levée.
1.3.2. Solubilisation

La solubilisation est un phénomeéne par lequel les substances sont dissoutes dans ’eau. Les
composés caractérisés par une solubilité ¢levée tendent a passer vers la phase aqueuse alors
que les composés avec une faible solubilité restent dans la phase mélange (Koller, 2004). Les
hydrocarbures qui ont un poids moléculaire faible et une polarité élevée sont les plus solubles
et les plus dangereux pour I’environnement car ils sont difficiles a éliminer et ont une

biodisponibilité élevée (Soltani, 2004).
1.3.3. Adsorption

L’adsorption est une propriété que possedent certains corps solides. Il s’agit de retenir les
molécules d’autres corps (a 1’état gazeux ou liquide) a leur surface. On rencontre deux
mécanismes d’adsorption : physique et chimique. Le premier met en jeu des forces
¢lectrostatiques et le second, des liaisons chimiques entre le solide adsorbant et le corps
adsorbé (Saada et al., 2005). Les hydrocarbures peuvent étre adsorbés par la matiére
organique, qui est un adsorbant pour toutes sortes de substances organiques car elle réagit
avec les groupes fonctionnels que referment ces constituants (Koller, 2004). L’argile adsorbe
¢galement et facilement les polluants organiques car elle posséde une surface spécifique

¢levée (Saada et al., 2005).
1.3.4. Dégradation

Il s’agit d’un processus de décomposition de la molécule d’hydrocarbures (Triffault-Bouchet
et al., 2015), autrement dit le passage en molécules de plus en plus simples. La dégradation se

fait par des processus abiotiques et biotiques.
« Dégradation abiotique

C’est la décomposition des hydrocarbures par des processus physico-chimiques et non
biologiques. Les principaux processus par lesquels elle s’effectue sont : la photolyse, les

réactions d’oxydoréduction et I’hydrolyse (Saada et al., 2005).
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% Dégradation biotique

C’est un processus de dépollution de I’environnement initi¢ par les microorganismes comme
les bactéries (Soltani, 2004), pour lesquelles, les hydrocarbures seront sources d’alimentation

(Fattal, 2008). Ce processus peut étre amélioré par I’apport de conditions favorables.

Ainsi, le degré d’altération et la vitesse de dégradation des hydrocarbures sont spécifiques a
chaque déversement et sont influencés par différentes conditions comme la nature du produit
déversé, les conditions environnementales et 1’activité microbiologique du site (Colombano et

al., 2014).

En effet, la nature du produit déversé peut influencer la biodégradation, qui sera faible lorsque
la molécule hydrocarbonée posséde un grand nombre d’atome de carbone, de ramifications ou
de cycles aromatiques. La biodégradation dépend aussi de la disponibilit¢ des ¢léments
nutritifs, de la teneur en eau, de la température et du pH du sol, qui font partie des conditions
environnementales qui conditionnent la présence et le développement des populations
microbiennes. En ce qui concerne 1’activité microbiologique du site, elle limite la
biodégradation lorsque la biomasse microbienne du sol n’est pas importante ou si le sol ne
possede pas de microorganismes aptes a la dégradation des hydrocarbures (Saada et al.,

2005).

Dans la littérature, les microorganismes qui ont la capacité de dégrader les hydrocarbures,
appartiennent a différents genres (Pseudomonas aeruginosa, Pseudomonas putida,

Acinetobacter sp., Bacillus sp., etc.).

Aussi, Fattal 2008, a proposé des taux de biodégradabilité¢ des produits pétroliers mettant en

évidence la différence de biodégradabilité selon la nature des produits (tableau 1).

Tableau 1 : Biodégradabilit¢ de quelques produits pétroliers (Oudot, 1996, IMO, 2004 in
Fattal, 2008).

Produits pétroliers Biodégradabilité (%)
Essence 90 — 100
Keéroséne 80 —-100
Gasoils 60 -85
Pétrole brut 30-70
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1.4. Effets écotoxicologiques des carburants

Le danger d’une substance survient lorsqu’elle interagit avec les étres vivants ou entraine des
modifications dans la composition et le fonctionnement du milieu. Ainsi, les effets
écotoxicologiques des carburants dans un milieu sont évalués par le cumule des dommages
causés aux ¢léments physiques ou vivants du milieu (Bocard, 2006). Ces effets ont ét¢ mis en

évidence par plusieurs études (tableau 2).

Tableau 2 : Impacts des carburants sur le sol et la végétation.

Effets observés Auteurs

-Modification de la structure du sol par
recouvrement des agrégats.

-Len et Gawel, 2001.

-Particules minérales enrobées
conduisant a leur dispersion.

-Rouquerol et al., 1987 in
Hamitouche et Henadci,

Effets sur les Physiques et 2018.
propriétés du sol chimiques

- Augmentation de la rétention en eau -Mettaur et al., 1987 in

et réduction de la mouillabilité. Saad et Dendani, 2017.

- Diminution du pH et une -Dali et Iddir, 2018.
augmentation du taux de MO.
-Augmentation de la conductivité -Chaineau et al., 1997 in
¢lectrique et les ¢léments traces Hadjou et Rabhi, 2015.
métalliques.

Biologiques -Forte multiplication de la biomasse -Hamitouche et Henadci,

microbienne. 2018.

- Phytotoxicité au niveau des feuilles :
chlorose, inhibition de la
photosynthese.

- Au niveau des racines : inhibition de
la croissance et de I’élongation.

Effets sur la -
végétation

Henner, 2000 in Dali et
Iddir, 2018.

Neéanmoins, il faut savoir que les impacts écotoxicologiques d’un polluant dépendent de deux

parametres principaux qui sont la concentration et la durée d’exposition (Ramade, 2007).
I.5. Techniques de décontamination des sols pollués par les carburants

La réhabilitation des sols pollués est un enjeu majeur qui nécessite la mise en place de
techniques adaptées. A cet effet, un certain nombre de techniques développées (ou en

développement) sont utilisées pour traiter ces terres polluées et peuvent impliquer des
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processus physiques, chimiques, thermiques ou biologiques (Girard et a/., 2005). En fonction
de la technique choisie, on peut faire des traitements in situ (sur le sol en place), on site (sur le

site apres excavation) ou ex situ (dans un centre de traitement de sols pollués).
I.5.1. Traitements physiques

Ces traitements consistent a utiliser des fluides présents dans le sol ou injectés en tant que
vecteur pour véhiculer la pollution vers des points d’extraction ou dans le but de

I’immobiliser (Colombano et al., 2010).
I.5.2. Traitements chimiques

Ces traitements sont employés par usage des réactifs chimiques dans 1’objectif de détruire les
polluants, de les transformer en métabolites moins toxiques et/ou plus facilement

biodégradables ou de changer leurs propriétés (mobilité, toxicité...) (Colombano et a/., 2010).
I.5.3. Traitements thermiques

Ils représentent une alternative de décontamination a usage courant de nos jours et sont
efficaces contre de nombreux polluants. Ils font appel a des hautes températures pour détruire

les substances polluantes (Koller, 2004).
I.5.4. Traitements biologiques

Ces techniques se sont beaucoup développées durant les dix derniéres années et s’adressent a
un grand éventail de polluants organiques ou non. Ils utilisent des processus biologiques qui
diminuent la mobilité ou transforment les polluants en composés non (ou moins) toxiques a

partir des microorganismes, des plantes par des enzymes qui stimulent ces processus (Girard
etal., 2005).

1.5.4.1. Phytoremédiation

C’est une technique biologique de remédiation qui utilise la capacité des especes végétales a
interagir avec les substances chimiques, organiques ou minérales pour assainir un terrain
contaminé in situ (Cadiere, 2006). Les technologies de phytoremédiation comprennent
également les interactions plantes-microorganismes, qui permettent de réduire I’exposition du
substrat pollu¢ aux humains, a la faune et a ’environnement. La phytoremédiation est
particulierement appréciée et jouit d’une popularité auprés du grand public en tant

qu’alternative verte et propre (Leena Grace et Selvaraj, 2010).
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Elle utilise des processus physiques, chimiques et biologiques pour dégrader, transformer ou

stabiliser les contaminants du sol (tableau 3) (Kamath et al., 2004).

Tableau 3 : Les procédés de phytoremédiation (Cadiere, 2006 ; Koller, 2004).

Techniques Principes

Extraction et accumulation des polluants dans les parties
récoltables de la plante (feuilles, tige, les racines). En
général, les polluants concernés sont les métaux.

Phytoextraction/ Phytoaccumulation

Immobilisation des polluants pour réduire le risque de

Phytostabilisation contamination de la chaine alimentaire et de la nappe
phréatique. Les métaux sont les plus concernés.

o Extraction puis libération du polluant (initial ou transformé

Phytovolatilisation X pu u polluant ( u )

dans I’air par évapotranspiration.

Dégradation des substances organiques absorbées ou
adsorbées via des enzymes catalysant ; transformation en
molécules plus simples, moins toxiques ou non toxiques
dans les tissus de la plante.

Il s’agit de rhizodégradation si les microorganismes de la
rhizosphére maintenue par la plante dégradent le polluant.

Phytodégradation/ Phytotransformation

L’efficacit¢ de certaines plantes a dépolluer un sol contaminé aux hydrocarbures a été

montrée par plusieurs auteurs (tableau 4).

Tableau 4 : Quelques travaux réalisés dans le cadre de la phytoremédiation.

Etudes réalisées Résultats Auteurs
Phytoremédiation des sols | Décontamination trés satisfaisante pour Ould Rabah
contaminés par le gasoil. le pois chiche et satisfaisant pour le mais (2012)

et le sorgho.
Phytoremédiation de sol des | Dissipation des hydrocarbures tres Kessi
bourbiers de Hassi Massaoud. satisfaisante par le ray grass (85,61%) et (2015)

le trefle (79,72%). La luzerne n’a pas
supporté la contamination.

Phytoremédiation in situ et ex situ
d’un sol pollué par les carburants
dans une station-service.

Décontamination trés satisfaisante pour
la féve comparativement a la luzerne et
le mais, aussi bien au laboratoire que sur
le terrain.

Bourkache et
Boussenou (2015)

10
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Phytoremédiation de sols pollués
par le fioul domestique (Eleusine

indica, Cynodon dactylon,
Alternanthera sessilis,
Commelinpa benghalensis,
Cleome ciliata et Asystasia
gangetica).

Tolérance de trois espéces (E. indica, C.
dactylon et A. sessilis) a la pollution aux
hydrocarbures.

Nguemté et al.
(2017)

Etude de lefficacit¢ de deux
variétés de Chlorophytum
comosum et de Vicia faba dans la
décontamination de sol pollué¢ aux

Tolérance de la pollution a 6% de Vicia
faba et des deux variétés de
Chlorophytum comosum. Efficacité des 2
espéces dans la décontamination du sol.

Salmi et Salmi
(2017)

carburants (essence super et
gasoil) et Dinfluence de Ila
pollution sur leur caractére
phénolique.

1.5.4.2. Bioremédiation

Elle a pour principe d’utiliser les microorganismes, en particulier les bactéries, pour
minimiser la pollution d’un site. Les microorganismes utilisés peuvent étre endogenes ou
exogenes du terrain contaminé (Cadiere, 2006). La bioremédiation peut étre appliquée in situ,

on Site et ex situ.
Traitements in situ

%+ Atténuation naturelle

Elle correspond a la diminution naturelle en fonction du temps de la concentration en
polluants. C’est une biodégradation lente qui est réalisée par [’activité microbienne

intrinseéque des sols contaminés et en fonction des conditions du milieu (Girard et al., 2005).
¢ Biostimulation

La biostimulation est une technologie de traitement des sites contaminés par 1’utilisation de
micro-organismes pour détoxifier et dégrader les contaminants de I’environnement (Coulon et
Dellile, 2003). Les microorganismes qui traitent les contaminants sont indigénes au milieu et
ont besoin d’étre stimulés par 1’apport d’éléments nutritifs (N, P,...) car une teneur naturelle
trop faible serait un facteur limitant (Bocard, 2006). L’ajout de nutriment ou d’oxygene au
milieu, peut améliorer la croissance microbienne pour qu’il y ait une bonne élimination des

contaminants en les utilisant de facon directe en tant que sources d’énergie et de carbone ou

11
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indirectement par le biais de co-métabolisme (Semrany, 2014). Plusieurs travaux sont réalisés

dans le cadre de la biostimulation (tableau 5).
¢ Bioaugmentation

Elle consiste a injecter des microorganismes dans le sol afin de favoriser ou d’améliorer la
biodégradation (Colombano et al., 2010). On distingue la bioaugmentation autochtone, qui
consiste a isoler a partir du milieu contaminé, un ou plusieurs microorganismes. Les microbes
isolés sont ensuite cultivés dans une culture enrichie pour augmenter leurs biomasses puis
réinjectés dans le milieu d’origine (Semrany, 2014). Elle est utilisée lorsque les
microorganismes présents dans les sols ne sont pas capables de dégrader les polluants (Nassiri
et al., 2010). Cette incapacité peut étre due a une faible concentration en biomasse et/ou une

grande concentration du polluant toxique.

On parle de bioaugmentation allochtone, lorsque 1’on fait une culture de microorganismes
exogenes qui seront par la suite injectés dans le milieu pollué¢ pour sa décontamination
(Alvarez et al., 2011). Quelques travaux réalisés sur la bioaugmentation ont montré

I’efficacité de ce traitement pour la décontamination (tableau 5).

Tableau 5: Quelques études réalisées sur la biostimulation et la bioaugmentation de sols

pollués aux hydrocarbures.

Etudes réalisées Résultats Auteurs
Remédiation d’un  sol | Efficacité de la bioaugmentation avec Pseudomonas Alik et Belkacem
pollué aux carburants par | aeruginosa pour la décontamination du sol pollué par (2015)
bioaugmentation. les carburants.

Remédiation d’un  sol | Efficacité de la biostimulation par ajout de N et P sur | Nait Abdelkader et
pollué aux carburants par | le terrain et non satisfaisant au laboratoire suite a Djenad (2015)
biostimulation. Cas des | ’augmentation de la salinité du sol.

stations-service.

Bioremédiation d’un sol | Diminution de la quantité de carburants dans le sol Hadjou et Rabhi
pollué¢ aux hydrocarbures | aprés traitement avec jumelage des deux techniques. (2015)

par bioaugmentation et | Le taux de germination du blé dans le sol non traité

biostimulation. est de 73,33% contre 81,33% pour le sol traité.

Bioremédiation de sol | Efficacit¢é de la biostimulation et de la | Aberkane et Ayache
pollué au gasoil par des | bioaugmentation par les consortiums bactériens (nord (2018)
bactéries et sud algérien).

hydrocarbonoclastes.

12
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% Bioventing

C’est un traitement biologique aérobie qui consiste en une injection d’air dans la zone non
saturée par apport d’oxygene afin de stimuler la biodégradation (Colombano et al., 2010).
Elle nécessite que le terrain soit perméable (Girard et al., 2005). Les polluants concernés par
cette technique sont: les hydrocarbures totaux (essence, gasoil), BTEX, polluants

biodégradables (Cadiere, 2006).
Traitements ex situ

Les traitements par excavation des terres aboutissent souvent a I’amélioration de 1’efficacité
de la remédiation biologique par opposition a une pratique in situ, car elle offre une possibilité
de faire des prétraitements de conditionnement et d’avoir le controle des parameétres de la
biodégradation (Bocard, 2006). Ces traitements présentent I’inconvénient d’engendrer un cott
de dépollution plus élevé par rapport aux traitements in situ et on site, un risque de dispersion
de la pollution lors du transport vers un centre spécialisé et également une modification des
propriétés physico-chimiques et méme biologiques du sol (Girard et al., 2005). Ces méthodes

sont présentées dans le tableau 6.

Tableau 6 : Procédés de bioremédiation ex situ (Costes et Druelle, 1997 ; Girard et al., 2005 ;
Bocard, 2006).

Méthodes Principe

Etaler du sol avec une faible épaisseur sur de grandes surfaces préparées, puis
Landfarming appliquer un traitement suivant les pratiques agricoles : arrosage et usage de
fertilisants pour augmenter I’humidité et I’activité microbienne. Il est essentiel
d’assurer une aération périodique de la terre par retournement, a [’aide
d’engins spécialisés (tracteur, etc.)

Compostage Faire une excavation et une mise en tas du sol, ajouter des nutriments, mise en
andain et ajout de support organique pour accélérer 1’activité microbienne.

Obtenir un mélange boueux par ajout du sol dans une phase aqueuse avec des
Bioréacteur additives, par la technologie du bioréacteur, qui assure les conditions
optimales de biodégradation (pH, O,, nutriments) le polluant sera accessible et
détruit par les microorganismes.

13
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Traitements on site

Ces traitements sont aussi intéressants car les technologies mises en application sont plus
légeres et donc moins coliteuses comparées a celles utilisées pour les traitements ex situ. Le
risque de dispersion du polluant est nul car le traitement s’effectue au sein d’une installation
adéquate sur le site pollué. Les propriétés du sol sont affectées car le traitement implique
¢galement une excavation. Le sol excavé est étalé en couches plus ou moins épaisses sur une

surface étanche, deux techniques sont couramment utilisées (Costes et Druelle, 1997) :

- Le traitement en tertre dynamique « Landfarming » (tableau 6) ;

- Le traitement en tertre statique « Biotertre ».
Le biotertre suit les mémes étapes de préparation de la terre que le traitement en tertre
dynamique. Cependant, la différence réside dans le mode d’aération, qui se fera par
insufflation ou aspiration d’air par 1’intermédiaire de drains perforés (Costes et Druelle,

1997).

14
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L’étude expérimentale entreprise dans ce mémoire est effectuée sur des sols contaminés par
des rejets d’essence et de gasoil, prélevés au niveau de deux stations-service. L’objectif de
cette étude est de décontaminer ces échantillons en utilisant des techniques de bioremédiation
et de réaliser des essais biologiques pour évaluer I’efficacit¢ de ces techniques. Les
expériences ont été réalisées au laboratoire de pathologie des écosystémes de la faculté des

sciences biologiques et agronomiques de I’université Mouloud Mammeri de Tizi-Ouzou.
I1.1. Présentation des sites d’étude

Les stations-service auxquelles nous nous sommes intéressées sont celle située a Boukhalfa et

celle localisée aux Ouadhias qui sont des stations du secteur privé.
I1.1.1. Station-service de Boukhalfa

Elle est située sur la route nationale n°12 qui relie Alger a Tizi-Ouzou. La station possede une
grande capacité de stockage des carburants (essence et gasoil), qui se font dans des cuves
allant de 20 a 50m>. Ces cuves sont souterraines et sont au nombre de cinq (5), chacune est

reliée a un systéme d’évent, permettant 1’échappement des gaz.

En dehors de la zone échantillonnée, 1’enceinte de la station est entiérement bétonnée avec des
dalles de 25 a 30cm. Malgré cette précaution pour €viter ’infiltration vers la nappe, les
déversements accidentels lors de la distribution des carburants n’étant pas pris en charge
présentent un risque de contamination pour la nappe phréatique et pour les terres agricoles

situées a proximité de la station (fig. 3).
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Fig. 3 : Image satellitaire de la station-service de Boukhalfa (Google earth, 2021).

I1.1.2. Station-service des Ouadhias

Cette station-service se trouve au niveau de la daira des Ouadhias située dans la Wilaya de
Tizi-Ouzou. Elle possede trois réservoirs de stockage de carburants (essence et gasoil) allant
de 30 a 40m’. C’est également une station entourée de terres agricoles cultivées, ce qui

présente un risque de contamination du sol et des cultures (Fig. 4).

Légende
¥ LEKADIR et freres

'S

A
N

100 m

Fig. 4 : Image satellitaire de la station-service des Ouadhias (Google Earth, 2021).
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I1.2. Matériel
11.2.1. Sols
I1.2.1.1. Station de Boukhalfa

L’échantillonnage a été effectué sur un sol présentant une contamination chronique et
ponctuelle par des rejets d’essence et de gasoil s’échappant des évents. Le point de
prélévement est mis en évidence aprés une observation de la parcelle, qui nous a permis de

déceler un sol dépourvu de toutes végétations et dont la couleur était foncée.

L’¢échantillonnage a eu lieu le 10/03/2021, trois prélévements a la diagonale ont été réalisés,
ces derniers ont ensuite formé un échantillon composite. Les prélévements correspondent a la

couche superficielle du sol (0-25cm).

Au laboratoire, le sol a été étalé afin qu’il seéche avant toute utilisation puis tamisé. Un tamis a
maille de 2mm a été utilisé pour les échantillons de sol soumis a des analyses physico-

chimiques et un autre de Smm utilisé pour la réalisation des analyses biologiques.
I1.2.1.2. Station des Ouadhias

Le prélevement a été fait le 13/03/2021, sur une profondeur allant de 0 a 25cm. Le sol
échantillonné est exposé a une source de pollution ponctuelle et chronique due a des
déversements d’essence et de gasoil lors du remplissage des réservoirs de stockage a
proximité. Ces déversements se traduisent par une absence de couverture végétale et une
noirceur du sol, ce qui justifie le choix du point d’échantillonnage. La méthode

d’échantillonnage et de préparation du sol au laboratoire sont similaires a celle de Boukhalfa.
I1.2.2. Souche bactérienne

Pour la bioaugmentation, nous avons utilisé¢ une souche de Pseudomonas aeruginosa (bacille
pyocyanique) obtenu au niveau du laboratoire de microbiologie de la faculté¢ des sciences
biologiques et agronomiques de Tizi-Ouzou. C’est une bactérie a Gram négatif, non sporulée,
fine, mobile grace a un flagelle polaire. Elle a un métabolisme oxydatif. Sa température
optimale de croissance varie entre 30 et 37°C (Essoh, 2013). Selon Rojo (2009), cette bactérie

posséde des propriétés qui lui permettent de dégrader les hydrocarbures.
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I1.2.3. Vers de terre

Les vers de terre sont des organismes essentiels aux sols compte tenu de leur role dans la
circulation de 1’air et de la solution du sol, la structuration et dans la minéralisation de la

matiére organique.

Dans le but de réaliser un essai biologique avec les vers de terre, nous avons choisi le genre
Eisenia, qui est couramment utilisé. Le choix de ce ver est justifié par sa sensibilité¢ aux
hydrocarbures, ce qui fait de lui un bon indicateur de la qualité¢ du sol et un bon candidat pour
les essais de toxicité aigiie (ISO, 2012). Nos vers sont obtenus a partir d’'un fumier de la

commune Makouda.
I1.2.4. Fertilisants

Afin d’appliquer la technique de biostimulation, les sols ont été enrichis avec de 1’azote et du

phosphore sous forme de sels.
I1.2.4.1. Phosphate de potassium monobasique

C’est un sel formé¢ des ions phosphate et potassium, de couleur blanche, de formule chimique

KH,POy, et de poids moléculaire 136,09g/mol.
11.2.4.2. Sulfate d’ammonium

De formule chimique (NH4),SOy, il est de couleur blanchatre et a un poids moléculaire de

132,14g/mol.

I1.2.5. Matériel végétal
I1.2.5.1. Féve

Pour la phytoremédiation, nous avons utilisé la féve qui est une plante herbacée et annuelle
dont le nom scientifique est Vicia faba. Elle fait partie de la famille des légumineuses.
Plusieurs études se sont intéressées a cette plante dans 1’optique d’une décontamination de
sols contaminés aux hydrocarbures et elle s’est révélée efficace pour le traitement de ces sols
(Chibane, 2013 ; Bourkache et Boussenou, 2015 ; Kabri et Taibi, 2016 ; Salmi et Salmi,
2017).
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11.2.5.2. Mais

C’est une plante herbacée annuelle appartenant a la famille des graminées, son nom
scientifique est Zea mays. Elle est considérée comme une espece sensible a la pollution par les

hydrocarbures (Chaineau et al., 1996).

Nous avons réalisé un test de germination avec des graines de mais compte tenue de cette
sensibilité, ce qui nous permettra d’évaluer I’efficacité des traitements effectués. Dans un sol
décontaming, le taux de germination des graines de cette plante sera élevé. Inversement, si le

sol présente encore une forte pollution aux carburants, ce taux demeurera faible.

I1.3. Méthodes
I1.3.1. Méthode d’échantillonnage

La parcelle est située en face de la source de pollution, elle mesure 100cm de long et 80cm de
large. A I’intérieur de celle-ci, nous avons effectué trois prélévements en diagonale avec des

quadras de 25cm de coté.

Source de pollution

25 cm

& 8lom ——

1 100 cm ¢

A

Fig. 5 : Représentation schématique de la méthode d’échantillonnage

I1.3.2. Dispositif expérimental

Le sol prélevé des deux stations a été traité par phytoremédiation, bioaugmentation et
biostimulation suivant la méthode indiquée dans la figure 6. Cinq répétitions ont été

effectuées pour chaque cas.
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5 graines
de féve
Suivis et
arrosés pendant
6 semaines

Phytoremédiation (Ficia faba)

10ml de la suspension

"
bactérienne * 200g de sol

Bioaugmentation (P. aeruginosa) P B
-

Incubation pendant 22 jours a 30°C

Fig. 6 : Dispositif expérimental
I1.3.3. Analyses physico-chimiques des sols

Ces analyses ont été effectuées au niveau de I’Institut National de la Recherche Forestiére

(INRF) et du Bureau National d’Etude pour le Développement Rural (BNEDER).
11.3.3.1. Azote total

Le dosage de 1’azote total est réalisé par la méthode de Kjeldahl. Elle a pour principe de
transformer 1’azote des composés organiques en azote ammoniacal. L’oxydation de la matiere
organique par H,S04 conduit a la formation de I’ammoniaque puis 1’azote est fixé par 1’acide a
I’état de (NHy), SO4 La minéralisation est achevée en présence d’un catalyseur ensuite
I’ammoniaque formée est déplacée de sa combinaison en présence d’une quantité de NaOH en
exces, distillée et recueillie dans de ’acide borique. Le complexe obtenu est titré avec de

I’acide sulfurique.
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Norme : AFNOR NF ISO 11261 (X31-111)
I1.3.3.2. Matiére organique

La matiére organique est dosée par la méthode Anne (1945). Le dosage du carbone organique
(CO) est une étape importante a la détermination de la teneur en MO du sol. A chaud, le CO
est oxydé en présence d’un exces de bichromate de potassium (K,Cr,O7) en milieu sulfurique.
L’excédent de K,Cr,O7 n’ayant pas réagi est titré par une solution de sel de Mohr en présence
de diphénylamine. Le virage se fait a la goutte et la couleur passe successivement par le bleu

foncé, le brun, le violet puis le vert.

Sachant que la MO contient en moyenne 58% de CO : 100/58= 1,72 donc :

MO% = CO%*1,72

1,72 : Coefficient de passage du carbone a la mati¢re organique

Norme : AFNOR NF X 31-109
I1.3.3.3. Rapport C/N

Le rapport carbone/azote du sol renseigne sur le bon fonctionnement du sol (la vitesse de

dégradation de la mati¢re organique).
I1.3.3.4. Potentiel hydrogéne (pH)

La méthode utilisée consiste a préparer une suspension de sol dans 1’eau (rapport 2/5) dans

laquelle on mesure le pH aprés décantation (30min).
I1.3.3.5. Calcaire total (CaCO; %)

Le dosage du calcaire total est effectué avec la méthode du calcimetre de Bernard. Le calcaire
contenu dans 1’échantillon de terre est dissout par I’ajout de I’acide chlorhydrique. Le volume
de gaz carbonique dégagé par la réaction est mesuré a I’aide d’une burette a gaz, le calcimeétre
de Bernard. On réalise la méme réaction avec le carbonate de calcium pur a la méme
température et de pression atmosphérique puis on mesure le gaz carbonique dégagé. En

comparant les deux volumes, on obtient la teneur en calcaire du sol.
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I1.3.3.6. Conductivité électrique (CE)

Elle indique les teneurs en sels solubles dans un échantillon de sol, c¢’est-a-dire son degré de
salinité. Le principe de la méthode est basé sur I’extraction d’un électrolyte (solution extraite)
dans lequel on mesure la concentration en ¢léments dissous. Cette mesure se fait grace a une
cellule conductimétrique que 1’on plonge directement dans 1’¢lectrolyte. L’électrolyte est
extrait selon un rapport sol-eau égal a 1/5. La CE est exprimée en mmho.cm™ ou dS.m™ & une
température de 25°C.

Norme : AFNOR NF ISO 10-970
11.3.3.7. Humidité hygroscopique (H %)

C’est la perte de poids que subit une quantité¢ de terre séchée. Le principe de la méthode
utilisée consiste a peser une quantité de terre avant et apres séchage a I’étuve a 105°C pendant

24h.

Poids(air)—Poids (105°C)

Poids (air) x 100

H% =

Poids (air) : poids de terre séchée a I’air ;
Poids (105°C) : poids de terre apres séchage a I’étuve

11.3.3.8. Phosphore assimilable (P,05)

La méthode utilisée est la méthode TRUOG, qui définit le phosphore assimilable comme étant
le phosphore soluble dans 1’acide sulfurique 1N, le milieu est tamponné a pH 3 par addition
de sulfate d’ammonium. Aprés extraction, on ajoute les réactifs du dosage, qui est un mélange
d’acide ascorbique, ammonium molybdate, tartrate double d’antimoine, potassium hydraté et
d’acide sulfurique. La teneur du phosphore est déterminée avec un colorimétre auparavant

¢talonné par des solutions étalons du phosphore.
11.3.3.9. Perméabilité (K de HENIN)

La grandeur K est aussi appelée la conductivité¢ hydraulique et s’exprime en centimétre par
heure. Elle a pour principe de mesurer la quantité d’eau qui passe a travers une colonne de
terre et s’effectue sur un sol remanié. Le coefficient K est calculé avec la formule provenant

de la loi de Darcy.

K =Q.L/H.S
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Q : quantité d’eau percolée (ml/h)

L : la longueur de la colonne de terre (cm)

H : la charge d’eau dans la colonne (cm)

S : la surface de la section de la colonne (cm?)

Norme : AFNOR NF X31-515
11.3.3.10. Analyse granulométrique

La méthode utilisée est la méthode internationale modifiée par 1’utilisation de la pipette de
Robinson.

Norme : AFNOR NF X31-107
I1.3.3.11. Indice de stabilité (Is)

L’indice de stabilité est déterminé en utilisant la moyenne arithmétique des pourcentages
d’agrégats stables, le pourcentage le plus élevé de particules inférieures a 20 microns (Argile

+ limon fin) et le pourcentage des sables grossiers.

% maximum des particules<20 microns

Is

% moyens des agrégats —0,9 sables grossiers

Norme : AFNOR NF X31-515

I1.3.3.12. Métaux lourds, bases échangeables, les oligo-éléments

Dans un tube en verre a bout effilé, introduire du coton hydrophile puis ajouter 30g de bille en
verre et 10g de sol, une premiére percolation est faite progressivement avec 150ml d’acétate
d’ammonium, les ions récupérés sont ensuite dosés avec un spectrophotometre d’absorption
atomique.

Norme : AFNOR NF ISO 14870 (X31-427) (métaux lourds)

Norme : AFNOR NF X31-108 (bases échangeables)

Norme : AFNOR NF X31-120 (oligo-éléments)

I1.3.3.13. Capacité d’échange cationique (CEC)

Elle fait suite a la percolation qui a eu lieu lors du dosage des métaux lourds, des bases
échangeables et des oligo-éléments par une deuxiéme percolation a base d’alcool (100ml)
pour rincer le sol et éliminer I’excés des ions NH,". Le réactif Nessler est utilisé pour vérifier

le ringage qui est confirmé avec ’apparition de la couleur jaune.
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On utilise 10% de solution KCI ou de NaCl pour une troisiéme percolation, dans le but de
déplacer les ions NHy4 fixés dans le complexe. Le dosage des ions récupérés est effectué par
colorimétrie a I’indophénol, il s’agit de la méthode Berthelot.

Norme : AFNOR NF X31-120

I1.3.4. Evaluation de P’efficacité des traitements

I1.3.4.1. Indicateurs biologiques de la qualité du sol

I1.3.4.1.1. Activité biologique globale

La méthode décrite par Dommergues (1968) a été utilisée pour déterminer 1’activité

biologique globale des sols. Elle a été évaluée par le test respirométrique.

Dans un flacon de 250ml, on introduit un échantillon de sol (100g) dans lequel on place deux
tubes a hémolyse, I’'un contenant 3ml d’eau pour éviter le desséchement du sol et ’autre Sml
de NaOH a 0,5N. Le tube contenant du NaOH permet de fixer la quantité de CO, dégagée par
la respiration des microorganismes. Le flacon est ensuite placé dans ’incubateur durant 7

jours a 28°C.

Apres incubation, la soude contenue dans le tube est titrée par 1’acide sulfurique a 0,25N en
présence de phénolphtaléine. La fin de la titration est marquée par la disparition de la couleur

rose violacée.
11.3.4.1.2. Activité de la catalase

C’est une activité enzymatique qui indique la qualité du milieu. La méthode de détermination
utilisée est celle de Guan (1986), elle consiste a ajouter 1,25ml de H,O, a 0,3% et 10ml de
tampon phosphate (pH 7) a une prise d’essai de 2,5g de sol. Le mélange réactionnel est incubé
a 25°C pendant 20min. Pour arréter la réaction 1,25ml de H,SO4 a 3mol.I"! ont été ajoutés a la
solution obtenue aprés 1’incubation. L’étape de séparation est effectuée par une centrifugeuse
4 4500 tr/min pendant 5min. Le surnageant est titré par une solution de KMnOy & 0,02mol.1"
jusqu’au virement a la couleur rose clair. Le nombre de moles de H,O, a été utilisé pour

quantifier cette activité.
I1.3.4.1.3. Test de germination

Ce test permet d’observer 1’effet des hydrocarbures sur la germination des graines de mais et
d’apprécier I’efficacité des différents traitements réalisés sur les échantillons de sol. Le sol

des deux stations a été traité de la méme maniere. Le taux de germination est établi a partir
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des sols issus des différents traitements (bioaugmentation, biostimulation, phytoremédiation)
et de sol témoin (non traité).

Nous avons semé 10 graines de mais dans des boites de Pétri contenant 100g de sol, trois (3)
répétitions ont été¢ effectuées pour les différents échantillons. Les graines germées sont

dénombrées au bout de 2 semaines et le taux de germination (TG) est calculé comme suit :

nombre de graines germées

TG (%) = X 100

nombre de graines semées

I1.3.4.1.4. Elongation racinaire

Une semaine apres le semis des graines de mais, nous avons mesuré la longueur racinaire des
graines germées (L;). Ces graines ont ét¢ enfouies a nouveau dans leurs sols respectifs tout en
tenant compte de leurs emplacements d’origines. Une deuxiéme mesure a été effectuée 7 jours

apres (Ly).

Cette opération permet d’observer la croissance des racines en mesurant leur élongation (ER)

qui est calculée par la formule suivante:

ER (Cl’l’l) = L2 — L1

11.3.4.1.5. Essai de toxicité sur les vers de terre

Dans des pots contenant 100g de sol, nous avons mis trois individus de vers de terre adultes
d’une masse comprise entre 0,77 et 0,87g. Ces vers sont mis en contact des sols traités et
témoins, 3 répétitions ont été effectuées pour chaque sol. L objectif de 1’essai était de mesurer

le poids des vers avant et au bout de 14 jours d’exposition.
11.3.4.2. Analyse quantitative des hydrocarbures totaux

Cette analyse permet d’évaluer la quantité d’hydrocarbures contenus dans le sol avant et aprés
traitement. L’extraction des hydrocarbures est réalisée par agitation mécanique d’une solution
contenant 5g de sol et 25ml d’hexane placée dans un flacon de 250ml. Apres agitation
pendant 4 heures, le contenu du flacon est récupéré dans un tube a centrifuger puis placé dans
une centrifugeuse a 4500 tr/min pendant 15min. Le surnageant a été récupéré dans une boite

de Pétri préalablement pesée et laissé a 1’air libre jusqu'a évaporation totale du solvant. Apres
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évaporation, la quantité des hydrocarbures résiduels dans le sol est obtenue par pesée. Pour

chaque sol, 3 répétitions ont été effectuées.
I1.4. Analyse statistique des données

Les résultats des bio-essais et de la quantification des hydrocarbures ont été¢ soumis a un test
de comparaison de plusieurs échantillons indépendants en utilisant le logiciel R.3.6.1.
L’analyse de la variance a un critére de classification (traitement appliqué au sol) est le test
adopté lorsque la normalité et 1’égalité des variances sont vérifiées. Dans le cas contraire,
c’est le test de Kruskal-Wallis qui a été utilisé. Dans le cas ou les différences sont
significatives, un classement des moyennes est effectué par le test post-hoc approprié. Pour
comparer les deux stations entre elles, les données sont soumises au test de Student a deux
échantillons indépendants (cas ou la normalité et I’égalité des variances sont vérifiées) ou au

test de Mann-Whitney (cas de données non gaussiennes ou de variances inégales).
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IT1.1. Résultats
Nous avons réalisé une décontamination des sols pollués aux hydrocarbures a partir de trois
techniques biologiques. Dans le but d’évaluer ’efficacité de ces techniques, on a effectué¢ des

tests permettant d’apprécier la qualité biologique du sol.

I11.1.1. Station Boukhalfa
I11.1.1.1. Analyses physico-chimiques du sol

L’analyse du sol a donné les résultats mentionnés dans le tableau 7.

Tableau 7 : Résultats des analyses physico-chimiques du sol

Analyse Résultats Analyses Résultats

N% 0,35 K Henin (cm/h) 0,26
Cco 2,09 Is 0,41

MO 3,60 P,0s (ppm) 137,40

C/N 6 CEC 22,07

pH 8,26 Fe' (ppm) 0,3525
CaCO3% 18,56 Mn"" (ppm) 0,14

CE 0,20 Zn"" (ppm) 4,4925

H% 8,26 Cu'"" (ppm) 0,2723

K" (meq/100g) 1,07 Pb (ppm) 1,9538

Na™ (meq/100g) 0,67 Cd (ppm) 0,0000

Ca"™" (meq/100g) 13,85 Cr (ppm) 1,0035

Mg (meq/100g) 5,97 Ni (ppm) 0,1185

Le sol de cette station posséde une texture tres fine argilo limoneuse (A = 40,70% ; L =
51,28% ; S = 8,02%), qui est chimiquement riche, mais aux propriétés physiques tres
mauvaises (milieu imperméable et mal aéré, empéchant une pénétration harmonieuse des

racines, travail du sol difficile en raison de la compacité).

Selon les normes d’interprétation (annexe I), ce sol est trés riche en azote, avec une valeur
supérieure a 0,25% et posséde un rapport C/N faible (<8). Ces résultats indiquent une bonne
fertilité¢ du sol ainsi qu’une bonne activité biologique conduisant a une minéralisation rapide

de la MO. Les valeurs du pH, de la conductivité électrique et de la teneur en calcaire du sol,
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le classe comme moyennement alcalin (7,9-8,4), non salin (< 0,6) et modérément calcaire

(12,5- 25%).
I11.1.1.2. Activité biologique globale

L’activité biologique dans les différents sols est exprimée en quantité de carbone du CO,
dégagé. Les résultats obtenus (fig. 7) montrent que ’activité biologique est plus intense dans
les sols traités que dans le témoin (9,3mg). La valeur la plus élevée a été¢ obtenue dans le sol
trait¢ par la phytoremédiation (25,2mg), suivi du sol traité par la bioaugmentation (24,3mg)

puis celui traité par la biostimulation (20,6mg).

30
25
< I
S
B2 20 I
g w
3
EERE
£3 24,3
on )
2E 10 20,6
=
°
< s
0 T T T .
Phytoremédiation Bioaugmentation Biostimulation Témoin Traitement

Fig. 7 : Activité biologique globale des différents sols

Le test de Kruskal-Wallis (annexe VII) révele qu’il y a une différence significative entre
I’activité biologique globale mesurée dans les différents sols (p-value = 0,02245). Ce qui

signifie que le traitement a un effet significatif sur 1’activité des microorganismes.

Le test post-hoc de Kruskal-Wallis (annexe VIII) a classé les différents traitements en 3
groupes homogenes. La phytoremédiation et la bioaugmentation sont classées dans le groupe
«a», la biostimulation dans le groupe « b » et le témoin dans le groupe « ¢ ». Ce classement
nous permet de conclure que la phytoremédiation et la bioaugmentation ont eu la méme

efficacité et ont amélioré 1’activité biologique du sol par rapport a la biostimulation.
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II1.1.1.3. Activité de la catalase

La figure 8 illustre I’activité de la catalase mesurée dans les différents sols, elle est exprimée
en volume de peroxyde d’oxygene catalysé. On remarque que [’activité enzymatique des
microorganismes est plus €élevée dans le sol témoin et celui traité par phytoremédiation avec
un volume catalysé de 0,97ml. Une valeur moins élevée a été obtenue avec la biostimulation

(0,91ml) et la bioaugmentation (0,85ml).
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Fig. 8 : Activité de la catalase des différents sols

Le test de I’anova (annexe IX) réveéle qu’il n’y a pas de différence significative entre les
volumes de H,O, catalysés dans les différents sols (p-value = 0,4841). Ce qui signifie que le

traitement n’a pas eu d’effet sur I’activité enzymatique de la catalase.

I11.1.1.4. Analyse quantitative des hydrocarbures totaux

La figure 9 présente les résultats obtenus apres la quantification des hydrocarbures dans les
différents sols. On constate une diminution de 0,005g dans les sols traités par
bioaugmentation et biostimulation contre une valeur initiale de 0,01g, soit une réduction de
50% de la quantité des hydrocarbures. Dans le sol traité par la phytoremédiation, on a

enregistré une quantité de 0,006g, soit une baisse de 40% par rapport au sol non traité.
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Fig. 9 : Quantité des hydrocarbures extraite des différents sols

Le test de I’anova (annexe IX) révéle qu’il n’y a pas de différence significative entre les
moyennes de la variable « quantité des hydrocarbures » avec une p-value = 0,7505. Ce qui

signifie que le facteur « traitement » n’a pas d’effet sur la quantité des hydrocarbures.

II1.1.1.5. Test de germination

Les résultats du test de germination obtenus a partir des différents sols sont présentés dans la
figure 10. On remarque que le taux de germination a augmenté dans les sols traités par la
phytoremédiation (100%) et par la bioaugmentation (96,66%) par rapport au témoin, qui
présente également un bon pourcentage malgré sa contamination par les hydrocarbures

(93,33%). Pour la biostimulation, aucune germination n’a été enregistrée.
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Fig. 10 : Taux de germination des graines de mais
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Le résultat du test de Kruskal-Wallis (annexe VII) révele qu’il y a une différence significative
entre les moyennes de la variable « taux de germination » pour les différents traitements (p-
value = 0,04126). Ceci nous permet de dire que le traitement a eu un effet sur la germination

des graines de mais.

Le classement des moyennes des rangs par le test post-hoc de Kruskal-Wallis (annexe VIII) a
donné 2 groupes homogenes. La phytoremédiation, la bioaugmentation et le témoin sont
classés dans le groupe « a » et la biostimulation dans le groupe « b ». Ce classement indique
que le sol témoin a subit une décontamination par les microorganismes indigenes (atténuation

naturelle).

I11.1.1.6. Elongation racinaire

Les résultats montrent que 1’¢longation racinaire est plus ¢levée dans le sol traité par la
bioaugmentation, suivi du sol traité par la phytoremédiation, puis le sol témoin avec des
croissances respectives de 3,81 ; 3,67 et 0,75cm. Sur les deux semaines de I’expérience, les
graines plantées dans le sol traité par la biostimulation n’ont pas germé donnant ainsi une

croissance racinaire nulle (fig. 11).

Elongation racinaire (cm)
W

o ] ) o ) Traitement
Phytoremédiation Bioaugmentation = Biostimulation Témoin

Fig. 11 : Elongation racinaire du mais dans les différents sols

Le test de Kruskal-Walis (annexe VII) révele qu’il y a une différence significative entre
I’¢longation racinaire du mais des différents sols (p-value = 0,02233). Ce qui nous permet de

conclure que le sol a un effet sur la croissance racinaire des graines.
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Le test post-hoc de Kruskal-Wallis (annexe VIII) a classé les différents traitements en 3
groupes homogenes. La bioaugmentation et la phytoremédiation dans le groupe «a», le
témoin dans le groupe « b » et la biostimulation dans le groupe « ¢ », cela indique encore une

fois que la bioaugmentation et la phytoremédiation ont eu la méme efficacité.

II1.1.1.7. Essai de toxicité sur les vers de terre

Le test de toxicité aigiie effectué sur Eisenia a donné les résultats présentés dans la figure 12.
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Fig. 12 : Test d’écotoxicité sur les vers de terre

On constate qu’au bout de 14 jours, il y a une diminution du poids des vers dans la majorité
des sols. Néanmoins, elle est plus importante dans le sol traité par la bioaugmentation (0,41g)
suivit par le sol témoin (0,12g) et enfin celui de la phytoremédiation (0,06g). Quant au sol de
la biostimulation, les vers n’ont pas survécu au bout des premicres minutes de 1’expérience

d’ou la valeur nulle du poids.

L’analyse de ces données par le test de Kruskal-Wallis (annexe VII) révele qu’il n’y a pas de
différence significative entre les moyennes de la variable « poids des vers de terre » des
différents sols (p-value = 0,1242). Ce qui nous permet de déduire que le traitement n’a pas

d’effet sur le poids des vers.
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I11.1.2. Station Ouadhias
I11.1.2.1. Analyses physico-chimiques du sol

Les résultats de I’analyse du sol sont consignés dans le tableau 8.

Tableau 8 : Résultats des analyses physico-chimiques du sol

Analyse Résultats Analyses Résultats
N% 0,21 K Henin (cm/h) 3,51
Cco 3,94 Is 0,41
MO 6,78 P,0s (ppm) 272,51
C/N 19,00 CEC 16,40
pH 7,77 Fe™ (ppm) 0,29
CaCO3% 0,50 Mn"" (ppm) 0,04
CE 0,24 Zn" (ppm) 0,000
H% 2,52 Cu'" (ppm) 2,5208
K" (meg/100g) 0,79 Pb (ppm) 3,03075
Na™ (meq/100g) 0,51 Cd (ppm) 0,0000
Ca" (meq/100g) 21,33 Cr (ppm) 6,32850
Mg (meq/100g) 3,46 Ni (ppm) 1,22775

Le sol a une texture fine limono argileuse (A =32,07% ; L = 34,93% ; S = 37,97%) indiquant
que le sol est battant (tendance du sol a se tasser en surface sous I’effet de la pluie et a former
une croute imperméable a 1’eau et a ’air), colmatant, ce qui a pour effet d’asphyxier les

racines et les organismes vivants.

D’apres les normes d’interprétation (annexe I), ce sol est classé dans la catégorie « sol riche »,
avec un taux d’azote compris entre 0,15 et 0,25% et un rapport C/N considéré comme
relativement ¢€levé (> 12). Ces résultats indiquent une activité biologique dégradante réduite
conduisant a une humification de la matiere organique. Le pH, la conductivité électrique et la
teneur en calcaire du sol le classent comme 1égeérement alcalin (pH= 7,77), non salin (CE <

0,6) et non calcaire (< 5%).
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II1.1.2.2. Activité biologique globale

D’aprés la figure 13, Pactivité biologique est plus intense dans les sols traités que dans le
témoin (10,1mg). La biostimulation a enregistré la plus grande valeur (20,4mg), suivi de la

bioaugmentation (16,8mg) et enfin le sol traité par phytoremédiation (13mg).
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Fig. 13 : Activité biologique globale des différents sols

L’analyse de ces données par le test de I’anova (annexe IX), révele qu’il y a une différence
trés hautement significative entre 1’activité biologique mesurée dans les différents sols (p-
value = 2,83.10”). Ce qui nous permet de conclure que le traitement a un effet sur I’activité

des microorganismes.

Le test de Newman-Keuls (annexe X) a classé les différents traitements en 4 groupes
homogenes. La biostimulation est classée dans le groupe « a », la bioaugmentation dans le
groupe « b », la phytoremédiation dans le groupe « ¢ » et le témoin dans le groupe « d ». Ce
classement indique que les sols n’ont pas agit de la méme fagon sur I’activité biologique et

que les traitements n’ont pas eu la méme efficacité.
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1I1.1.2.3. Activité de la catalase

On remarque, dans la figure 14, qu’il y a une augmentation de I’activité enzymatique des sols
traités par rapport au témoin (0,99 ml). La plus élevée a été enregistrée avec la
phytoremédiation (1,11ml), suivi de la bioaugmentation (1,04ml), puis de la biostimulation

(1,02ml).
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Fig. 14 : Activité de la catalase des différents sols

Le test de ’anova (annexe IX) réveéle qu’il n’y a pas de différence significative entre les
volumes de H,0, catalysé dans les différents sols (p-value = 0,08348). Ce qui signifie que le

traitement n’a pas d’effet sur ’activité enzymatique du sol.

I11.1.2.4. Analyse quantitative des hydrocarbures totaux

La figure 15 présente les résultats obtenus apres 1’évaluation quantitative des hydrocarbures
dans les différents sols. La quantité¢ d’hydrocarbures a baiss¢ dans tous les sols traités en
comparaison avec le t¢émoin (0,045g). Cette diminution est plus importante dans les sols ayant
subi la bioaugmentation et la biostimulation dans lesquels les quantités d’hydrocarbures
résiduels sont respectivement de 0,02g et 0,03g, puis dans celui traité par la phytoremédiation

avec 0,035g.
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Fig. 15 : Quantité des hydrocarbures extraite des différents sols

Le résultat du test de I’anova (annexe IX) révele qu’il n’y a pas de différence significative
entre la quantité d’hydrocarbures des différents sols (p-value = 0,28). Ce qui nous permet de

dire que le traitement n’a pas d’effet sur le taux des hydrocarbures.

II1.1.2.5. Test de germination

Les résultats du taux de germination du mais des différents sols sont illustrés dans la figure
16.
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Fig. 16 : Taux de germination du mais
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Les résultats montrent qu’il y a eu germination dans les sols traités par la phytoremédiation et
la bioaugmentation ainsi que dans le sol témoin mais aucune graine n’a germé dans celui
trait¢ par la biostimulation. Le témoin présente une bonne germination, malgré la
contamination du sol, avec un taux de 90%, équivalent a celui obtenu aprés la

bioaugmentation et supérieur a celui enregistré apres la phytoremédiation (83,33%).

Le test de Kruskal-Walis (annexe VII) révele qu’il n’y a pas une différence significative entre
les moyennes du taux de germination du mais (p-value = 0,07297). Ce qui signifie que le

facteur « traitement » n’a pas d’effet sur la variable quantitative mesurée.

I11.1.2.6. Elongation racinaire

D’apres la figure 17, la valeur de 1’élongation racinaire la plus ¢€levée est enregistrée dans le
sol traité par la phytoremédiation (0,67cm), suivi du sol témoin (0,55cm), puis celui traité par
la bioaugmentation (0,33cm). Enfin, le sol traité par la biostimulation n’ayant pas permis aux

graines de germer, cette mesure n’a pas pu étre réalisée.
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Fig. 17 : Elongation racinaire du mais dans les différents sols

Le test de I’anova (annexe IX) révéle qu’il n’y a pas une différence significative entre
’¢longation racinaire du mais dans les différents sols (p-value = 0,2031). Ce qui nous permet

de conclure que le traitement n’a pas d’effet sur la croissance racinaire des graines.
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I11.1.2.7. Essai de toxicité sur les vers de terre

Les résultats obtenus apres le test de toxicité aigiie sur Eisenia sont illustrés dans la figure 18.
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Fig. 18 : Test d’écotoxicité sur les vers de terre

Les résultats du test nous a permis de constater une diminution du poids des vers dans les sols
de la phytoremédiation (0,24g), de la bioaugmentation (0,09g) et du témoin (0,05g) au bout de
14jours d’essai. Concernant le sol de la biostimulation, les vers n’ont pas survécu au bout des

premicres minutes de 1’essai d’ou la valeur nulle du poids.

L’analyse de ces données par le test de Kruskal-Wallis (annexe VII) révéle qu’il n’y a pas une
différence significative entre les moyennes de la variable « poids des vers de terre » des
différents sols (p-value = 0,07816). Ce qui nous permet de déduire que le traitement n’a pas

d’effet sur le poids des vers.

I11.1.3. Comparaison des deux stations

I11.1.3.1. Activité biologique globale

La figure 19 illustre 1’activité biologique globale du sol (traité et non trait¢) dans les deux

stations.
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Fig. 19 : Activité biologique globale des deux stations

D’aprés les résultats du test respirométrique, on remarque que les sols traités par
phytoremédiation et par bioaugmentation ont eu une activité plus intense dans le sol de la
station de Boukhalfa avec 25,2 et 24,3mg/100g de sol respectivement contre 13 et
16,8mg/100g du sol de la station des Ouadhias.

Le test de Mann-Whitney (annexe XI) révele qu’il y a une différence significative entre
Iactivité biologique des deux stations (p-value = 8,516.107). Ce qui signifie que les

traitements ont agit différemment dans les sols des deux stations.

1I1.1.3.2. Activité de la catalase

L’activité de la catalase du sol estimée dans les deux stations est illustrée dans la figure 20.
Les valeurs de I’activité¢ de cette enzyme sont plus é€levées apres traitement des sols par
phytoremédiation et bioaugmentation au niveau des Ouadhias avec respectivement 1,11 et

1,04ml contre 0,97 et 0,85ml de H,O, catalysé¢ dans la station de Boukhalfa.
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Fig. 20 : Activité de la catalase dans les sols des deux stations

Le test de Mann-Whitney (annexe XI) révele qu’il y a une différence significative entre
I’activité de la catalase des deux stations (p-value = 0,003012). Ce qui signifie que la station a

un effet sur la quantité d’enzymes actives dans le sol.
I11.1.3.3. Analyse quantitative des hydrocarbures totaux

Les quantités des hydrocarbures évaluées dans les deux stations sont présentées dans la figure

21.
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Fig. 21 : Quantités des hydrocarbures extraites des sols des deux stations
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En comparant les quantités d’hydrocarbures extraites des sols avant traitements, on remarque
que la concentration est plus ¢élevée dans la station des Ouadhias que dans celle de Boukhalfa

avec une valeur de 0,045g contre 0,01g soit une différence de 77,78%.

Dans les deux stations, la quantité des hydrocarbures a considérablement diminuée apres le
traitement du sol par bioaugmentation (Ouadhias 55,56% ; Boukhalfa 50%). Celui-ci a été
plus efficace que la biostimulation (Boukhalfa 50%; Ouadhias 33,33%) et la
phytoremédiation (Boukhalfa 40% ; Ouadhias 22,22%)).

Compte tenu de ces résultats, 1’efficacité des traitements est différente d’une station a une
autre. La bioaugmentation a ét¢ la plus performante dans la station des Ouadhias

contrairement a celle de Boukhalfa ou les traitements ont eu a peu pres la méme efficacité.

L’analyse de ces données par le test de Mann-Whitney (annexe XI) nous a permis de déduire
qu’il y avait une différence significative entre la quantité des hydrocarbures dans les sols des
deux stations (p-value = 0,0009138). Ce qui signifie que la station a eu un effet sur la quantité

des hydrocarbures.
I11.1.3.4. Test de germination

La figure 22 présente le taux de germination du mais dans les stations Boukhalfa et Ouadhias.
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Fig. 22 : Taux de germination du mais dans les deux stations
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Les résultats obtenus montrent qu’il y a une différence du taux de germination observée dans
les deux stations. Un taux de germination plus élevé a été observé dans les sols de Boukhalfa
par rapport a ceux des Ouadhias. Pour la phytoremédiation, nous avons eu un taux de
100% contre 83,33%, suivi de la bioaugmentation avec 96,66% contre 90% et enfin pour le
témoin 93,33% contre 90%. Concernant la biostimulation les résultats sont similaires dans les
deux stations avec 0%. On constate une amélioration du taux de germination dans la station
de Boukhalfa, contrairement a celle des Ouadhias ou la germination a été équivalente apres

traitement par bioaugmentation et inférieure aprés phytoremédiation.

Le test de Mann-Whitney (annexe XI) révele qu’il n’y a pas de différence significative entre
le taux de germination du mais dans les sols des deux stations (p-value = 0,3796). Ce qui
signifie que les moyennes sont égales et que la station n’a donc, pas d’effet sur la

germination.
I11.1.3.5. Elongation racinaire

Les mesures de 1’élongation racinaire effectuées sur les graines de mais des deux stations sont

représentées dans la figure 23.
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Fig. 23 : Elongation racinaire du mais dans les deux stations

Selon ces résultats, la croissance racinaire est plus importante dans le sol de la station de

Boukhalfa que dans celui de la station des Ouadhias, avec une différence de 3,48cm pour les
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sols traités par bioaugmentation, 3cm pour les sols de la phytoremédiation et 0,2 cm pour les
sols témoins. Il n’y a pas de différences entre les deux stations dans les sols traités par la

biostimulation.

Le test de Mann-Whitney (annexe XI) révele qu’il n’y a pas de différence significative entre
I’¢longation racinaire du mais des deux stations (p-value = 0,1809). Ce qui signifie que la

station n’a pas d’effet sur la croissance racinaire des plantules de mais.
I11.1.3.6. Essai de toxicité sur les vers de terre

La figure 24 montre la perte de poids observée chez les vers aprés 14 jours. Ces valeurs sont

obtenues apres une différence réalisée entre le poids des vers avant et apres I’essai.
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Fig. 24 : Différence de poids chez Eisenia apres le test d’écotoxicité

La perte de poids des vers a été importante et équivalente dans les sols traités par
biostimulation pour les deux stations (0,83g), ceci est di a la mort immédiate de tous les vers.
Tous les autres traitements et les sols témoins ont montré une perte de poids différente d’une
station a l’autre. Ainsi, dans le sol de la station de Boukhalfa, c’est celui traité par
phytoremédiation qui a été le moins toxique pour les vers de terre avec une faible perte de
poids. Dans la station des Ouadhias, c’est dans le sol traité par bioaugmentation qu’on a

enregistré la baisse de poids la plus faible.
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Au niveau des deux stations, on n’a pas observé de grandes pertes de poids dans les sols
témoins, ceci est dii a [Dactivité des microorganismes indigénes qui dégradent les

hydrocarbures (atténuation naturelle).

L’analyse des données par le test de Mann-Whitney (annexe XI) montre qu’il n’y a pas de
différence significative entre la perte de poids dans les sols des deux stations (p-value =

0,6201). On conclue que la station n’a pas d’effet sur la baisse du poids des vers de terre.
I11.2. Discussion

Dans chaque station, 1’activité biologique mesurée dans les sols traités est supérieure aux sols
témoins. Cette amélioration de la qualité biologique du sol peut étre due a la dégradation des
hydrocarbures aprés 1’application des différentes techniques biologiques. Des résultats
similaires ont été observés apres traitement du sol par Bioaugmentation (Madani et Halil,
2017), par Biostimulation (Yennek et Zaouche, 2017). Nos résultats différent de ceux
observés par Kabri et Taibi (2016), qui n’ont pas eu une amélioration de 1’activité biologique

globale apres la phytoremédiation.

Au niveau de la station de Boukhalfa, 1’activité de la catalase montre que les microorganismes
indigenes utilisent les polluants comme substrats (atténuation naturelle). En effet, I’activité
mesurée dans le sol témoin (non traité) est supérieure a celle des sols traités (excepté celui
trait¢ par phytoremédiation ou elle a €té égale). Selon plusieurs auteurs, lorsque les polluants
sont utilisés comme substrats, ils peuvent avoir une action positive sur I’activité microbienne
en favorisant une production d’enzymes plus élevée (Wyszkowska et al., 2006; Dindar et al.,

2015).

Par ailleurs, I’activité de la catalase mesurée dans la station des Ouadhias, est supérieure dans
les sols traités que le témoin, ce qui veut dire que le traitement du sol a conduit a une
augmentation de [Dactivité enzymatique. Gianfreda et al (2005) affirment que la
contamination par les hydrocarbures affaiblit ou inhibe totalement les activités enzymatiques
du sol et que I'é¢tendue de cet effet croit significativement avec I'augmentation du niveau de la

pollution.

En comparant I’activité de la catalase enregistrée dans les deux stations, nous remarquons que
celle des Ouadhias est plus ¢élevée que celle de Boukhalfa. Ces résultats peuvent s’expliquer

par la quantit¢ de MO contenus dans ces sols, celle des Ouadhias est supérieure a celle de
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Boukhalfa (6,78> 3,60). En effet I’activité enzymatique est étroitement liée au taux de MO du
sol (Knight et Dick, 2004 ; Dick, 1997 in Hamitouche et Henadci, 2018).

L’activité biologique du sol de Boukhalfa est supérieure a celle des Ouadhias, ces résultats
sont contraires a ceux observés pour 1’activité de la catalase. Il existe de nombreuses preuves
qu’une fraction importante de I’activité enzymatique mesurée dans le sol provient d’enzymes

extracellulaires (Knight et Dick, 2004).

Dans les deux stations, le sol traité par la biostimulation n’a pas permis la germination des
graines de mais. Ces résultats sont causés par un exces de nutriments (azote) engendré lors de
la mise en place du traitement. Cette hypothése est confirmée par les résultats obtenus apres
I’analyse physico-chimique des sols (Boukhalfa, trés riche et Ouadhias, riche en azote).
L’exces d’azote a entrainé 1’appauvrissement du sol en carbone et en MO, ce qui favorise une

pollution aux nitrates (Marseault et a/., 2020).

Dans les sols témoins ont été enregistrées une bonne germination et une bonne €élongation
racinaire du mais malgré la présence des carburants. Ceci peut étre di a I’absence de
phytotoxicité des contaminants qui ne contiendraient pas les fractions les plus toxiques ou qui
ne seraient pas présents a des concentrations trés élevées (cas de la station-service de
Boukhalfa). C’est dans ce contexte que plusieurs auteurs ont montré que 1’ampleur des effets

des hydrocarbures différait selon leurs concentrations (Chaineau et al., 1997).

Par ailleurs, nous remarquons que les graines de mais ont eu une meilleure germination dans
les sols issus de la station de Boukhalfa que dans ceux des Ouadhias. Ceci peut s’expliquer
par la CEC qui est plus élevée pour Boukhalfa que pour Ouadhias, car plus elle est élevée plus
elle peut retenir des cations dans le sol, ce qui améliore la structure du sol et permet

d’alimenter correctement les végétaux (Masson, 2012).

Concernant I’essai de toxicité sur les vers, il n’y a pas eu de différence significative entre les
pertes de poids dans les deux stations. Cependant, la mort des vers observée dans le sol traité

par la biostimulation, nous confirme I’hypothése d’un exces de fertilisants dans le sol.
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Conclusion générale

Dans ce mémoire, nous avons procédé a une ¢tude de décontamination biologique de sols
issus de deux stations-service pollués par les carburants (essence et gasoil). Les techniques
qui ont été appliquées sont la phytoremédiation, la bioaugmentation et la biostimulation, dont

I’efficacité a été évaluée par I’application des bio-essais.

Au terme de notre travail, nous avons obtenu une amélioration de la qualité biologique du sol,
qui s’est traduite par une augmentation de 1’activité biologique globale dans les sols traités au
niveau de chaque station. Ce résultat concorde avec 1’analyse des hydrocarbures résiduels, qui
nous a permis d’observer une diminution de la quantité¢ des hydrocarbures apres traitement

des sols.

L’activité de la catalase n’a pas fourni une grande indication sur 1’efficacité des traitements
appliqués sur le sol des deux stations, puisque I’effet de ces derniers n’a pas été significatif

sur I’activité de cette enzyme.

Les résultats enregistrés aprés le test de germination, I’élongation racinaire et le test de
toxicité sur les vers de terre ont été concluants pour les sols traités et témoins. Ceci s’explique
par lefficacit¢é des traitements appliqués (phytoremédiation et bioaugmentation) et
I’atténuation naturelle qui a eu lieu dans les sols non traités (témoins). Concernant la
biostimulation, la salinité du sol causée par I’exces de fertilisants n’a pas permis d’avoir des

résultats concluants.

A partir de cette étude, nous pouvons confirmer que les techniques biologiques sont efficaces
pour les traitements d’un sol pollué par les hydrocarbures. Cependant, la bioaugmentation et

la phytoremédiation ont donné des résultats satisfaisants pour tous les tests effectués.
Pour finir, nous proposons quelques perspectives pour les études futures, a savoir :

- Réaliser des analyses physico-chimiques du sol avant d’appliquer les techniques de
décontamination pour une meilleure estimation des mesures a effectuer (produits) ;

- Faire une quantification et une identification de la biomasse microbienne contenue
dans le sol dans le but d’approfondir I’interprétation des résultats en apportant plus de
précisions ;

- Faire une étude de décontamination avec les trois techniques tout en réalisant une
analyse physico-chimique des sols avant et aprés traitements, ce qui permettra de
mieux connaitre 1’évolution et I’influence de chacune d’entre elles sur ces parametres

dusol ;
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- Utiliser d’autre taxons et d’autres points finaux de mesure, tels que les activités

physiologiques et les tests de toxicité aigiie pour compléter les tests réalisés.
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Annexes

Annexe I : Normes d’interprétations

I.1. Normes d’interprétation de I’azote (Calvet et Villemin., 1986)

Interprétations | Tres pauvre Pauvre Moyen Riche Tres riche
Valeurs de
<0,05 0,05-0,1 0,1-0,15 0,15-0,25 >0,25
I’azote (%)

I.2. Normes d’interprétation pour le rapport C/N (Gagnard et al., 1988)

Interprétations Faible Normale Fort
Valeurs du C/N <8 8-12 >12

I.3. Normes d’interprétation du pH du sol selon le Mémento de I’agronome (1983)

Valeurs du pH Interprétations
<4,5 Extrémement acide
4,5-5 Treés fortement acide

5,1-5,5 Fortement acide
5,6-6,5 Faiblement acide
6,6-7,3 Neutre
7,4-7.8 Légerement alcalin
7,9-8,4 Moyennement alcalin
8,5-9 Fortement alcalin
>9 Tres fortement alcalin

I.4. Normes d’interprétation de la CE (Mathieu et al., 2003)

Valeurs de la CE Interprétations
0-0,6 Non salé
0,6-1 Légerement salé
1-2 Salé
2-4 Tres salé
>4 Extrémement salé




I.5. Normes d’interprétation du calcaire total (FAO)
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Valeurs du calcaire (%)

Interprétations

<5 Non calcaire
5-12,5 Faiblement calcaire
12,5-25 Modérément calcaire
25-37,5 Assez fortement calcaire
37,5-50 Fortement calcaire

>50 Tres fortement calcaire

I.6. Normes d’interprétation de la matiere organique (Soltner, 1981)

Valeur de la MO Interprétations
<1 Extrémement faible
1-1,5 Trés faible
1,5-2,5 Faible
2,5-3,5 Moyen
3,5-4,5 Moyennement élevé
4,5-5 Elevé
>5 Tres élevé

Annexe II : Résultats de 1’analyse quantitative des hydrocarbures

I1.1. Station de Boukhalfa

Sol Poids des hydrocarbures (g) Moyenne (g)

0,01

Phytoremédiation

0,01

0,01

0,01

0,01

Bioaugmentation

0

0,005

0,005

0

Biostimulation

0,01

0,005

0,005
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Témoin

0,02

0,01

0,01

I1.2. Station des Ouadhias

Sol

Poids des hydrocarbures (g)

Moyenne (g)

Phytoremédiation

0,04

0,03

0,035

0,035

Bioaugmentation

0,04

0

0,02

0,02

Biostimulation

0,01

0,05

0,03

0,03

Témoin

0,05

0,04

0,045

0,045

Annexe III : Résultats de 1’activité biologique globale
II1L.1. Station de Boukhalfa

Sols Viasos (ml) Quantité de C Moyenne des
(mg) répétitions (mg)

8,1 24,3

Phytoremédiation 8,7 26,1 25,2
8,4 25,2
8,6 25,8

Bioaugmentation 8,1 243 243
7,6 22,8
7,3 21,9

Biostimulation 6,7 20,1 20,6
6,6 19,8
4,1 12,3

Témoin 3,2 9,6 9,3

2 6




II1.2. Station des Ouadhias
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Sols Vh2s04 (ml) Quantité de C Moyenne des
(mg) répétitions (mg)
4,4 13,2
Phytoremédiation 4.4 13,2 13

4,2 12,6
5,2 15,6

Bioaugmentation 6 18 16,8
5,6 16,8
6,4 19,2

Biostimulation 6.5 19,5 20,4
7,5 22,5
3,2 9,6

Témoin 3,7 11,1 10,1
3,2 9,6

Annexe IV : Résultats de I’analyse de la catalase

Vinitiar = 1, 25 ml
\% H202 catalysé — v initial — v n’ayant pas réagit

IV.1. Station de Boukhalfa

C H202 = 0,088 mol/L

CKMnO4 = 0,02 mol/L

Sols VKMnO4 N KMnO4 n 1202 A% n’ayant pas réagit \% H202 Catalysé
(ml) (mol) (mol) (ml) (ml)
0,6 1,2.10° 3.10” 3,41.10™ 0,909
Phytoremédiation 0,6 1,2.10” 3.107 3,41.10" 0,909
0,3 6.10° 1,5.10° 1,70.107 1,08
1 2.107 5.10” 5,68.10" 0,682
Bioaugmentation 0,4 8.10° 2.10° 2,27.10" 1,023
0,7 1,4.10° | 3,5.107 3,98.10" 0,852
0,6 1,2.10” 3.10” 3,41.10™ 0,909
Biostimulation 0,6 1,2.107 3.107 3,41.10°" 0,909
0,6 1,2.107 3.10” 3,41.107 0,909
0,6 1,2.107 3.107 3,41.10" 0,909
Témoin 0,4 8.10° 2.10” 2,27.107 1,023
0,5 10° 2,5.107 2,84.107 0,966

Moyenne des répétitions

Sol \Y Catalysé
PH 0,966
BA 0,852
BS 0,909
T 0,966
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IV.2. Station des Ouadhias

Sols \Y% KMnO4 1 KMnO4 N H202 A% n’ayant pas réagit \Y% catalysé
(ml) (molg (molg (ml) : (ml)
0,2 410 1.10 1,14.10° 1,136
Phytoremédiation 0,25 5.10° 1,25.107 1,42.10" 1,108
0,3 6.10° 1,5.10° 1,70.10 1,08
0,4 8.10° 2.10° 2,27.10" 1,023
Bioaugmentation 0,3 6.10° 1,5.10° 1,70.10™ 1,08
0,4 8.10° 2.10° 2,27.107 1,023
0,4 8.10° 2.10° 2,27.10" 1,023
Biostimulation 0,4 8.10° 2.10” 2,27.10" 1,023
0,4 8.10° 2.10° 2,27.107 1,023
0,6 1,2.10° 3.107 3,41.10" 0,909
Témoin 0,45 9.10° 2,25.107 2,56.10" 0,994
0,3 6.10° 1,5.10° 1,70.10 1,08

Moyenne des répétitions

Sol \Y Catalysé
PH 1,108
BA 1,042
BS 1,023
T 0,994

Annexe V : Résultats du taux de germination

V. Station de Boukhalfa

Traitements Opération Taux de germination (%)
Phytoremédiation (30/30)*100 100
Bioaugmentation (29/30)*100 96,66

Biostimulation (0/30)*100 0
Témoin (28/30)*100 93,33

V. Station des Ouadhias

Traitements Opération Taux de germination (%)
Phytoremédiation (25/30)*100 83,33
Bioaugmentation (27/30)*100 90

Biostimulation 0 0
Témoin (27/30)*100 90
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Annexe VI : Résultats de I’élongation racinaire

VI. Station de Boukhalfa

Traitements 2" mesure 17 mesure Elongation racinaire (cm)
Phytoremédiation 6,75 3,08
Bioaugmentation 5,66 1,85
Biostimulation 0 0
Témoin 8,73 7,98
VI. Station des Ouadhias
Traitements 2°™ mesure 17 mesure Elongation racinaire (cm)
Phytoremédiation 2,54 1,87
Bioaugmentation 1,81 1,48
Biostimulation 0 0
Témoin 13,32 12,77

Annexe VII : Test de Kruskal-Wallis

e Activité biologique globale de Boukhalfa

> kruskal.test (AB~z0l)

Eruskal-Wallis rank sum test

data: &B by sol
Eruskal-Wallis chi-squared = 9,5848, df = 3, p-value = 0.0

[
[
e
o

e Taux de germination de Boukhalfa

» kruskal.test (G~30l)

Kruskal-Wallis rank sum test

data: G by sol
Fruskal-Wallis chi-sguared = 8.2425, df = 3, p-value = 0.0412¢

e Taux de germination des Ouadhias

> kruskal.test (G~ao0l)

Eruskal-Wallis rank sum test

data: G by sol
Kruskal-Wallis chi-squared = &.9667, df = 3, p-value = 0.07297
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e FElongation racinaire de Boukhalfa

» kruskal.test (ER~30l)
Kruskal-Wallis rank sum test

data: ER by 5ol
Eruskal-Wallis chi-sguared = 9.5957, df = 3, p-value = 0.02233

e Test d’écotoxicité sur les vers de terre de Boukhalfa

» kruskal.test (VI~z0l)
Kruskal-Wallis rank sum test

data: VT by =ol
Eruskal-Wallis chi-sguared = 5.7544, df = 3, p-value = 0.1242

e Test d’écotoxicité sur les vers de terre des Ouadhias

> kruskal.test (VI~z0l)
Eruskal-Walliz rank sum test

data: VT by sol
Kruskal-Wallis chi-squared = 6.8114, df = 3, p-value = 0.07816

Annexe VIII : Test post-hoc de Kruskal-Wallis

e Activité biologique globale de Boukhalfa

Sgroups
S8 groupss=

ph 10.16a6667T 2
Ea 858.833333 2
b= S . O00000 b
= Z . 000000 =

e Taux de germination de Boukhalfa

Sgroups

G group=
ph 9.500000
ba T.666667
T 6.833333
b= Z2.000000

OTppp
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e FElongation racinaire de Boukhalfa

Sogronmp =
FR g couapsss

E= IO =
=En = =
= L= E=
= = [

Annexe IX : Test de ’anova

e Activité biologique globale des Ouadhias

> reg.aovl=lm(AB~=s0l)
» anova (reg.aovl)
Analysis of Variance Table

Response: LB

Df 5Sum S5g Mean S5g F value Bri>F)
z0l 3 20.1292 6.7097 42.838 2.836e-05 #*##
Residuals 8 11,2533 0.1567

Signif. codes: O ****f 0.001 ‘**" 0,01 **r 0.05 *." 0.1 * " 1

e Activité de la catalase de Boukhalfa

> reg.aovl=lm({CAT~=z0l)
> anova(reg.aovl)
Analy=sis of Variance Table

Response: CAT
Df Sum S5g Mean 5gq F walue Pr(>F)
sol 3 027933 0.0093111 0.8%6 0.4841
i

0.
Eesiduals 0.083133 0.0103917

e Activité de la catalase des Ouadhias

> reg.aovl=lm(CAT~=0l)
> anova(reg.aovl)
Analy=sis of Variance Takle

Response: CAT

Df Sum Sqg Mean S5g F walue Pr(>F)
s0l 3 0.022425 0.0074750 3.2036 0.08348
Residual=s & 0.018667 0.0023333

S5ignif. codes: O *®%=%f 0,001 '*+%" Q.01 <" Q.05 *." 0.1 " 1

e Analyse quantitative des hydrocarbures de Boukhalfa

> reg.aovl=lm(HC~=3ol)
> anova {reg.aovl)
hnalv=i=s of Variance Table

Response: HC

DEf Sum 5gq HMean 5g F walus Pr (>F)
sol 3 0.000051 1.70e—-05 ©0.4096 0.7505
Besidual=s £ 0.000332 4.15e-05
=
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e Analyse quantitative des hydrocarbures des Ouadhias

> reg.aovl=lm{hc~z30l)
> anova (reg.aovl)
Analvsis of Variance Table

Response: hc

Df Sum 5q 2 Mean 5g F wvalue Pri>F)
sol 3 0.000875 0.0003250 1.5294 0.28
Re;idaals 8 0.001700 0.0002125

e FElongation racinaire des Ouadhias

> reg.aovli=lm(ER~30l)
> anova(reg.aovl)
Analysiz of Variance Takle

Response: ER

Df 5Sum 5g Mean 5gq F walue Pr(>F)
o0l 3 0.78649 0.26216 1.9316 0.2031
Residuals 8 1.08580 0.13573

Annexe X : Test de Newman-Keuls

e Activité biologique globale des Ouadhias

Sgroups
IR groupos

ph 10.l166667 =1
ba B.BE33333 a
b= S.000000 ja
L 2. 000000 [

Annexe XI : Test de Mann-Whitney

e Activité biologique globale de la comparaison

» wWwilcox.teat (AB~atation)
Wilcoxon rank sum test with continuity correction
data: AB by station

W = 140.5, p-value = 8.516e-05
alternative hypothesis: true location shift is not equal to O

e Activité de la catalase de la comparaison

> wilcox.test (CAT~station)
Wilcoxon rank sum test with continuityv correction
data: CAT by station

W=21.5 p-value = 0.003012
alternative hypothesis: true location shift is not egual to O




e Analyse quantitative des hydrocarbures de la comparaison

> wilcox.test (hc~atation)
Wilcoxon rank sum test with continmity correction
data: hc by station

W = 15, p-value = 0.0005138
alternative hypothesis: true location shifrt is not egual to 0

e Taux de germination de la comparaison

> wilcox.test (G~station)
Wilcoxon rank sum test with continuity correction
data: G by station

W = 87, p-value = 0.379&
alternative hypothesis: true location shift i=s not equal to 0

e [’¢longation racinaire de la comparaison

> wilcox.test (EE~=ztation)
Wilcoxon rank sum test with continuity correction
data: ER by station

W = 95.5, p-value = 0.180%
alternative hypothesis: true location shift is not equal to O

e Test d’écotoxicité sur les vers de terre de la comparaison

> Wwilcox.test (VI~station)
Wilcoxon rank sum test with continulty correction
data: VT by station

W = 81, p-value = 0.6201
alternative hypothesis: true location shift i=s not eqgual to 0
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Résumé

Ce travail consiste a évaluer, par le biais de bio-essais, I’efficacité des techniques de
bioremédiation (phytoremédiation, bioaugmentation, biostimulation), utilisées afin de
décontaminer des sols pollués aux hydrocarbures de deux stations-service (Boukhalfa et
Ouadhias). Nous avons utilisé des sols témoins, qui ont connu une atténuation naturelle et des

sols décontaminés par des techniques biologiques afin de comparer I’efficacité des traitements.

Selon les résultats de cette étude, 1’efficacité des traitements différent d’une station a une autre,
ce qui est da a la différence des caractéristiques et éventuellement au niveau de pollution des

deux sols.

Mots clés : phytoremédiation, bioaugmentation, biostimulation, bio-essais, pollution,

carburants, stations-service.
Abstract

This work consists in evaluating, through bioassays, the efficiency of bioremediation
techniques (phytoremediation, bioaugmentation, biostimulation), used in order to
decontaminate soils polluted with hydrocarbons from two service stations (Boukhalfa and
Ouadhias). We wused control soils, which had undergone natural attenuation, and

decontaminated soils in order to compare the effectiveness of the treatments.

According to the results of this study, the effectiveness of the treatments differed from one
station to another, which is due to the differences in characteristics and possibly at the pollution

level of the two soils.

Keywords: phytoremediation, bioaugmentation, biostimulation, bioassay, pollution, fuels, gas-

stations.
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