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Introduction genérale

L'homme a toujours été fasciné par la nature et ses merveilles, mais il en est également
le principal responsable de sa dégradation. Parmi les problémes environnementaux majeurs
auxquels nous sommes confrontés aujourd'hui, la pollution des sols par les hydrocarbures

constitue un défi complexe qui nécessite une attention particuliére.

En effet, l'utilisation intensive des ressources énergétiques fossiles au cours des
derniéres décennies a entrainé une augmentation significative de la contamination des sols par
les hydrocarbures. Face a cette situation préoccupante, il est impératif de trouver des solutions

durables pour restaurer ces sols pollués et préserver notre environnement.

La présente étude s’est concentrée sur la remédiation des sols pollués par les
hydrocarbures dans la région de Hassi Messaoud, ou se trouve la base pétroliere de
SONATRACH. Les sols de cette zone ont été contaminés en raison de déversements de
pétrole et de ses dérivés lors des opérations de forage et de transport, ce qui représente un
risque élevé de pollution des eaux souterraines. C'est dans ce contexte que s'inscrit notre étude
sur le traitement biologique comme alternative prometteuse pour remédier a ce probléme

écologique majeur.

Dans notre travail nous avons procédé avec la méthode de bioremédiation, en utilisant
les techniques de bioaugmentation et de biostimulation. Cette approche offre plusieurs
avantages non négligeables. Elle est respectueuse de I'environnement, économiquement viable

(parmi les moins codteuses), et potentiellement applicable a grande échelle.[1]

Dans un premier temps, nous avons effectué une analyse détaillée des sols pollués, en
examinant des parametres tels que le pH, le carbone organique, I’azote, et d’autres encore.
Cette évaluation nous a permis de mieux comprendre 1’étendue de la pollution et de
déterminer les besoins spécifiques des sols en matiére de traitement. Par la suite, nous avons
entrepris le traitement des échantillons de sol en utilisant la technique de bioaugmentation, en
introduisant les boues activées (BA) acclimatées de consortiums de microorganismes
spécifiqguement sélectionnés pour leur capacité a dégrader les hydrocarbures présents.
Parallélement, nous avons également appliqué la méthode de biostimulation en ajoutant des
fertilisants organiques tels que le bouillon de dattes (Bdtt), le fumier de mouton (Fm) et la
solution BUSHNELL-HAAS (BH), pour favoriser la croissance des microorganismes

décomposeurs.
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Comme le disait si justement Rachel Carson, pionniére de la protection de
l'environnement: “Dans chaque grain de sol, il y a une histoire du monde”. Ainsi, en comprenant
mieux les mécanismes biologiques impliqués dans la dégradation des hydrocarbures présents dans

les sols pollués, nous pourrons contribuer a écrire une nouvelle page d'espoir pour notre planéte.”

Notre travail est structuré en cing chapitres, les trois premiers sont consacrés a une

bibliographique.

Dans le quatriéme chapitre, nous avons présenté les procédés expérimentaux mis en
ceuvre au cours de cette étude, ainsi que les techniques de mesure employées pour évaluer les

divers parametres étudiés.
Les résultats obtenus sont discutés en détail dans le dernier chapitre.

Ce mémoire est acheveé par une conclusion.
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Chapitre | Geéneralités sur le sol

I.1 Introduction

Le sol est un volume qui s’étend depuis la surface de la Terre jusqu’a une profondeur
marquée par I’apparition d’une roche dure ou meuble, peu altérée, ou peu marquée par la
pédogenese. L’épaisseur du sol peut varier de quelques centimétres a quelques dizaines de
meétres, ou plus. Il constitue, localement, une partie de la couverture pédologique qui s'étend a
l'ensemble de la surface de la Terre. Il comporte le plus souvent plusieurs horizons
correspondant a une organisation des constituants organiques et/ou minéraux (la terre). Cette
organisation est le résultat de la pédogenese et de l'altération du matériau parental. Il est le

lieu d’une intense activité biologique (racines, faune et micro-organismes)|2].

1.2 Les constituants du sol
Les constituants du sol sont généralement classés en trois catégories principales : les

minéraux, la matiére organique et l'eau.

e Minéraux : les minéraux constituent la principale composante solide du sol et
proviennent de la décomposition des roches et des minéraux primaires. Parmi les
minéraux couramment présents dans le sol, on trouve le quartz, les argiles, les feldspaths,

les micas, les oxydes de fer et les carbonates [3].

e Matiere organique : la matiere organique est composée de restes de plantes et d'animaux
en décomposition. Elle fournit des nutriments, améliore la structure du sol et favorise
I'activité biologique. La matiére organique du sol se présente sous diverses formes, telles
que les débris végétaux, les excréments animaux, les microorganismes et les substances

humiques([4].

e Eau : I'eau joue un réle primordial dans la composition du sol en remplissant les espaces
entre ses particules. Elle se trouve a disposition des plantes et des organismes présents
dans le sol. On peut distinguer trois types d'eau dans le sol : I'eau gravitationnelle (drainée
par la gravité), I'eau capillaire (retenue dans les pores du sol) et I'eau hygroscopique

(retenue a la surface des particules du sol)[5].

Il est important de souligner que la composition du sol peut étre significativement
différente en raison de divers facteurs tels que le type de sol, les conditions climatiques, la

présence de végétation et I'influence des activités humaines.
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1.2.1 Phase liquide

La phase liquide du sol, également connue sous le nom d'eau de sol, est I'eau contenue
dans les pores du sol. Elle est essentielle & de nombreux processus du sol, comme le transport
des nutriments, I'approvisionnement en eau des plantes et I'activité biologique[6].

1.2.2 Phase solide
La composante solide du sol est principalement composée de particules minérales, de
matiére organique en décomposition et de microorganismes. Elle joue un rdle essentiel dans le

maintien de la structure, de la fertilité et de la santé du sol[7].

1.2.3 Phase gazeuse
La phase gazeuse du sol correspond a I'état ou les composants volatils sont présents
sous forme gazeuse. Lorsque les éléments solides et liquides du sol s'évaporent, ils se

transforment en gaz et remplissent les espaces poreux entre les particules du sol[8].

1.3 Propriétés physico-chimiques de sol
Les sols présentent une grande variété de propriétés physiques et chimiques qui
peuvent varier en fonction de plusieurs facteurs tels que le type de sol, le climat et l'utilisation

des terres. Voici quelques-unes des propriétés courantes des sols :

a) La texture du sol se référe a la composition relative des particules de différentes tailles
(sable, limon, argile). Elle joue un rdle dans la rétention d'eau, 'aération et la capacité
de rétention des ¢léments nutritifs.

b) La structure du sol fait référence a l'arrangement des particules de sol en agrégats. Une
structure solide favorise la circulation de I'eau, de 1'air et des racines dans le sol.

c) Le pH du sol mesure son acidité ou son alcalinité. Il influe sur la disponibilité des
nutriments pour les plantes et 'activité des microorganismes du sol.

d) La capacité d'échange cationique (CEC) désigne la capacité du sol a retenir et a échanger
des cations tels que les nutriments essentiels pour les plantes. Elle affecte la fertilité du sol.

e) La teneur en matieére organique indique la quantité de matiére organique présente dans
le sol, résultant de la décomposition des matiéres végétales et animales. Elle contribue

a la fertilité du sol, a la rétention d'eau et a la structure du sol[9].
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1.4 Texture

La texture du sol se référe a la taille des particules minérales présentes dans le sol et a

leur agencement. Voici quelques termes couramment utilisés pour décrire la texture du sol,

ainsi que des références récentes en frangais :

a)

b)

Sableux : contient une proportion élevée de particules de sable, ce qui lui confére une
texture légere et granuleuse. Ils sont des grains de taille relativement grossiére, entre
0,05 et 2 mm[10].

Une capacité de rétention d'eau supérieure. ils sont des particules de taille intermédiaire,
entre 0,002 et 0,05 mm[11].

Argileux : contient une proportion élevée de particules d'argile, ce qui lui confére une
texture lourde et collante. Ils sont des particules fines, inférieures a 0,002 mm[12].
Sablo-limoneux : présente une combinaison de sable, de limon et d'argile, offrant une
texture équilibrée et une bonne capacité de rétention d'eau[13].

Structure: La structure du sol se référe a I'organisation des différentes couches constituant le

sol, ainsi qu'a leurs propriétés physiques, chimiques et biologiques. Ces couches sont appelées

horizons et sont classifiées en fonction de leurs caractéristiques distinctives.

Voici une description de la structure du sol :

a)

b)

d)

Horizon O : C'est la couche supérieure du sol, composée principalement de matiere
organique en décomposition, de feuilles et de débris végétaux. Elle joue un réle crucial
dans le maintien de la fertilité du sol[14].

Horizon A : Cette couche est également appelée horizon de surface et contient un
mélange d'humus (matiére organique partiellement décomposée) et de minéraux. C'est
la que se produisent la plupart des processus biologiques du sol[15].

Horizon B : Cette couche se situe en dessous de I'horizon A et contient une
accumulation de minéraux et d'autres matériaux déplacés depuis I'norizon supérieur.
Elle peut presenter des caracteristiques distinctives telles que des argiles, des oxydes de
fer ou des carbonates[16].

Horizon C : Cet horizon est principalement composé de matériaux rocheux non altérés
et se trouve en dessous de I'horizon B. 1l peut s'agir de matériaux parentaux tels que des
roches ou des sédiments non modifiés[17].

Porosité : La porosité du sol fait référence a la quantité d'espace poreux présent dans le

sol, c'est-a-dire la proportion d'espaces vides qui peuvent étre remplis d'eau, d'air et

5
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d'autres substances. La porosité est un parametre clé pour comprendre la capacité du
sol a retenir I'eau, a permettre la circulation de l'air et a fournir un environnement

favorable a la croissance des plantes.

L.5 Perméabilité

La perméabilité est la capacité d'un matériau a permettre le passage d'un fluide (liquide
ou gaz) a travers lui. On mesure géneralement cette capacité en évaluant le débit de fluide qui

traverse une unité de surface du matériau pendant une unité de temps.

La perméabilité est souvent exprimée en utilisant des unités spécifiques au domaine
d'application. Par exemple, en géologie, la perméabilité peut étre quantifiée en utilisant les
darcys (D). Les darcys représentent le débit de fluide en cm?/s qui traverse un matériau de 1

cm2 sous une différence de pression de 1 atm[18].

1.6 Capacité de rétention

La capacité de rétention, également appelée mémoire de rétention ou capacité de
stockage, est la capacité d'un systeme a conserver et a se souvenir des informations qui lui

sont présentées sur une période donnée[19].

1.7 Potential d’ hydrogene PH

D’aprés (Duchaufour) le PH du sol concerne I’eau interstitielle, selon sa valeur on

distingue :

» Les sols acides dont le pHE7
» Les sols neutres dont le pH=7
» Les sols basiques dont le pHE7

1.8 Potentiel redox

Le potentiel redox du sol désigne sa capacité a subir des réactions d'oxydation et de
réduction, qui sont influencées principalement par 'humidité et 1'aération. Un sol bien aéré et
bien drainé a généralement un potentiel redox élevé, favorisant les réactions d'oxydation. En
revanche, un sol mal aéré et saturé en eau présente un potentiel redox faible, favorisant les

réactions de réduction.
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Le potentiel redox du sol joue un rdle essentiel dans de nombreux processus
biogéochimiques du sol, tels que la disponibilité des nutriments, la dégradation des maticres

organiques, la formation de minéraux et la toxicité des métaux[20].

1.9 La microbiologie des sols

La microbiologie des sols se concentre sur I'étude des micro-organismes qui peuplent
le sol, tels que les bactéries, les champignons, les protozoaires et les virus, ainsi que sur leurs

interactions avec l'environnement et leur contribution aux processus biologiques dans le sol.

Ces micro-organismes jouent un rdle essentiel dans de multiples fonctions du sol,
notamment la décomposition des mati¢res organiques, la fixation de I'azote atmosphérique, la
transformation des éléments nutritifs, la dégradation des contaminants et la régulation de la

structure et de la fertilité du sol[21].

1.10 Bactéries

Les bactéries sont des organismes unicellulaires de petite taille, classés comme
procaryotes. Elles se trouvent dans une grande variété d'environnements terrestres tels que le
sol, I'eau, I'air, et méme a l'intérieur des étres vivants. Les bactéries ont une structure cellulaire
simple, dépourvue de noyau et d'organites membranaires. Leur génome est constitué d'ADN
circulaire et elles se reproduisent rapidement par division cellulaire binaire. Les bactéries
jouent un role crucial dans les écosystémes en participant a des processus tels que la
décomposition de la matiere organique, la fixation de l'azote et la production d'oxygéne.
Toutefois, certaines bactéries peuvent aussi causer des maladies chez les plantes, les animaux
et les humains. Par ailleurs, certaines bactéries sont utilisées dans des domaines tels que

l'industrie alimentaire, la production d'antibiotiques et d'autres produits chimiques[22].

I.11 Actinomycetes

Les actinomyceétes sont des microorganismes procaryotes largement répandus et
principalement aérobies. Ils se trouvent dans divers environnements et sont capables de
s'adapter a des conditions extrémement hostiles [23]. Les actinomycetes jouent un role crucial
dans l'industrie pharmaceutique, mais certains peuvent également étre pathogenes et causer

des nuisances[23].

Les actinomycétes sont des bactéries filamenteuses qui appartiennent au phylum

Actinobacteria et a I'ordre Actinomycetales. La plupart des actinobactéries sont saprophytes,
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avec une coloration Gram positive et un pourcentage éleve en G+C. Elles préféerent un pH
neutre ou légerement alcalin. Elles sont mésophiles, mais certaines especes sont également
thermophiles, tolérant des températures allant jusqu'a 60°C [24]. Les actinomycétes sont des
bactéries hétérotrophes, bien que certaines especes soient également chimio-autotrophes.



Chapitre Il : Pollution de I’environnement

liee aux Hydrocarbures



Chapitre 11 Pollution de ’environnement liée aux hydrocarbures

I1.1 Introduction

Les hydrocarbures sont des composés organiques constitués uniquement d’atomes de
carbone et d’hydrogene. Ils possédent une formule brute du type CnHm. Ces composés
naissent dans des conditions bien particuliéres. En effet, ils sont formés par la décomposition
d’organismes enfouis et accumulés [25]. lls présentent une grande importance commerciale.
Ils sont utilisés comme carburants, combustibles, huiles lubrifiantes et produits de base en
synthese pétrochimique [26]. De par leur abondance naturelle, ils font partie des produits
chimiques les plus importants pour ’humanité et sont notamment utilisés comme source

d’énergie primaire[27].

11.2 Définition des Hydrocarbures

Le mot hydrocarbure désigne un composé contenant des atomes de carbone et des

atomes d’hydrogene [28].

Les atomes de carbone ont la possibilité de former des liaisons en chaine ou en cycles.
La formule brute générale des hydrocarbures est CnHm. Une exception toutefois concerne
certains hydrocarbures cycliques comportant dans leurs cycles des atomes autres que C et H,
et appelés hydrocarbures hétérocycliques. Le classement des hydrocarbures applique

différents critéres de structures [29].

I1.2.1 Classifications des hydrocarbures

On peut les classer en trois familles principales, compte tenu de la tétravalence de

I’atome de carbone et de la monovalence de 1’atome d’hydrogene :

e Les hydrocarbures aliphatiques saturés : ce sont des composés de chaine lin€aire (n-alcane)
de formule générale C,Hzn+2, de chaine ramifiée (iso alcane) se caractérisent par des
branchements qui les rendent résistants a la dégradation, de chaine cyclique (Cyclo alcane).

e Les hydrocarbures insaturés : Ce sont des composés issus principalement du craquage du
pétrole, ont pour formule générale CyH2n, contenant une double liaison (alcéne), triple
liaison (alcyne) constitue la troisieme grande famille d’hydrocarbures aliphatiques. [30]

e Les hydrocarbures aromatiques : ce sont des unes substances dont les molécules possédent
un cycle insaturé a 6 atomes de carbone. On distingue, les aromatiques simples (benzene,
toluene, éthyl-benzéne et xyléne (BTEX) et les hydrocarbures aromatiques polycycliques

(HAP) qui ont été inscrits en 1976 dans la liste des polluants prioritaires.
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I1.2.2 Le gasoil

C’est I’'un des principaux produits de distillation du pétrole brut. II est composé
d’hydrocarbures saturés (n-alcanes, naphtenes) a plus de 60% et de composés aromatiques entre
10 et 30% selon l’origine. C’est un produit jaune clair, légeérement visqueux, distillé
habituellement entre 190°C et 300°C et utilis¢ comme combustible dans les moteurs Diesels
rapides [31].

Le gasoil est soumis a des contraintes qui lui sont spécifiées. Sa densité par exemple ne
doit pas trop s’écarter d’une valeur moyenne fixée a 0,850, car dans le cas contraire il résulterait

un mauvais fonctionnement des moteurs. Les principales caractéristiques de gasoil sont :

e Ladensitéa 15,5°C : 0,820<d< 0,860
e Lateneur en soufre < 0,9 % en poids ;
e Lateneur en eau < 0,9 % en poids ;

e Acidité minérale est nulle ; [32]

I1.3 Devenir des hydrocarbures pétroliers dans le sol

Dés que les hydrocarbures se déversent dans le milieu terrestre, ils sont soumis a
différents processus d’altération physico-chimique et biologique qui vont fixer leur devenir
dans le milieu [33]. Il n’est pas évident de déterminer le comportement d’un polluant au
niveau du sol, car celui-ci est un grand systéme dynamique et hétérogene, ce dynamisme
vivant dépend des propriétés intrinseques du sol, des propriétés physiques et de la
composition chimique des hydrocarbures. D’aprés [34]. Les différents processus naturels

d’altération des hydrocarbures sont la volatilisation, la biodégradation, 1’adsorption.

I1.3.1 Volatilisation
Concerne essentiellement les composés organiques volatils (COV). C’est un processus
qui induit la plus grande perte de masse pour les hydrocarbures légers [35]. Ce processus

d’évaporation est influencé par la température.

I1.3.2 Biodégradation

D’apres [36] ainsi que [37] la biodégradation est le processus le plus eénergétique et le plus
efficace pour rompre les liaisons des hydrocarbures, Elle dépend notamment de la présence
suffisante de micro-organismes adaptés, de la température, et de la quantité d’oxygéne ou d’autres

accepteurs d’électrons (nitrates, Fe®") dans le sol [38].
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I1.3.3 Adsorption

L’adsorption est un procédé physico-chimique, naturel et passif d’accumulation des
matiéres organiques, ce phénomene se fait par les interactions qui retiennent l'adsorbat sur la
surface de l'adsorbant, qui peut étre réversible (si adsorption physique) ou irréversible (si
adsorption chimique). C’est un phénoméne qui dépend des conditions environnementales (pH,
température, taux d’humidité, etc.), des caractéristiques du polluant (solubilité, masse moléculaire,
I’ancienneté du polluant, etc.), de la nature du sol (granulomeétrie, sa charge en matiére organique,
etc.). Elle se fait préférentiellement au niveau de la fraction organique du sol [39] ou sinon, au

niveau de la fraction minérale [40].

Lorsque la teneur en matiére organique dans les sols est supérieure a 1%, 1’adsorption
est trés couramment décrite comme un simple équilibre de partage du composé organique

entre la phase aqueuse et la matiére organique du sol [32].

I1.4 Propriétés physico-chimiques des hydrocarbures
I1.4.1 Viscosité

Elle est considérée comme étant la mesure de la résistance d’un fluide lors de son
écoulement. Elle dépend fortement de la température. En effet, plus la température est basse,
plus la viscosité est élevée et moins les hydrocarbures pétroliers ont tendance a s’évaporer ou

a se propager rapidement au niveau du sol [41].

11.4.2 Solubilité

C’est la capacité¢ d’une substance a se dissoudre dans une autre substance. Les
hydrocarbures Iégers sont plus solubles que les hydrocarbures lourds, donc les pétroles sont

moins solubles lorsque leur fraction en hydrocarbures lourds est plus importante [42].

I1.4.3 Pression de vapeur

La pression de vapeur est la pression exercée par la phase gazeuse d’une substance a
I’équilibre avec sa phase liquide a une température donnée, c’est la pression a laquelle la
substance s’évapore et se condense dans des conditions Spécifiques, elle dépend de la

température et des propriétés physico-chimiques de la substance.

11.4.4 Densité

Elle représente le rapport entre la masse et le volume, elle permet donc de faire la

différence entre les hydrocarbures lourds et légers. Elle augmente lorsque le rapport atomique

11
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H/C diminue et diminue dans les cas suivants : interaction des molécules d’hydrocarbure avec le
sol, évaporation des composés volatils et augmentation de la température. La densité du pétrole
varie de 0,7 a 1 et peut aussi étre exprimée en degrés APlo (American petroleum institute). Dans

ce cas elle varie de 5a 70 [42].

I1.4.5 Teneur en aromatique

La teneur en aromatique est un indicateur sur la toxicité de produit. Cette peut varier

en fonction de leur source et de leur processus de raffinage.

I1.5 Ecotoxicité des hydrocarbures

La pollution par les hydrocarbures pose d’importants problémes dans I’environnement
vis-a-vis des microorganismes, des plantes, des animaux et de la santé humaine. En raison de
leur caractére liposoluble, ils peuvent s’accumuler dans la faune et la flore et tout au long de

la chaine trophique [43].

Les émissions d'hydrocarbures dans I'environnement peuvent polluer l'air, le sol,

eaux souterraines, en particulier contamination de la chaine alimentaire biologique [44].

La présence de fluide de forage dans les flagques de boue n'est pas en soi dangereuse,
des risques surviennent une fois que ce polluant est mobilisé et devient polluant, il peut
atteindre les eaux souterraines, la végétation de surface et les espéces animales vivant aux

alentours, permanente ou temporaire [45].

La pollution peut avoir des impacts économiques sur le tourisme et les industries
extractives ressources marines. Par exemple, la marée noire de Deepwater Horizon a affecté
Tourisme balnéaire et péche sur la cbéte du Golfe, les parties responsables doivent

Indemnisation des victimes financiere[46].

Plusieurs effets sur la santé peuvent étre liés aux fluides de forage et a leur toxicité Leur

structure, leurs propriétés physico-chimiques, leur qualité et leur quantité [47].
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II1.1 Introduction

La réhabilitation des sols a pour objectif de redonner la qualité et les fonctions initiales
a un site contaminé [48]. En fonction du degré de contamination des sols et des risques qu'ils
représentent directement la santé humaine et les écosystemes, des techniques spéciales de
decontamination doivent étre mises en ceuvre pour eliminer les polluants ou réduire leur
toxicité. Il n’existe aucune méthode de remédiation « universelle » applicable a tous les sols

pollués [49].
En fonction de ces différents aspects, trois catégories d'actions peuvent étre menées :

o Les méthodes ex situ qui consistent en I'excavation des sols contaminés. On parlera de
méthode "hors site" si le sol est évacué vers un centre de traitement spécialisé, ou de

méthode "sur site" si le sol excavé est redéposé sur le site pour étre traite,

o Les méthodes in situ pour lesquelles I'opération de dépollution s'effectue sans excavation
du sol. Cette option est souvent choisie pour traiter des sites en activité ou lorsque la zone

polluée est trop étendue pour avoir recours a I'excavation [50].

IT1.2 Les procédés de réhabilitation du sol
I11.2.1 Les procédés physiques

Les traitements physiques in-situ utilisent des fluides (eau, gaz), présents dans les sols
ou injectés, comme vecteur pour transporter la pollution vers des points d'extraction ou pour
I’'immobiliser [51]. Elles comprennent le confinement, la stabilisation, le lavage a I’eau et
I’extraction par volatilisation (par exemple : venting qui consiste a extraire des polluants
organiques volatils (hydrocarbures 1égers, BTEX...) par mise en dépression de la zone non

saturée [52].

I11.2.2 Les procédés chimiques ou électrochimiques

Les méthodes chimiques utilisent des réactifs chimiques pour détruire les polluants, les
transformer en des composés moins toxiques ou/et plus facilement biodégradables ou
modifier leurs caractéristiques (mobilité, toxicité...). Il s’agit par exemple d’oxydation

chimique, de lavage par solvants ou tensioactifs [52].
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I11.2.3 Les procédés thermiques

Le traitement thermique des sols (désorption thermique, incinération) implique le
transfert des polluants de la matrice du sol vers la phase gazeuse en introduisant de I'énergie
thermique. Le chauffage peut étre direct ou indirect, et le sol sera précédé d'un prétraitement
(homogénéisation, broyage, décoagulation, tamisage, etc.). Le Traitement thermique se
compose de deux étapes principales, chauffant le solide jusqu'a ce que les contaminants
s'évaporent Les vapeurs sont ensuite traitées dans une unité de post-traitement, en fonction
des propriétés du gaz a traiter (condensation et/ou adsorption sur charbon actif, combustion,
oxydation catalytique, filtres ...) [53].

I11.2.4 Les procédés biologiques

Contrairement aux techniques physico-chimiques qui se contentent parfois de
transférer des polluants d'une phase a une autre, les procédés de traitement biologique
offrent la possibilité d'une dégradation compléte des polluants en produits soit inoffensifs,

soit moins polluants et moins toxiques.

Les procédés biologiques permettent de dégrader les polluants par I'action des
organismes (bactéries, champignons, levures, plantes). Ils peuvent étre utilisés seuls ou en
complément d'une autre technique. La décontamination par voie biologique consiste donc a
stimuler un phénomene naturel pour en augmenter le rendement afin de détruire le polluant

organique qui sera utilisé comme source de carbone [54].

De plus, les traitements biologiques ont généralement des colts d'exploitation

inférieurs a ceux des procédés physiques et chimiques.

II1.3 La bioremédiation

Le terme « bioremédiation » référe a I’ensemble des stratégies biologiques utilisées
pour éliminer ou transformer les déchets toxiques de I'environnement [55]. Des bactéries, des
protistes, des plantes, des champignons et méme des animaux peuvent étre utilisés dans

différentes approches de bioremédiation [56].

I11.3.1 Les techniques de bioremédiation

Les techniques de bioremédiation sont : la biostimulation, la bioaugmentation, la

phytoremédiation et I’atténuation naturelle chema 1.

14



Chapitre 111 Techniques de réhabilitation de sol

Bioremediation

Atténuation

Biosti ion
jostimulatio Naturelle

Phytoremédiation

Bioaugmentation

Figure 01 : Techniques de bioremédiation.

I11.3.1.1 Biostimulation

Il s'agit de stimuler l'activité du microbiote natif du sol grace a des adjuvants
chimiques ou biochimiques. Parmi ces composés, les nutriments sont principalement l'azote,
le phosphore, le potassium et les conditions environnementales (potentiel redox, humidité,
etc.) [57]. L'ajout de ces catalyseurs accélére la vitesse de biodégradation des hydrocarbures
et c'est I'une des techniques les plus utilisées en raison du trés faible colit de mise en ceuvre
[58]. Pour une biodégradation réussie, certains parametres doivent étre contr6lés et optimises.
Dans le cas contraire, la dégradation est partielle et forme dans certains cas des produits
intermédiaires plus toxiques que les polluants initiaux [59].

I11.3.1.2 Bioaugumentation

La bioaugmentation consiste a inoculer au sol des souches spécifiques de micro-
organismes exogenes pour optimiser l'activité des micro-organismes natifs responsables de la

biodégradation des polluants organiques [60].

Elle est utilisée lorsque les microorganismes présents dans les sols ne sont pas
capables de dégrader les polluants [61]. La sélection des souches est fondée sur le principe
que certains micro-organismes sont mieux adaptés que d’autres a certaines activités

cataboliques et certains environnements [62].

I11.3.1.3 Phytoremédiation

La phytoremédiation est une technique de bioremédiation in situ qui utilise les plantes et

les microorganismes qui leur sont associés pour éliminer, transformer ou immobiliser divers

15



Chapitre 111 Techniques de réhabilitation de sol

contaminants organiques et inorganiques qui se retrouvent dans 1’air, dans I’eau ou dans le sol
[63]. La phytoremédiation est particuliérement appréciée et jouit d’une popularité auprés du grand

public en tant qu’alternative verte et propre [64].

111.3.1.4 Atténuation naturelle

L'atténuation naturelle, définie comme la dégradation des sols contaminés par un
ensemble de processus chimiques, biologiques ou physiques naturels (sorption, dilution,

biodégradation...), est connue pour prendre beaucoup de temps aux basses températures de

I'Arctique [65].

Par conséquent, les effets néfastes chroniques des polluants dhydrocarbures sur

I'environnement arctique pourraient persister encore plus de 20 ans [66].

Apres sept ans d’atténuation naturelle, la concentration des HAP dans un sol de friche
industrielle de cokerie a ainsi été réduite de moitié [67]. Dans ce cas, les propriétés des sols ne
sont pas affectées et une recolonisation biologique (végétale, faune) spontanée est

généralement observée.

I11.3.2 Les facteurs influencant la bioremédiation

La biodégradation des hydrocarbures dépend de nombreux paramétres. L’apport de
nutriments ainsi que la disponibilité en oxygene peuvent faciliter la biodégradation des
hydrocarbures [68]. D’autres Conditions environnementales du site importantes a prendre en
compte pour les applications de bioremédiation incluent le pH avec un optimum dans la plage
de 6-8 [69], la structure du sol, la température, la teneur en eau, la salinité, I’oxygéne, la

disponibilité des nutriments et le potentiel redox.

I11.3.2.1. La structure du sol

Selon [70] Ia structure du sol affecte le transport des nutriments et de 1’oxygeéne, qui
seront plus accessibles a la flore indigéne responsable de la biodégradation, d’autant que le

milieu est perméable.
[71] a observé que les agrégats de sols réduisaient la biodégradation.

I11.3.2.2 Le potentiel d’hydrogéne pH

Le pH du milieu affecte I'activité des micro-organismes et leur sélection. En effet, tout
micro-organisme a une région de pH ou son taux de croissance est optimal. Au-dessous et au-

dessus de cette région, la croissance peut étre fortement réduite voire inhibée [72].
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L’efficacité¢ de la biodégradation des hydrocarbures sont généralement plus ¢élevés a un pH

Iégerement alcalin.

La plupart des bactéries sont capables de se développer dans un intervalle de pH allant

de 5 a9, avec un optimum se situant aux alentours de 7 [73].

I11.3.2.3 La température

La température a un effet considérable sur la capacité des microorganismes a dégrader

les hydrocarbures [74].

Elle affecte directement le taux métabolique microbien, affectant ainsi l'activité
microbienne dans I'environnement. Le taux de biodégradation, dans une certaine mesure,
augmente avec l’augmentation de la température et ralentit avec la diminution de la

température [75].

L’intervalle de température favorable a la bonne activité microbienne se situe entre 20

et 37°C. [76]

I11.3.2.4 I’humidité
La présence d’eau est évidement nécessaire pour le bon déroulement des processus
biologiques, mais I’humidité assure également un role protecteur car elle permet de diluer la

concentration du polluant et donc d’atténuer sa toxicité directe pour les microorganismes [77].

Pour une croissance et une prolifération optimale, les microorganismes nécessitent
12% a 25% d'humidité[78].

I11.3.2.5 L’oxygéne

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

processus microbiologiques, dans les sols [79].

L’oxygene moléculaire est un facteur limitant dans la biodégradation aérobie des
hydrocarbures, puisque 1’étape initiale de ce processus est I’oxydation de la fraction pétrolicre
par les monooxygénases [80] 1’oxygene nécessaire a la croissance microbienne doit étre

fourni au cours de 1’aération [81].
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En général, les taux de conversion et les cinétiques de biodégradation dans des
conditions aérobies sont considérablement plus élevés que ceux dans des conditions

anaérobies [82].

II11.3.2.6 Les nutriments

Nécessaire a la croissance et a la division des cellules microbiennes [83]. La quantité
appropriée d'oligo-éléments pour a la croissance microbienne est généralement présente,
mais les nutriments peuvent étre ajoutes sous une forme utilisable ou par Amendements de
substrat organique [84], également disponibles en tant que donneurs L'électronique qui

stimule la bioremédiation.

La disponibilité des nutriments affecte les populations microbiennes présentes dans
le sol. Les nutriments nécessaires a la croissance cellulaire sont N, P, K, S, Mg, Ca, Mn, Fe,
Zn et cuivre. N et P sont les nutriments les plus déficients dans les environnements pollués
par les hydrocarbures [85]. L’apport d’azote et de phosphore doit étre suffisant pour établir
des rapports C/N et C/P optimaux [86].

1I11.3.2.7 La salinité

La salinité diminue le nombre de micro-organismes dans le sol [87]. Elle ralenti les

processus de I’humidification et de la minéralisation des matieres organiques.

I11.3.2.8 Les polluants

La vitesse de dégradation des composés organiques dépend de leur structure chimique.
A titre d’exemple, dans la famille des hydrocarbures, ce sont les n-alcanes qui sont le plus
rapidement métabolisés, les hydrocarbures aromatiques polycycliques a nombre de cycles
¢élevés (> 4) sont plus résistants. Plus une molécule est substituée (chaine longue et ramifiée),

plus elle est difficile a dégrader [88].

I11.4 Les déchets valorisants la stimulation
I11.4.1 Fumier de moutons

Le fumier de mouton est sec et chaud. Le terme fumier est souvent utilisé pour
désigner le fumier solide (injections et litiere), le lisier (fumier présent sous forme liquide da a

la faible quantité ou a 1’absence de litiere), le purin (le liquide noiratre qui s’écoule des amas

de fumier solide) [89].
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Le fumier est le produit de la digestion des végétaux ingérés par les bovidés. Les
différents remaniements dans les « estomacs » puis le tube digestif de ces végétaux permettent
une assimilation et une intégration d'une partie seulement des matiéres ingérées, le reste étant
éliminé dans les bouses. C'est pour cette raison que la bouse représente une matiére riche en

différents éléments organiques notamment I'azote [90].

I11.4.2 Sciure de bois

Lorsque nous observons le bois d'un point de vue microscopique, nous constatons qu'il
est composé de Microfibrilles de cellulose liée entre elles par I'hémicellulose et la lignine,
cette derniere confére une résistance mécanique globale, formant des fibrilles, qui forment

elles-mémes les fibres de bois.

L'hémicellulose et la cellulose forment I'holocellulose, constituée de polysaccharides
de diverses natures. La lignine a une structure polyphénolique tres complexe et variable [91].

Le comportement hygroscopique du bois est lié a I'absorption d'eau du bois. Groupes
alcooliques des microfibrilles de cellulose et des hémicelluloses. En effet, ces molécules
d’eau vont rentrer dans les micropores des parois cellulaires (interstices entre la matrice et les
fibrilles) et faire gonfler celles-ci. Ce qui par la méme occasion peut faciliter la dégradation

du bois par I’entrée de micro-organismes ou de liquides [92].

111.4.3 Les dattes séchées

Les dattes séchées peuvent étre utilisées de différentes maniéres dans le traitement
biologique du sol. Elles sont riches en fibres, antioxydants, potassium, magnésium et fer.
Elles peuvent étre broyées ou réduites en poudre pour servir d'amendement organique,
améliorant ainsi la structure du sol, sa capacité a retenir I'eau et les nutriments. Les dattes
séchées peuvent également étre ajoutées au compost pour enrichir le mélange en nutriments et
accélérer sa décomposition. En les utilisant comme paillis organique, elles contribuent a
réduire I'évaporation de I'eau, a maintenir une température constante du sol et a prévenir la
croissance des mauvaises herbes. En mélangeant les dattes séchées a d'autres ingrédients
organiques, elles peuvent étre transformées en un engrais naturel qui nourrit les plantes et

fournit des nutriments essentiels au sol.
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Tableau I11.1 : Biostimulation a I’aide des nutriments organiques

Nutriments

Type de

TPH

Rendement

Duration

L . L e . - Commentaire Références
ajoutés contaminent initiale | d’élimination (jours)
La sciure de Hydrocarbure de | 38,000 Eliminationa | 570 Une elimination de | [93]
bois et boues | pétrole - pétrole mg/Kg 100% 100% sur une
d'épuration brut 38,000 période de 19 mois
mg/Kkg avec une croissance
de la population
microbienne
Fumier de Marais de Non 62,96% 70 Réduction observée | [94]
vache mangrove pollué | indiqué des hydrocarbures
par les
hydrocarbures
La bagasse de | Pétrole brut Non 100% - Pour la Montrés importante | [95]
canne a d'hydrocarbures indiqué bagasse de biodégradation en
sucre, Grappe | pétroliers canne a sucre utilisant ces
de fruits de et jusqu'a 97% | suppléments pour
palmier a - Pour la stimuler la
huile de grappe de fruits | croissance
palme de palmier 20 microbienne
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Chapitre IV Matériels et méthodes

Ce chapitre présente un apercu des équipements utilisés ainsi que des méthodes
d'analyse mises en ceuvre pour caractériser le sol pollué en hydrocarbure. La description de la
mise en place du protocole nécessaire pour la bioremédiation du sol et suivre I'évolution du

traitement au cours du temps.

IV.1 Caractérisation des sols

Dans le cadre de notre étude, nous avons prélevé des échantillons de sol pollué (SP,
SPmoy) a différents emplacements au sein de la base pétroliere de SONATRAC, située a Hassi-
Messaoud, dans le sud de I'Algérie. Cette base se trouve a une distance de 870 km au sud-est
d'Alger et a 80 km a l'est d'Ouargla. Les sols prélevés étaient contaminés par des rejets de forage.
Un des sols présentait une forte contamination, tandis que les autres sols ont été mélangés pour
obtenir un sol moyennement pollué. De plus, nous avons créé un sol artificiellement pollué par le

gasoil (sol récupéré d’un site de I’université de Tizi-Ouzou (UMMTO)).

[Fo .

Figure 1 : Sol moyennement polluer Figure 2 : Sol polluer

Figure 3 : Sol artificiellement polluer

Pour favoriser la biodégradation des hydrocarbures par traitement biologique de ces

sols, nous avons utilisé une variété de déchets.
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e Le fumier de mouton issu d’une ferme du village Ikhlidjen de Larbaa Nath Irathen,
Tizi-Ouzou.

e Les dattes séches, acheté dans un magasin a Tizi-Ouzou.

e La sciure de bois provenant d'une menuiserie située a Larbad Nath Irathen, Tizi-

Ouzou.

IV.1.1 Analyse de la Granulométrie

L’analyse granulométrique effectuée sur une prise d’essai de terre fine (< 2 mm), a
pour but de déterminer le pourcentage des différentes fractions de particules constituantes les

agrégats a savoir I’argile, les limons et le sable.

Les particules minérales peuvent étre classées selon la classification d’ATTERBERG
adoptée par 1’association internationale de la science du sol [96]: Argile (< 2um), limon (2 -

50 pm), et sable (50 um - 2 mm).

La texture du sol a ét¢ déterminée par la méthode internationale de la pipette de
Robinson [97]. Elle est basée sur I’élimination de la mati¢re organique et le traitement de la
terre fine par un réactif dispersant les agrégats, puis on procéde aprés un temps de
sédimentation variable avec la température au fractionnement des argiles et des limons a 1'aide

de la pipette de Robinson [98].

IV.2 Acclimatation
IV.2.1 Description du dispositif expérimental
L’adaptation a été réalisée dans trois réacteurs de capacité de 1L mis dans un bain

thermostaté a 35°C. Ces réacteurs sont soumis a une agitation mécanique (150 tr/min) pendant

une période de 15 jours.

Pendant cette période nous avons effectué des prélevements afin de suivre I'évolution
des parameétres suivants : la demande chimique en oxygéne (DCO), la turbidité, le H et la
conductivité electrique. Ces analyses ont eté realisees afin de monitorer les changements et les

variations au fil du temps.
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Figure 04 : Dispositif expérimental de I’acclimatation

IV.2.2 Boue activée

Dans un bécher d'une capacité de 1 litre, nous avons introduit 1 litre de boue
concentrée. Cette boue est soumise a une agitation par un moteur placé dans un bain-marie
maintenu a une température de 35 °C, pendant une période de 15 jours. Du gasoil a été ajouté
tous les 5 jours de maniére progressive en tant que source de carbone. Afin de favoriser une
croissance optimale des microorganismes, de I'azote et du phosphore ont été ajoutés sous
forme de KH2PO4 et KNOs. Les concentrations ont été fixées en se basant sur I'nypothése de
Rosenberg (1992), qui stipule qu'environ 150 mg d'azote et 30 mg de phosphore sont
nécessaires pour dégrader 1 g d'hydrocarbures.

IV.3 Bouillon de dattes (Bdtt)

IV.3.1 Préparation de la solution de dattes

Dans un bécher, nous avons mélangeé 1 litre d'eau distillée stérile avec une concentration
de 1,25 % de poudre de dattes. Le mélange a été agité pendant une période de 30 minutes. Au
quel on ajoute les polluants suivants :

e Gasoil
e Sol
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Figure 05 : Solution de dattes

IV.4 Fumier de mouton
On répartit une quantité équivalente de fumier sur quatre boites, auxquelles on ajoute

les éléments suivants :

e Lesol, pour Fml et Fm2

e Lesol au fumier et du gasoil, pour Fm3 et Fm4

IV.5 Solution Bushnell-Haas (BH)

Pour préparer la solution on aura besoin les produits suivants : MgSOa4 ,7H20 ; CaCl;,
2H20 ; KH2PO4; NH4NO3 ; FeCls et Ko:HPO4

IV.6 Préparation des bacs de traitements

Une quantité de 250 g de sol est mise dans chaque bacs pour chague type de sol.

IV.6.1 Sol polluer (SP)
Le sol pollué est reparti sur 06 bacs, chaque bac comprend une composition bien

définie, comme le montre le tableau suivant :

Tableau IV.1 : Elaboration des bacs de traitement

Bacs Compositions
Bac 1 =SP1 SP + Fmy(20g) + 30mL (ED) +7g (SB)
Bac 2 = SP2 SP + Ba (20mL) + 25mL (ED) + 7g(SB)
Bac 3 = SP3 SP + Ba (25mL) + Fma (20g) + 79(SB) + 5ml (ED)
Bac 4 = SP4 SP + Bdtt (25mL) +7g (SB)
Bac 5 = SP5 SP +Ba (12,5mL) + Bdtt (12,5mL) +7g (SB)
Bac 6 = SP6 SP +Ba (12,5mL) +Bdtt(12,5mL) (sans polluant) +7g(SB)
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1V.6.2 Sol moyennement polluer (SPmoy)
Le sol moyennement pollué est repartie sur 4 bacs, comme 1’ indique le tableau ci-

dessous :

Tableau IV.2 : Préparation des bacs de traitement

Bacs Compositions
Bac 1 = SPmoy7 SPmoy + Bdtt (25mL) +7g (SB)
Bac 2 = SPmoy8 SPmoy + BH (25mL) + 7g (SB)
Bac 3 = SPmoy9 SPmoy + Bdtt (25mL) (sans polluant) + 7g (SB)
Bac 4 = SPmoy10 SPmoy + Bdtt (12,5mL) (sans polluant) + 12,5mL (ED) +7g (SB)

1V.6.3 Sol artificiellement polluer (SPbio)
Le sol artificiellement pollué est reparti sur 05 bacs, comme le montre le tableau

suivant :

Tableau 1V.3 : Elaboration des bacs de traitement

Bacs Compositions
Bac 1 = SPbioll SPbio + Fm (12,5g) + ED 25mL +7g SB
Bac 2 = SPhiol2 SPbio + Fm (25g) + ED 25mL +7g SB
Bac 3 = SPhiol3 SPbio + Ba (25ml) + 7g SB
Bac 4 = SPhiol4 SPbio + Ba (25ml) + Fm (25g) + ED 5mL + 7g SB
Bac 5 = SPbiol5 SPbio + Fm(25g) + ED 25mL + 79 SB

La bioremédiation des sols a été suivie pendant une période de 66 jours, les bacs sont
placés dans une étuve a une température constante de 35°C. Pendant cette période, chaque
trois jours ces bacs sont remués, pesés et ajustés avec de I'eau distillée afin de maintenir une
humidité constante au sein du bac. Des échantillons ont été préleveés chaque 12 jours durant la
période de traitement, afin de déterminer les différents parameétres tels que la demande

chimique en oxygene (DCO), le pH, les unités formant colonies (UFC), ...etc.
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Figure 07 : Les bacs dans I'é¢tuve

26



Chapitre V : Résultats et discussions



Chapitre V Résultats et discussions

Dans ce chapitre, la caractérisation physico-chimique des échantillons de sol pollué a
savoir, la demande chimique en O, (DCO) des échantillons ciblés et la cinétique de
I’acclimatation de Ba est examinée et enfin la bioremédiation des différents sols pollues est

étudiée.

V.1 Caractérisation physico-chimiques des échantillons de sol pollué

Les échantillons de sol pollués présentent une texture sableuse avec une forte odeur
due probablement & la concentration élevée en hydrocarbure.

Plusieurs parametres tels que : I’humidité, le pH, la conductivité électrique, les nitrites,
les nitrates, 1’azote, et la teneur en hydrocarbure, ont été déterminés pour les différents
échantillons considéres initialement.

Le tableau V.1 regroupe les résultats obtenus, suite aux analyses effectuées sur les

échantillons de sol pollué (SP, SPmoy et SPbio).

Tableau V.1 : Résultats d’analyses physico-chimiques des échantillons du sol étudiés SP,

SPmoy, SPbio

SP initial SPmoy initial | SPbio initial
H (%) 10,5 8,6 20
Ph 7,69 7,89 8,36
CE (S/m) 0,961 0,842 0,262
Nitrites (mg/L) 0,222 0,103 0,234
Nitrates (mg/L) 686,25641 268,717949 865,487179
N (%) 0,123 0,115 0,052
CT (mg/L) 0,04714 0,06366 0,212
Teneur HC (TPH g 32,6 27,2 81,3
/kg de sol)

L’importance de la texture sableuse des échantillons du sol ciblés, suggere une bonne
perméabilité facilitant ainsi la circulation des fluides contenants les nutriments et 1’oxygéne
qui seront ainsi plus accessibles aux microorganismes.

Les résultats montrent que les sols pollués (SP, SPmoy) se caractérisent par un faible
taux d’humidité (10,5 et 8,6 %), qui pourrait étre liée aux caractéristiques de la zone de
prélevement (texture sableuse du sol et/ou aux temperatures élevée, environ 50 °C).

Cependant, un certain taux d’humidité est indispensable au développement des
microorganismes dans le sol. C’est un parameétre trés important dans le processus de

biodégradation.
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L’échantillon SP et SPmoy, ont montré un taux d’humidité légerement supérieur a 2%,
valeur seuil en dessous de laquelle il y a limitation de la croissance d’apres plusieurs auteurs
[99].

Le sol pollué avec le gasoil (SPbio initial) présente un taux d’humidité de 20%. Ce
pourcentage semble étre supérieur a ceux trouveés par les échantillons cibles (SP, SPmoy). Le
taux d’humidité présent dans le sol pollué avec le gasoil peut favoriser le développement des
micro-organismes.

Les sols pollués (SP et SPmoy) se caractérisent par un pH légerement alcalin (7,69 et
7,89) et une salinité élevée (0,961 et 0, 842 g/L), selon la classification de Soltner (1981) et de
Durand (1983), respectivement. Ceci peut étre attribué a la nature géologique du sol. Le pH du
milieu peut affecter ’activité microbienne. En effet, la valeur du pH enregistré par les sols
pollués, appartient a I’intervalle optimal de la croissance de la plupart des bactéries (pH allant de 5
a9), avec un optimum se situant aux alentours de 7 [100].

SPbio initial montre un pH de 8,36, cette valeur n’est pas loin de la valeur du pH des
sols pollués SP et SPmoy. Le pH du SPbio initial rentre dans I’intervalle de la croissance de
la plupart des micro-organismes (pH allant de 5 a 9).

La forte salinité signalée par les sols pollués (SP et SPmoy) peut réduire le nombre de
microorganismes dans le sol [101]. Conduisant ainsi, au ralentissement des processus de
dégradation des matiéres organiques. Une valeur de conductivité élevée peut constituer donc
une barriére naturelle pour la biodégradation [102]. En effet, de nombreux sols désertiques se
caractérisent par une haute concentration en sel selon [103].

Le sol pollué avec le gasoil (SPbio) admet une conductivité de 0,262 (S/m). Cette
valeur parait largement inférieure a celle trouvé par SP et SPmoy, donc une faible salinité
peut entrainer la multiplication des bactéries.

Les sols pollues SP, SPmoy et SPbio ont montré des concentrations de (0,222; 686,25641
mg/L) ; (0,103; 268,717949 mg/L) et (0,234; 865,487179 mg/L) en (nitrites; nitrates), respectives.

Un pourcentage de 0,123 ; 0,115 et 0, 052 % en azote est observé pour les sols pollués
SP, SPmoy et SPbio, respectivement. Le sol pollué avec du gasoil, est le moins riche en azote
par comparaison aux deux autres SP et SPmoy. L’azote fait partie des éléments nécessaires
pour le développement des micro-organismes. Il joue un réle important dans la synthese des
protéines et des bases azotés de la cellule microbienne.

Les sols pollués SP, SPmoy et SPbio ont enregistré une concentration en carbone
total de 0,04714 ; 0,06366 et 0,212 mg/L, respectivement. Le sol pollué avec le gasoil (SPbio)

a montré une concentration elevée en carbone total par rapport aux autres sols SP, SPmoy.

28



Chapitre V Résultats et discussions

Les sols pollués SP, SPmoy et SPbio ont montré des concentrations de (0,222;
686,25641 mg/L); (0,103; 268,717949 mg/L) et (0,234; 865,487179 mg/L) en (nitrites;
nitrates), respectives.

Le dosage des hydrocarbures totaux (TPH) dans les sols pollués (SP, SPm et SPbio) a
enregistre la présence d'une trés forte teneur en hydrocarbure 32,6 ; 27,2 et 81,3 g/kg,
respectivement. Ces valeurs sont largement supérieures a la valeur fixée par la norme
Néerlandaise (0,1 g/kg de sol) [104]. Cela montre que les sols considérés dans ces études sont trés

pollués, d' ou le risque de pollution de I'environnement, ce qui nécessite donc leur traitement.

V.2 Deétermination de la demande chimique en oxygene des différents sols
pollués (SP, SPmoy et SPbio)

En plus de I’analyse des paramétres des sols pollués, la mesure en DCO des

échantillons de sols pollués est donnée par le tableau V.2.

Tableau V.2 : Valeur en DCO de SP, SPmoy et SPbio

Echantillon initial DCO (mg/L)
SP 922,5
SPmoy 622,5
SPbio 972,5

Des valeurs de 922,5 ; 622,5 et 972,5 mg/L en DCO ont été obtenues par les sols pollués
SP, SPmoy, et SPbio, respectivement. Ces valeurs dépassent largement la norme de pollution de
sol dont la valeur limite est 120 O2 mg/L. Selon [105], quand la demande chimique en oxygéne

(DCO) est élevée cela indique une pollution forte au niveau du site étudié .[106]

V.3 Etude cinétique de ’acclimatation de Ba

L’acclimatation a été réalisée sur le consortium Ba considéré dans cette étude, la
caractérisation initiale des différents consortiums a montré les résultats regroupés dans le
tableau V.3.

Les résultats d’analyse montrent que le pH des différents consortiums utilisés varie de

6,44 - 8,5. Cet intervalle de p H est favorable pour la croissance des micro-organismes.

Tableau V.3 : Caractérisation initiale des différents consortiums Ba, Fm, BH, et Bdtt
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PH DCO (mg/L) Conductivité (S/m) Turbidité (NTU)
Fm 8,5 - - -
Ba 6,61 4975 1,738 -
Bdtt 6,44 13890 1,607 537
BH 7,14 1627,5 4,77 196

Une DCO de 497,5; 13890 et 1627,5 mgO2/L est enregistrée pour le consortium Ba,
Bdtt et BH, respectivement. Cela montre que le consortium Bdtt utilisé est trés en matiére
oxydable par rapport au consortium Ba et BH.

Une turbidité de 537 et 196 NTU est obtenue pour le consortium Bdtt et BH,
respective. Le consortium Bdtt parait plus riche en matiere en suspension par rapport au
consortium BH.

La cinétique d’acclimatation du consortium Ba est représentée par la Figure 1. Une
augmentation de la matiere organique oxydable de 497,5 & 954 mg O2/L est enregistrée apres
une journée d’adaptation, la valeur de la turbidité de 6,88 NTU. La valeur constante de la
turbidité le long de I’acclimatation peut s’expliquer par la résistance des microorganismes a la
toxicité du polluant. Aprés 15 jours d’adaptation une DCO de 697 mg O>/L est obtenue avec
une augmentation de turbidité de 18,8 NTU.

Cette diminution de la DCO est due probablement a la consommation de la matiere
organique par les microorganismes développés apres 15 jours d’adaptation. Le pH est presque
constant durant 1’acclimatation, sa valeur appartient a 1’intervalle favorable pour la

multiplication des bactéries.
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Figure 01 : Evolution de la DCO et turbidité au cours de 1’acclimatation par BA
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Figure 02 : Suivi du pH au cours de 1’acclimatation par BA

V.4 Etude de la bioremédiation

Nous avons réalisé un ensemble d’essais de bioremédiation par microcosmes pendant
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une période de traitement de 66 jours avec une culture mixte de microorganismes telluriques
isolées des échantillons de SP et de la boue activée, et avec un fertilisant organique (fumier).

Les expériences de traitement de sol pollué ont été menées avec un taux d’humidité
faible qui s’approche de I’humidité minimale & Ouargla. Les microorganismes sont adaptés a
une humidité minimale.

Plusieurs parametres ont étés suivis durant la bioremédiation des échantillons de sol
pollue.
V.4.1 Evolution du pH

Le pH c’est I'un des facteurs limitant la biodégradation microbienne c’est pour cela il

est important de suivre son évolution dans les microcosmes de sol pollué.
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S5
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3
2
1
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Figure 03 : Evolution du pH des échantillons de SP en fonction du temps
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Figure 04 : Evolution du pH des échantillons de SPmoy en fonction du temps

8.6

——SPbioll SPbiol2 SPbiol3 SPbiol4 ——SPbiol5
8.4
8.2

8

pH

7.8
7.6
7.4

7.2
0 10 20 30 40 50 60 70

Temps (jours)
Figure 05 : Evolution du pH des echantillons de SPbio en fonction du temps
Pour I’ensemble des échantillons de sols pollués traités, il a été noté apres 36 jours de
I'expérience, une baisse légere du pH (dont les valeurs sont au voisinage de 6,3). A partir de

36 jours il y a eu une augmentation du pH (au voisinage de 8, puis a la fin de

I’expérimentation une légere baisse du pH (dont les valeurs sont au voisinage de 7,8)).
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La fluctuation du pH differe selon le traitement appliqué. Durant toute la période de
traitement des SP et SPmoy en microcosmes, le suivi du pH a montré qu’il était pratiquement
compris_entre 6,1 et 9. Le pH reste donc toujours dans un domaine de pH favorable pour les
réactions biologiques [107] et_a la croissance bactérienne (entre 5 et 9) selon [108], c’est aussi
des valeurs de pH optimal pour la dégradation des hydrocarbures.

Il a été rapporté que toute fluctuation du pH au-dela de la plage optimale peut affecter
la solubilité des hydrocarbures pétroliers et donc leur disponibilité aux bactéries degradant le
pétrole [109].

Des valeurs de pH légérement alcalin (8) sont dans la marge optimale et favorable a la
biodégradation des hydrocarbures selon plusieurs auteurs [110].

[111] ont remarqueé que le taux de dégradation diminue de maniere significative

lorsque le pH augmente a 8 et 9.

V.4.2 Détermination du taux de dégradation des hydrocarbures :
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Figure 06 : Le taux de dégradation des HPT par le SP
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Figure 11 : Evolution de la DCO dans le SPbio

Les résultats montrent que les échantillons de sols pollués avant leur traitement
présentent des valeurs de DCO et de TPH élevées (DCO (mg/L) et TPH (g/kg) de SP,
SPmoy, SPbio respectivement : (922,5 ; 622,5 et 972,5 mg/L), (32,7; 27,4 et 81,3 g/kg) qui
étaient supérieure a 120 mg/L et 0,1g/kg. Ce qui confirme une forte pollution en composés
organiques notamment les hydrocarbures.

Selon les figures précédentes, nous constatons qu’au cours du temps de traitements il y
a eu une baisse dans les valeurs de la DCO mesureées sur les sols pollués traités. Ceci serait dd
a la diminution de la teneur des polluants dans le sol par comparaison au sol témoins ou il n’y
a pas eu une baisse significative.

Le meilleur abattement de la DCO est attribué :

e Au sol Sp4 qui a été enrichi par le bouillon de dattes activé avec une valeur de
DCO de 212 mg/Let avec HPT de7,2g/kg

e Au sol SPmoy8 avec une valeur de DCO de 112,5 mg/Lqui a été enrichis avec BH
(Bushnell-Haas), et le SPmoy9 et SPmoy10 avec la méme valeur de DCO de 295
mg/l et HPT de 3g/kg qui ont été enrichis avec le bouillon de dattes non active.

e Au sol SPbiol5 avec une valeur de DCO de 418,75 mg/l qui a été enrichis avec
FUMIER brute.

37



Chapitre V Résultats et discussions

V.4.3 Evolutions de CT et N et le UFC

Les histogrammes ci-dessous résument les résultats CT, N et de la croissance bactérienne.
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Selon les résultats de I'étude, on observe une diminution du pourcentage d'azote dans
les différents sols (Sp, Spmoy, Spbio) : de 0,123 a 0,0142% pour Sp5 (Ba + Bdtt active) et
aussi pour Sp4 0,0142% (bdtt activé), et de 0,11 a 0,035% pour Sp9 (Bdtt non activé) et de
0,052% a 0,025% pour Sp11 (fumier activé). De plus, le taux de carbone total (comprenant
le carbone organique et le carbone minéral) est passé de 312,9 a 47,14 mg/L pour le Spl
(fumier active), de 199 a 102,6 mg/L pour le Sp9 et de 212,8 a 79,05 mg/L pour le Spll
(fumier activé).

Cette observation suggere une multiplication des bactéries, ce qui indique que les
bactéries ont utilisé I'azote et le carbone comme source d'énergie pour leur croissance, ce qui a

été justifié par I’augmentation de nombres de bactéries comme la montre la figure suivante :
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Figure 18 : Croissance bactérienne (UFC) des échantillons de sol
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V.4.4 Dosages des nitrates et nitrites
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Figure 21 : Evolution des nitrates et nitrites pour SPbio

Une concentration importante en nitrates est observée initialement pour les différents
échantillons. Cette concentration subie une diminution pour les différents sols pollués, aprés
66 jours de traitement, cela peut s’expliquer par [’utilisation des nitrates par les
microorganismes de ces sols comme source d’azote et d’oxygeéne pour leurs croissance,

sachant que le traitement est réalisé dans un milieu anoxie.

Contrairement a la concentration initiale des nitrites étaient faible pour tous les

échantillons, qui s’annule apres le traitement.
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Conclusion

Ce travail a eu pour objectif la bioremédiation de sols pollués par les hydrocarbures

prélevés au niveau de la base pétroliere de Hassi Messaoud.

Les analyses effectuées sur les échantillons de sols pollués ont montré que ces sols ont
une texture sableuse, un pH alcalin, une salinité élevée, des teneurs élevées en carbone et des

teneurs faibles en nutriments (N et P).

Ces sols présentent une forte pollution en Hydrocarbures (32,7 et 27,4 g/kg de sol)
dépasse la norme qui est de (0,1g/kg) ce qui nécessite leur traitement. Ils renferment une flore
autochtone assez satisfaisante pour mener un traitement de bioremédiation (bioaugmentation

et biostimulation).

A cet effet, nous avons mené des essais de bioaugmentation par 1’addition de consortium
de microorganismes exogenes (boue activee). Ainsi que des essais de biostimulation par

I’amendement du sol pollué par du fumier de mouton.

Les résultats obtenus, suite au traitement biologique pendant 66 jours, a montré une
fluctuation du pH mais dont les valeurs sont restées dans la classe optimale pour la croissance des
bactéries, ce qui est favorable a la biodégradation des HPT (hydrocarbures pétroliers totaux).

L’¢évaluation de la DCO a permis de voir que celle-ci diminuait au cours du temps
dans les échantillons de sols traités indiquant une baisse en matiére oxydables (une baisse
particuliére de la pollution carbone), ce qui a était confirmer par les analyses de carbone total.

La biostimulation est une méthode écologique et efficace qui permet d’éliminer la
pollution des sols en hydrocarbures, et de valoriser des déchets organiques. Ce qui a été
confirmé par le traitement du sol SP par le Bouillon de dattes activé. Ce mode de traitement
a donné le meilleur résultat avec un rendement de dissipation des HPT de 1’ordre de 78, tant

dis que les autres traitements ont donnés un rendement situé entre 52 et 70%.

Le traitement du sol SPmoy par le Bouillon de dattes non activé a donné le meilleur

résultat avec un rendement de dissipation des HPT de 1’ordre de 89%.

Lors de cette étude, nous avons testé I’effet les souches indigénes de nos sols pollués
(CM) et ainsi la bioaugmentation par les souches exogenes apporter par Ba (boue active). Les
résultats ont montré que les souches indigénes (autochtones) de nos sols pollués (CM) ont

donné de meilleurs résultats.

Cette étude a montré que la biostimulation a donné des résultats satisfaisants.
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I. Potentiel d’ hydrogéne

La détermination des pH a l'eau est d'intérét, car elle révele I'acidité potentielle ou
I’activité d'échange du sol (BONNEAU et SOUCHIER, 1994). La mesure du pH se fait le
plus fréquemment dans une suspension aqueuse, le rapport de la masse du sol au volume
d’eau varie suivant les méthodes, ou la texture du milieu. Le pH eau est déterminé selon la
norme AFNOR X 31-103), par la mesure du pH d'une suspension de sol dans 1'eau (rapport
masse/volume = 1/5) obtenue suite a une heure d’agitation puis décantation pendant 2heures.

Le pH de la suspension a été mesuré a I’aide d’un pH-métre HANNA.

0099 99

Figure 01 : PH meétre Figure 02 : Lixiviation des sols

1. Demande chimique en oxygéne

La demande chimique en oxygéne (DCO) est un paramétre utilisé pour mesurer la
guantité d'oxygene requise pour dégrader biochimiquement les matiéres organiques présentes
dans un échantillon. Elle est généralement exprimée en milligrammes d'oxygéne consommés
par litre d'échantillon (mg/L). La mesure de la DCO est effectuée dans un réacteur dédie
appelé réacteur de DCO (DCO metre) ou I'oxydation des composés organiques se produit, elle
se fait sous une température de 148 C pendant 120min.

La mesure de la DCO a été effectuée selon la norme du Centre d’Expertise en Analyse
Environnementale du Québec : MA-315 DCO 1.0.

Les figures ci-dessous représentent le matériel utilisé :
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Figure 03 : Centrifugeuse Figure 04 : DCO-métre
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Figure 05 : Spectrophotométre UV-Visible
111. Dosage de nitrates et nitrites

II1.1 réactifs pour le dosage des nitrates :

Phénol

Acide sulfurique, H2SO4 Pur (d=1,84)
Ammoniaque (NH4OH)

Nitrates de potassium KNOj3 en poudre

II1.2 réactifs pour dosage des nitrites :

Acide orthophosphorique concentre H3PO4

Sulfanilamine CsHgO2N>S

Dichlorure de N-(1-naphtyl) ethylene diamine C10H;NHCH>NH,, 2HCI
Nitrite de sodium NaNO; en poudre
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Figure 07 : Préparation des nitrites

V. Humidité

La détermination de I'humidité du sol est effectuée conformément a la norme (NF X 31-
102). Le principe de cette méthode consiste a sécher un échantillon de sol donné dans une
étuve a une température de 105°C pendant une durée de 24 heures.
Pour déterminer I'humidité résiduelle (Hu) exprimée en pourcentage de I'échantillon de sol, la
formule suivante est utilisée :

Hu (%) = (m0 - m1) / m0 * 100

Ou:

e mO : représente la masse de la prise d'essai avant séchage (en grammes).

e m1l: représente la masse de la prise d'essai apres séchage (en grammes).

e Hu : correspond au taux d'humidité exprimé en pourcentage.
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V. Matiere organique

La teneur en matiére organique (MO) dans un échantillon de sol a été déterminée selon
la norme NF X31-071 (AFNOR ,1994).
Elle est définie comme étant la différence entre la masse de la prise d’essai de 1’échantillon
obtenue aprés séchage a 105°C pendant 1h (m1) et la masse apres séchage a 550°C pendant

20min (m2) rapportée a la masse initiale (m0). Elle est calculée selon 1’équation suivante :

MO (%) = [(m1-m2)/m0]. 100

Avec :

mO : masse de I’échantillon avant séchage (g)

ml : masse de I’échantillon apres séchage (a 105°C/1h) (g)
m2 : masse de I’échantillon aprés séchage (a 550°C) (g)

MO : teneur en matiere organique (%)

Figure 08 : Four a moufle

V1. Détermination de la conductivité électrique (CE)

La mesure de la conductivité électrique (CE) est utilisée pour évaluer la concentration des
sels dissous dans I'eau, ce qui permet d'obtenir une indication indirecte de la salinité. La méthode
standard NF X 31-113 (AFNOR, 1987) (Baize, 2000) est utilisée pour déterminer la conductivité
électrique. Cette méthode implique I'extraction des sels solubles dans I'eau a partir d'un
échantillon de sol. Pour ce faire, un mélange de sol et d'eau est préparé dans un rapport de 1/5
(m/v), puis agité pendant 30 minutes et filtré. La conductivité de la solution obtenue est ensuite
mesurée a l'aide d'un conductimétre de type PHYWE, dans des conditions spécifiques. La
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conductivité électrique est généralement exprimée en décisiemens par metre (ds/m) (Baize, 2000).
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Figure 09 : Conductimetre

VII. Turbidité

La turbidité, telle que définie par la norme NF EN ISO 7027 (NF EN ISO 7027, 2000),
est le phénomene de réduction de la transparence d'un liquide en raison de la présence de
matiéres non dissoutes, telles que des particules colloidales ou en suspension. Cette turbidité
dépend de la concentration des matieres en suspension dans I'échantillon, ainsi que des
caractéristiques optiques et géométriques de ces particules (Bertrand-Krajewski et al., 2000;
Ruban et al., 2010).

L'unité de mesure utilisée pour évaluer la turbidité, conformément a la norme NF EN
ISO 7027 (2000), est le FNU (Formazin Nephelometric Unit). La turbidité est généralement
exprimée dans une plage allant de 0 FNU a 40 FNU, en se basant sur la quantité de lumiére
diffusée par I'échantillon.

Figure 10 : Turbidimetre
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VII11. Hydrocarbures pétroliers totaux (HPT) :

Les hydrocarbures pétroliers totaux présents dans le sol sont quantifiés par
gravimétrie. Avant cette étape, une extraction des hydrocarbures du sol est réalisée a l'aide
d'un extracteur ultrasonique (Wisd WB-11) a une température de 35°C, en utilisant du
dichlorométhane comme solvant. Le mélange résultant, composé de dichlorométhane et de
I'extrait d'hydrocarbures, est filtré préalablement. Ensuite, la quantification des hydrocarbures
totaux (TPH) est réaliseée en pesant I'échantillon aprés évaporation de I'extrait collecté a l'aide
d'un rota vapeur (BUCHI Labortechnik AG R-II).

TPH% =(P1-P2) /P1* 100
Avec :
P1: ballon rempli
P> : le ballon vide

Les illustrations si dessous représentent le matériel et le produit utiliser lors de I’extraction :

B:IJ CHENn

Y Chemopharm; .

Dichloromethane
Analytical Reagent

ULTRASONS H-D

Figure 11: Dichlorométhanes Figure 12: Extracteur ultrason
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Figure 13 : Bain ultrason Figure 14 : Pompe sous vide

IX. Rota vapeur

Cet appareil est utilisé pour évaporer les solvants a basse température et sous vide,

permettant ainsi la récupération des composés souhaités.

Figure 15: Rota vapeur
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X. Azote

H2 SOs+ 2NH; —— (NHa)2 SOq4
La teneur en azote ammoniacal se calcul comme suit :
(Vl —Vo) *T*0,014

N(%) = — 100

ou

Vo : volume d’acide versé pour le blanc

V1 : volume d’acide versé pour 1’échantillon
T : titre de I’acide sulfurique (0,5 Mol/l)

m : prise d’essai de I’échantillon

X1. Analyses microbiologiques

XI1.1 Le dénombrement apreés culture de la microflore totale :

Pour quantifier la microflore présente dans les différents échantillons contaminés par
les déversements d'hydrocarbures et les fluides de forage, nous avons réalisé une culture sur
gélose nutritive.

Les résultats de la charge microbienne sont exprimés en UFC (nombre d’Unités
Formant Colonies) / g de sol selon la formule ci-dessous. .

Seules les boites contenantes entre 30 et 300 colonies au niveau de deux dilutions
successives sont retenues pour le dénombrement.

N=n/V.d

Ou :

N : nombre d'UFC par millilitre

n : la somme des colonies des boites interprétables
V : Volume de la solution déposée (ml)

d : Facteur de la premiére dilution retenue.
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Figure 16 : Gélose nutritive
XI1. Préparation de la solution meére et dilutions

Dans un tube a essai contenant 9 ml d'eau physiologique stérile, 1g de sol est ajouté.
Le mélange est vigoureusement agité a I'aide d'un vortex mixer, ce qui entraine une dilution
de 10, Ensuite, 1 mL de cette dilution est mélangé avec 9 mL d'eau physiologique, ce qui

correspond & une dilution de 1072 Ce processus est répété de maniére successive jusqu'a
obtenir une dilution de 10°°.

L
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Figure 17 : Préparation de la solution mere

Figure 18 : Les dilutions
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Figure 19 : Vortex mixer

XI1.1 Produits et Matériels :
e Gélose nutritive (GN) pour le dénombrement des bactéries.
e Eau physiologique
e Tubes et Flacons
e Pipete
o Boites de Pétri.
e Le bac a eau de javel.
e Etuve 30°C (pour les bactéries 3jours) et 25°C (pour les champignons 5jours)
e Agitateur
e Echantillons de sol
e Bain marie
e Micropipette
XI1.2. Dénombrement :
Dans la zone aseptique, versez la gélose liquide en surfusion (en la faisant fondre au
bain-marie).
Dans la zone aseptique, agitez doucement chaque tube de dilution, puis prélevez 0,1
ml de chaque tube a l'aide d'une micropipette. Ensuite, versez le contenu prélevé sur le milieu
nutritif gélosé correspondant a la dilution.
Aprés une incubation de 48 heures a une température de 30°C, comptez les colonies a

I’aide d’un compteur de colonie.
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On tient compte que des boites qui contiennent un nombre de colonies compris entre

30 et 300 pour le dénombrement.

Figure 21 : Versement de la gélose nutritive
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Figure 23 : Boite pétrie Figure 24 : Le conteur de colonie



Résumé :

La présente étude a pour objectif la bioremediation d’un sol pollué par les
hedrocarbures par les deux techniques bioaugmentation et biostimulation. L’analyse
physicochimique des échantillons du sol a révélé que ces derniers présentent une forte
pollution. La caractérisation physicochimique de fumier de mouton, de bouillon de datte, et de
BH, a montré qu’ils pouvaient étre utilisés comme amendements organiques et inorganiques
pour les souches autochtones du sol vu leurs richesses en carbone, minéraux et oligoélément.
Le traitement biologique bioremédiation, pendant 66 jours, a donné le meilleur résultat pour
le bac contenant le bouillon de datte (bdtt) avec la sciure de bois, avec un rendement de
dégradation de TPH de 89%. Tous les bacs sauf le témoin ont donné également des résultats

trés satisfaisants compris entre 52% et 89%.

Mots clés : Bioremédiation, Bioaugmentation, Biostimulation, gasoil, amendement de déchets

organiques, hydrocarbures pétroliers, sol contaming.

Summary:

This study aims to bioremediate a soil polluted by hydrocarbons using two techniques:
bioaugmentation and biostimulation. Physicochemical analysis of soil samples revealed a
high level of pollution. The physicochemical characterization of sheep manure, date broth,
and BH showed that they could be used as organic and inorganic amendments for indigenous
soil strains due to their carbon, mineral, and trace element content. The biological treatment
of bioremediation, carried out for 66 days, yielded the best result for the container containing
date broth (bdtt) with wood shavings, with a TPH degradation efficiency of 89 %. All

containers except the control also yielded very satisfactory results ranging from 52 to 89 %.

Keywords: Bioremediation, Bioaugmentation, Biostimulation, diesel fuel, organic waste

amendment, petroleum hydrocarbons, contaminated soil.



