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RESUME

La restauration des sites contaminés fait appel a différents traitements dont la
bioremédiation demeure I’approche de traitement le plus populaire au Québec. Son
succes s’explique en raison du coiit des opérations qui s’avére plus faible que dans le cas
des traitements physico-chimique ou thermique.

L’objectif de cette recherche a été de 1) caractériser le comportement hydrodynamique du
diesel dans la zone vadose, 2) simuler au laboratoire les conditions retrouvées lors d'un
traitement par bioaspiration et bioventilation et, 3) évaluer et comparer l'impact des
conditions hydrodynamiques crée lors des deux traitements sur [efficacité de la

biodégradation.

Afin d’atteindre ces objectifs, trois grandes étapes ont été réalisées. Une premiére €tape a
consisté en la caractérisation préliminaire du point de vue géotechnique, physico-
chimique et biologique ayant menée au choix du sol approprié a I’application des deux
technologies de décontami.nation. Le sol étudié était de texture fine (conductivité
hydraulique égale a 10”7 cnv/s) contaminé au diesel.a une concentration de 7800 mg/kg de
sol sec. Ce dernier a été prélevé au niveau de la frange capillaire (teneur massique en eau
de 20 %). Le sol prélevé a été jugé apte a la biorestauration puisqu’il présentait des
caractéristiques microbiologiques adéquates, Sojt une densité des micro-organismes
hétérotrophes totaux de 10° cell/g de sol et spécifiques au contaminant de 10° cell./g sol.
L’effet de la concentration du contaminant et de I’ajout des nutriments sur I’activité de
minéralisation d’un polluant témoin a été vérifié par des essais statiques en microcosmes.
Une concentration en diesel supérieure a 20 000 mg/kg de sol sec s’est avérée toxique
aux micro-organismes du sol. L’amendement du sol contaminé avec des nutriments a
amélioré le taux de minéralisation du potluant témoin.

La deuxiéme étape fut consacrée i I’étude du comportement hydrodynamique du diesel
dans la zone vadose i I’aide d’essais de rétention capillaire en eau et en diesel d’une part,
a basse pression (pression atmosphérique en hautes colonnes en PVC d’une capacité

d’environ 3700 cm?) et d’autre part, a haute pression (pression supérieure a la pression
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atmosphérique en cellules de rétention Tempe). A la fin des essais de rétention capillaire
a basse pression, il a été observé que la hauteur d’ascension capillaire du diesel était plus
élevée que celle de I’eau, soit 100 cm et 75 cm, respectivement et que la distribution de
I’eau était plus réguliére que celle de diesel. La teneur maximale en eau du sol était
supérieure a la teneur maximale en diesel, soit 22 % et 18 %, respectivement. Il a été
également possible de reproduire les conditions retrouvées lors d’un déversement de
diesel dans la zone vadose et représenter ainsi la distribution des fluides y présents
(air/diesel/eau). L’accumulation du diesel au-dessus de la frange capillaire d’eau était
trés évidente et la teneur maximale enregistrée fut d’environ 58 000 mg/kg de sol sec. A
la fin d’essais de rétention capillaire a haute pression, il a été possible de déterminer la
courbe caractéristique diesel-sol. A partir de cette courbe, un parameétre d’opération
essentiel au traitement en mode de bioaspiration, soit la pression d’entrée d’air (i.e.,
déplacement du diesel des pores du sol) a été estimée (i.e., 0,2 atm.).

La troisieme étape était d’évaluer la biodégradation du sol contaminé au diesel a
saturation par deux traitements, soit la bioaspiration et la bioventilation a I'échelle de
laboratoire. Cet objectif a été réalisé a I’aide d’essais dynamiques en colonnes d’acier
inoxydable d’une capacité d’environ 1600 cm’. Deux colonnes (duplicata) ont été
affectées a I’étude de la biodégradation en mode de bioaspiartion, tandis qu’une autre
colonne a ét¢ affectée a I’étude de la biodégradation en mode de bioventilation. L’effet
du traitement en mode de bioaspiration sur le comportement hydrodynamique du diesel a
été vérifié dans une colonne rendue abiotique par irradiation. Les résultats obtenus
durant le suivi des deux technologies durant 50 jours ont démontré que la succion
appliquée en mode de bioaspiration a engendré une diminution de la saturation résiduelle
en diesel par drainage de 3 fois supérieure a celle observée en mode de bioventilation,
soit 67 000 mg/kg en mode de bioaspiration et 20 900 mg/kg en mode de bioventilation.
Cette diminution physique de la teneur en hydrocarbures a résulté en une activité
microbiologique accrue en mode de bioaspiration. En effet, les taux moyens d’utilisation
d’oxygéne et de biodégradation calculés en conditions dynamiques ont ét€ plus élevés

pour le traitement en mode de bioaspiration, soit 0,60 %/jour et 0,51 mg/kg/jour,
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respectivement comparativement a ceux en mode de bioventilation, soit 0,27 %/jour et
0,10 mg/kg/jour, respectivement. Egalement, le taux moyen d’utilisation d’oxygéne
horaire calculé en conditions statiques a été plus élevé pour le traitement en mode de
bioaspiration, soit 1,15 %/heure que celui en mode de bioventilation, soit 0,69 %/heure.
D’aprés le taux moyen de biodégradation estimé lors des tests de respirométrie en
conditions dynamiques, une masse relativement faible d hydrocarbures, soit 25 mg/kg de
sol a été dégradée en mode de bioaspiration et S mg/kg de sol en mode de bioventilation
durant les 50 jours de traitement.

Le haut niveau de concentration en diesel ayant engendré une toxicité aux micro-
organismes de biodégradation, le manque des nutriments et probablement, la courte
période de traitement pourraient expliquer les faibles taux de biodégradation observés.
L’opération du systéme a une succion plus élevée aurait pu palier a cette problématique
puisque les essais ont démontré que 1’application d’une succion accrue engendre le
drainage d’une quantité considérable de contaminant. La concentration résiduelle
inférieure qui en résulterait aurait fait en sorte que la toxicité et les besoins en nutriments

seraient moindres.



ABSTRACT

The objective of this work was to: 1) characterise the hydrodynamical behaviour of diesel
fuel in the vadose zone, 2) simulate, at laboratory scale, the conditions prevailing during
bioslurping and bioventing and, 3) evaluate and compare the effect of hydrodynamics
conditions created during the two treatments on"the effectiveness of the biodegradation

process.

This approach was accomplished in three phases. The first phase consisted of a
preliminary geotechnical, physical, chemical and biological soil characterisation to insure
that type of soil was appropriate for bioslurping and bioventing. The soil used for this
work was a silty sand (hydraulic conductivity of 107 cmv/s) collected at the level of the
capillary fringe (20 % of moisture) and contaminated with diesel fuel (7800 mg/kg). The
number of heterotrophic and diesel-degrading bacteria indicated that the indigenous
microbial population had the ability to biodegrade hydrocarbons. Microbial activity
assays conducted in microcosms demonstrated toxicity to the soil microorganisms at a
contaminant concentration greater than 20 000 mg/kg of soil. It was also noteed that the

mineralization activity significantly increased when nutrients were added.

The second phase dealt with the hydrodynamic behaviour of multiple phases (air, diesel
and water), at low and high pressure in soil. This study was necessary because
parameters such as distribution of phases in a spill case and the soil characteristics curves
are of great interest for the applicability and feasibility of unsaturated zone remediation
techniques. First, large PVC columns (3700 ¢m’) were used to simulate the diesel and
water capillary retention in the vadose zone with low pressure (atmospheric pressure).
The height of the capillary rise of water (75 cm) was less than that of diesel (100 cm).
The maximum water content was greater (22 %) than that of diesel content (18 %). It
was also possible to reproduce a diesel spill En the soil column containing residual levels
of water in order to observe the distribution of fluids (air, diesel and water) in the vadose
zone. A diesel table developed above the water capillary fringe and, the water capillary

zone (the part of the water capillary fringe where water saturation ratio is at or close to
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1,0) was depressed and became thinner. The maximal concentration of diesel was
approximately 58 000 mg/kg of dry soil. The forgoing assays were then repeated at high
pressure (greater than the atmospheric pressure) and the capillary retention data used to
determine the soil characteristic curves . The entry pressure (i.e., bubbling pressure), a

very important operational parameter of bioslurping, was estimated at 0,2 atm.

In the third phase the biodegradation of soil contaminated to saturation with diesel was
evaluated with two techniques, i.e., bioslurping and bioventing. Four stainless steel
columns (16C0 cm’) were set up to model the conditions present when oxygen is passed
through contaminated soil. Two separate columns (duplicates) were used to simulate the
bioslurping process, and one column to simulate the bioventing process. In addition, one
abiotic column was set up with irradiated soil to verify the effects of bioslurping on the
soil hydrodynamic behaviour. To quantify the extent of biodegradation, the columns
were monitored for physical (air permeability, moisture), chemical (contaminant
concentration, nutrients) and biological (heterotrophic and diesel-degrading microbial
enumeration, microbial activity) parameters. Active respiration studies were also
conducted during the whole operational period to determine whether the microbial
respiration occurred as a result of oxygen introduced by the aeration process. Static
respirometric tests were also conducted by shutting down the venting system, and
monitoring changes in soil gas CO; and O, composition at the pressure monitoring points
of all columns. The results indicated that the amount of free product recovered with
bioslurping was three times greater (i.e., 67 000 mg/kg) than with bioventing (20 900
mg/kg). Given the lower residual saturation achieved with biosturping, biodegradation of
the residual contaminants was enhanced due the lower oxygen and nutrients limitations.
The assessment of oxygen utilisation and biodegradation rates was used as indirect
evidence of the effectiveness of the two bioremediation strategies. The average oxygen
uptake and biodegradation rates observed during the dynamic in situ respiration tests
were greater during bioslurping (0,60 %/day and 0,51 mg/kg/day, respectively) compared
with those measured during bioventing (0,27 %/day and 0,10 mg/kg/day, respectively).

Also, the hourly average oxygen uptake estimated under static in situ respiration tests was
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greater during bioslurping (1,15 %/hour) compared with that calculated during bioventing
treatment (0,69 %/hour). In order to quantify biodegradation in terms of hydrocarbons
depletion, the average biodegradation rate was used. A mass balance on oxygen based of
hexadecane mineralization indicated that 25 mg hydrocarbons/kg of contaminated soil
were mineralized using bioslurping and 5 mg hydrocarbons/kg of contaminated soil using

bioventing technique after 50 days of treatment.

The high level of contamination, the low nutrients concentration, and the short period of
operation explain the relatively low biodegradation rates observed. The application of a
suction greater than 0,2 atm used in this study could reduce this problem because the

assays have shown that the vacuum enhanced considerably the recover free product.
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CHAPITRE I : INTRODUCTION

Le premier chapitre, intituié 1’introduction, présente la problématique de la pollution des
terrains contaminés par des hydrocarbures pétroliers, ainsi que I'hypotheése de recherche

et les objectifs proposés.

1.1 Problématique

Les hydrocarbures pétroliers sont des produits mondialement utilisés et ils présentent des
multiples applications industrielles (e.g., chimique et pétrochimique, pharmaceutique,
textiles, plastiques, production de pesticides, production de peinture, de laque et de

solvants, préservation du bois, etc).

Depuis le début de la révolution industrielle, les activités humaines ont créé d’immenses
quantités de produits chimiques qui ont été relachés dans I'environnement. soit
délibérément (i.e.. a des fins agricoles et industrielles), soit accidentellement (i.e.,
manutention impropre, fuites, remblayages. décharges non-contrélées, etc).  Par
conséquent, les régions qui ont été les berceaux de I'industrialisation sont actuellement
aux prises avec des nombreux terrains contaminés par des hydrocarbures pétroliers. Cela
constitue un frein considérable a la remise en valeur de ces terrains, donc un sérieux
handicap au développement économique étant donné les coiits tres élevés associés a leur

restauration.

Aux Pays Bas, le coit estimé pour la réhabilitation des sols contaminés s’éléve a plus de
$30 milliards, dont le coiit de restauration ex situ (excavation et amélioration des stations
d’essence) représente approximativement $750 millions, tandis qu'en Allemagne, ce
méme coiit s’éleve a $100 milliards (Pijls et al., 1994). Au Canada, il existe a I'heure
actuelle a peu prés 100 000 sites contaminés. Le coit estimé pour la restauration des ces

sites dans le cas ol cet objectif est possible et désiré, s’éleve a plus de $20 millards



(Calder, 1997). Pour la seule région de Montréal, les coiits de restauration des terrains

contaminés sont évalués a environ $3 milliards (Belles-Isles et Sarrailh, 1997).

Au Québec, afin de gérer le probléme des sols contaminés, le Ministére de
I’Environnement et de la Faune (MEF) a mis sur pied deux programmes (Samson, 1994).
Le premier, créé en 1983, est le groupe d’étude et de restauration des lieux d’élimination
des déchets dangereux (GERLED). L’objectif était de réaliser I'inventaire, la
caractérisation et la restauration, si nécessaire, des licux contaminés ou potentiellement
contaminés. Ainsi, en avril 1991, un nombre de 346 lieux contaminés étaient identifiés.’
Le deuxiéme, créé en 1993, le groupe d’étude et de restauration des sols contaminés
(GERSOL) avait comme but principal la réhabilitation des terrains contaminés en vue de
permetire leur réutilisation d’une maniére sécuritaire. En mai 1993, la banque de

données des dossiers GERSOL comportait quelques 800 lieux.

La contamination des sols par des produits pétroliers, représente une sérieuse menace
pour la qualité des eaux souterraines puisque quoique légérement solubles, ils peuvent
constituer une source de contamination a long terme (Hunt and Sitar, 1988, Lenhard et

Parker, 1988).

Les cas de fuites de produits pétroliers ont vu leur nombre augmenter au cours des deux
derniéres décennies par suite de la corrosion des réservoirs souterrains en acier, installés
en grand nombre dans les années 1950 et 1960. Au Québec, il existe actuellement plus
de 50 000 réservoirs enfouis et trés certainement, 20 000 d’entre eux laissent s’échapper
des hydrocarbures dans le sol (Environnement Canada, 1999). Ces produits, en
s'infiltrant par gravité dans le sol rejoignent plus ou moins rapidement la nappe
phréatique causant ainsi sa contamination. La fuite de ces mémes produits présente un
autre danger, soit les explosions. Ainsi, les vapeurs produites a la suite d’une fuite
souterraine peuvent s’accumuler dans les sous-sols, les caniveaux ou autres structures
souterraines et produire une explosion. C’est d’ailleurs pourquoi le Ministére de

I’Energie et des Ressources (MER) exige que tous les réservoirs souterrains en acier, non



rotégés contre la corrosion soient remplacés d’ici I'an 2001 (Environnement Canada
protcg

1999).

Nombreux sont les traitements préconisés pour la restauration des sols contaminés: 1)
traitements thermiques (incinération, pyrolyse, désorption thermique a basse/haute
température), 2) traitements physico-chimiques (lavage de sol, encapsulation/mise en
décharge, solidification/stabilisation, vitrification in situ, extraction par des solvants,
extraction sous vide), 3) traitements biologiques (biopiles, bioventilation, bioaspiration)
et, 4) traitement passif ou atténuation naturelle. De toutes ces alternatives, les traitements
biologiques jouissent de la meilleure perception au public, étant considérés comme

écologiques et sécuritaires ( Errampalli, 1997).

Jusqu'a présent, la restauration in site d’un site contaminé par des hydrocarbures
pétroliers légers (LNAPL : light non aqueous-phase liquid) s'effectuait en trois étapes,
soit: 1) récupération de la phase flottante par pompage et traitement en surtace, 2)
bioventilation de la zone vadose afin de promouvoir la biodégradation aérobie et 3) si
nécessaire. décontamination des eaux souterraines soit par pompage et traitement en
surface soit par biotraitement in sitie (Hoeppel et al., 1995). Depuis quelques années, une
technologie communément appelée bioaspiration (i.e., bioslurping en anglais) permet a la
fois de combiner les étapes de récupération des hydrocarbures pétroliers flottant a la
surface de la frange capillaire et de biorestauration de la zone vadose (Baker et
Bierschenk, 1995, Hoeppel et al., 1995, Leeson et al., 1995, Wickramanayake et al.,
1996).

Les experts en remediation des sites contaminés par des hydrocarbures pétroliers sont
tous d’accord pour dire que pour plusieurs sites, la technique de bioaspiration s avére €tre
une technique de remediation plus rapide, plus efficace et moins codteuse que les
techniques conventionnelles, notamment en terrains peu perméables. Cette technique
rendra possible la décontamination des sites qui jusqu’a date se sont avérés difficile voire

impossible a restaurer par des techniques conventionnelles (Baker et Bierschenk, 1995).



Bien que l'efficacité de la technologie a biodégrader les hydrocarbures dans la zone
vadose ait été démontrée par des tests de respirométrie (Hoeppel et al., 1995), I’efficacité
de cette méthode a biodégrader les hydrocarbures n’a pas vraiment été démontrée
notamment au niveau de la frange capillaire pour ainsi réduire la masse de contaminants.
En effet, il n’existe que peu de données disponibles dans la littérature sur les processus
hydrodynamiques et microbiologiques se déroulant dans la zone vadose, de méme que

sur leur influence sur I'efficacité de ce procéde.

Ainsi, ce projet portera plus particulierement sur la définition et la compréhension des
processus hydrodynamiques et microbiologiques intervenant dans la zone vadose lors du
traitement par bioaspiration et bioventilation d’un sol provenant d’un site contaminé au

diesel.

1.2 Hypothése de recherche

L’efficacité d'un processus de biodégradation dans un milieu poreux tri-phasique est a la
fois tributaire de la microbiologie et des propriétés hydrodynamiques du milieu a traiter

et des propriétés physico-chimiques du contaminant présent.
L hypothése sur laquelle se base la recherche est la suivante:

Comparativement au mode de bioventilation, la succion accrue en mode de bioaspiration
d'un sol contaminé a saturation en diesel tend a réduire la quantité résiduelle de diesel
au niveau de la frange capillaire, ce qui stimule les processus de biodégradation.

1.3 Objectifs

En partant de I'hypothése de recherche ci-dessus mentionnée, les objectifs suivants ont

eté fixeés:

1) Caractériser le comportement hydrodynamique du diesel dans la zone vadose;



2) Simuler au laboratoire les conditions retrouvées lors d'un traitement par bioaspiration

et bioventilation;

3) Evaluer et comparer l'impact des conditions hydrodynamiques créé lors d’un
traitement par bioventilation d’une part et par bioaspiration d’autre part sur

I’efficacité de la biodégradation.



CHAPITRE II : REVUE DE LITTERATURE

Le chapitre 2 présente les concepts théoriques pertinents pour cerner le cadre de la
recherche, le domaine d’application et fournit les informations nécessaires a la
compréhension du sujet et  son évolution. Une premiére section décrit la migration d'un
contaminant dans la zone vadose, tandis qu'une deuxiéme section décrit I'approche d'un
programme de remédiation. Les facteurs d'ordre microbiologique et hydrodynamique
ainsi que ['écoulement tri-phasique présentant une grande importance pour la réussite de
la faisabilité technique des technologies telles que la bioaspiration et la bioventilation
sont présentés dans une troisieme et quatriéme partie respectivement. Finalement, une
cinquieme partie se consacre d'une part, a la description des deux technologies, (i.e.,
bioaspiration et bioventilation) et d'autre part. 4 une ¢tude comparative de leurs

fonctionnement et leurs limites d'application.

2.1 Migration d'un LNAPL lors d'un déversement en milieu poreux

Lorsque des hydrocarbures pétroliers sont relachés dans I'environnement a la surface ou
pres de la surface du sol, ils migrent a travers la zone non-saturee, atteignant ou non la
nappe phréatique suivant le volume du déversement. Ainsi, ils se déplacent suivant
I"action conjuguée des forces de gravité et de viscosité sous forme de phase non-aqueuse,
séparée de la phase gazeuse ou de la phase aqueuse déja présentes dans le milieu poreux
et, sont immobilisés a ’intérieur des pores par les forces capillaires. Dans le cas ou ces
composés sont plus légers que I’eau (LNAPL), ils se répandent latéralement et flottent
au-dessus de la surface de la frange capillaire ou de I’eau souterraine (Hunt et Sitar, 1988,
Wilson et al., 1990). La Figure 2.1, montre schématiquement la migration d'un LNAPL

dans un milieu poreux.

Note : Pour fins de simplification et meilleure compréhension tout au long de ce mémoire les composés

organiques non-aqueux plus légers que I"eau prennent "abréviation anglaise, soit LNAPL.
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Figure 2.1 Description conceptuelle d’un déversement de LNAPL.
Comme l'indique la
Figure 2.2, le LNAPL s'y trouve sous plusieurs formes {(Cookson, 1995):
1) phase libre, peu soluble et drainable, située au-dessus de la frange capillaire;

2) phase aqueuse. constituée de composés dissous dans I’eau souterraine ou dans I'cau

interstitielle;

3) phase résiduelle, représentée par les composés adsorbés/absorbés ou emprisonnés

dans la matrice solide, non drainable, se trouvant dans la zone non-saturée et saturée;

4) phase de vapeurs, constituée par la fraction volatilisée a I’intérieur de la zone vadose.
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Figure 2.2 Distribution des phases dans le sous-sol (adapte de Cookson, 1993)

S. - degreé de saturation en eau. P — pression hydrostatique d’eau.

[l reste quatre composantes a traiter dont la phase aqueuse est la forme la plus assujettie
aux reglements car, I’eau souterraine potable et contaminée pose un risque immédiat a la
santé humaine. Les phases libre et résiduelle ne peuvent non plus étre ignorées car, étant
non drainables, elles constituent la majeure partie de la masse de contamination dans le
sous-sol. De plus, quant & elle seule, la phase résiduelle dans la zone vadose peut

entrainer des problémes de sécurité et de santé humaine (i.e., contact direct ou explosion).

2.2 Approche d’un programme de remédiation in-siru

L’approche de remédiation in situ d’un site contaminé consiste généralement en trois

etapes :

1. élimination de la source (e.g., remplacement des infrastructures défaillantes.

. excavation des sols fortement contaminés lorsque possible);



2. enlévement du produit libre;

3. restauration des sols et eaux souterraines.

11 existe trois grandes catégories de technologies de biotraitement dans le domaine de la
restauration in situ des terrains contaminés. La premiére catégone s’adresse au
traitement de la zone vadose, i.e., ['horizon de sol se situant immédiatement au-dessus de
la nappe phréatique. Les technologies telles que I’extraction des vapeurs sous vide et la
bioventilation sont généralement utilisées. La seconde catégorie comprend les
technologies de remédiation des contaminants au niveau de la zone saturee telles que le
pompage et le biotraitement en surface ou le barbotage et le biobarbotage in situ. Enfin,
une troisieme catégorie, mixte qui est destinée a traiter en méme temps deux milieux
différents (i.e., récupération du produit libre de la frange capillaire et remédiation de la

zone vadose). soit la bioaspiration.

Dans le cadre de cette recherche, deux des technologies de restauration de la zone vadose,

soit la bioventilation et plus particulierement la bioaspiration sont analysées et discutées.

2.3 Facteurs gouvernant I'efficacité des deux traitements

L application d’un procédé microbiologique pour la remédiation des sols et de la nappe
phréatique contaminés s’est avérée étre une bonne approche pour solutionner les
problémes environnementaux. Ainsi, les contaminants peuvent €tre éliminés d’une
maniére permanente par leur transformation et/ou minéralisation, évitant les traitements
chimiques et physiques. Le potentiel métabolique des micro-organismes et les propriétés
physiques et chimiques du contaminant déterminent la faisabilit¢ des réactions de

biotranstormation.

Les contraintes écologiques de la biotransformation peuvent étre microbiologiques et
environnementales. Leur identification est requise pour [’évaluation de la faisabilité d'un

traitement par voie microbiologique.
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2.3.1 Facteurs d’ordre purement microbiologique

Les hydrocarbures pétroliers sont assimilés par une variété de micro-organismes (Austin
et al., 1977, Britton, 1984). Cependant, les bactéries hétérotrophes représentent le groupe
majeur étant responsable de la biodégradation de la plupart des composés organiques
(Godsy, 1998). Ces bactéries sont a environ 80 % de type gramme positif (Chapelle,
1992).

La dégradation microbienne des hydrocarbures pétroliers est influencée par un grand
nombre de facteurs, dont les facteurs microbiologiques (e.g., écologie microbienne,
besoins en nutriments, cinétique de biodégradation, nature et récalcitrance des

contaminants).

2.3.1.1 Ecologie microbienne

Avant que les composés organiques puissent étre dégradés ou transformés, un minimum
de conditions doit étre rencontré. Avant tout, les micro-organismes doivent étre présents
a 'endroit ou se trouve le contaminant et posséder la capacité de participer aux processus
de dégradation ou de transformation. L’accepteur d’électrons doit aussi étre présent et 1l
peut étre soit un composé organique, soit un composé inorganique. Pour la plupart des
bactéries et champignons, "accepteur final d’¢lectrons est I'oxygene moléculaire. Le
produit final réduit durant la respiration aérobie est I'eau, et le composé final oxyde
durant la production d’énergie est le dioxyde de carbone. En I'absence d’oxygene ou en
conditions d'anoxie (e.g., zone capillaire et souterraine, strates et lentilles imperméables),
certaines populations bactériennes respirent d'autres composés inorganiques, moins
oxydés. Les accepteurs d’électrons les plus communs et les groupes bactériens associés
sont: I’ion ferrique, F ¢’ (réducteurs du fer), I'ion sulfate, SO, (sulfato-réducteurs), et le

dioxyde de carbone, CO; (méthanogenes).
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Quant au contaminant, pour qu’il soit incorporé dans les réactions d’oxydoréduction, il
doit servir soit de donneur, soit d’accepteur d’électron et la tendance de donner ou

d’accepter des électrons dépend de ses propriétés chimiques (Godsy 1998).

L'activité microbienne est habituellement plus grande pres de la surface et décroit avec la
profondeur (Cookson, 1995). Les sols de surface ayant un contenu adéquat en carbone,
oxygéne et nutriments possédent typiquement entre 107 et 10° micro-organismes par
gramme de sol, dont 10°-10° sont des micro-organismes hydrocarbonoclastes. La
distribution des micro-organismes hydrocarbonoclastes refléte ihistorique d’exposition
de l'environnement au contaminant. Dineen et ses collaborateurs (1993) notent qu'apres
une exposition aux produits pétroliers, les hydrocarbonoclastes peuvent augmenter
atteignant un nombre allant de 10° a 10% [l fut aussi rapporté que dans un écosystéme
poliué la proportion de micro-organismes hydrocarbonoclastes peut atteindre 100 % de la
population totale existante (Atlas. 1981). Par ailleurs, des décomptes bactériens
semblables a ceux obtenus en surface ont été rencontrés dans la zone capillaire (Chapelle,
1992, Wood, 1993). Des décomptes bactériens montrant moins de 10° micro-organismes

par gramme de sol indiquent la présence de conditions toxiques (Cooksort, 1995).

Austin et ses collaborateurs (1977) ont réalisé une étude sur la taxonomie et I'écologie
des micro-organismes dégradeurs d'hydrocarbures pétroliers.  Ainsi, 48 caractéres
différents du point de vue biochimique, cultural, morphologique et physiologique ont été

testés sur 33 différents milieux de culture (Tableau 2.1).



Tableau 2.1 : Dégradeurs d'hydrocarbures pétroliers

Groupe taxonomique %
Pseudomonas spp. 27 )
Actynomycetes 21
Micrococcus spp. 20
Nocurdia spp. il
Coryneiformes 10
Enterobucteriuceae 6

Groupe non-identifie 4

S. natans 1

Cette classification est semblable aux données publiées par Britton (1984). Ainsi, il s'est
avéré que le groupe de Pseudomonas est retrouvé fréquemment lors de la dégradation des
n-alcanes, tandis que le groupe constitué de Micrococcus dégrade les chaines carbonées,
allant de C; a C;g  Par ailleurs, les champignons sont également reconnus pour la
dégradation des chaines d'alcanes allant de Cyy a Cix (e.g.. Candidu et Cryptococcus,
Leahy et Colwell, 1990).

2.3.1.2 Besoins en nutriments des micro-organismes

Les micro-organismes requi¢rent pour leur croissance une proportion d’éléments nutritifs
majeurs (e.g., carbone, hydrogene, soufre, azote et phosphore) variant en fonction de leur
diversité. Dans les sols contaminés par des composés organiques, le carbone et
I’hydrogene ne sont pas limités parce que ceux-ci représentent leurs constituants majeurs,
et le soufre est généralement en quantité suffisante pour la croissance. Par contre, I’azote
et le phosphore sont les principaux éléments qui limitent la croissance. Le taux
carbone/azote/phosphore (C/N/P) ordinairement considéré est de 300 a 100/10/1 a 0,5.

Toutefois, ce taux peut varier dépendant de la nature du contaminant (Godsy, 1998).
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2.3.1.3 Présence d’accepteurs d’électrons

Une dégradation rapide et compléte a lieu en conditions aérobies pour la majeure partie
des composés pétroliers (Cookson, 1995). C’est durant I'étape initiale du catabolisme
que les micro-organismes incorporent |’'oxygene moléculaire dans le substrat par des
enzymes de type oxygénase (Atlas. 1981, Leahy et Colwell, 1990). Le taux de
dégradation des hydrocarbures diminue avec la baisse de la concentration en oxygene.
Cela engendre une persistance des hydrocarbures beaucoup plus longue dans les couches
imperméables que dans les couches aérées d'un milieu poreux (Atlas, 1981). D'aprés un
rapport de 'U.S.EPA (1991, 1995b), une concentration ¢n oxygeéne dans la phase gazeuse
plus faible que 5 % v/v limitera les processus de biodégradation des composés

organiques.

Compte tenu du fait que I'écosystéme du sol est trés complexe, il est peu possible de
démontrer que la diminution en oxygéne représente le facteur limitant pour une activité
microbienne donnée (Griffin, 1980). En effet, la disponibilité¢ de 'oxygeéne dans le sol
dépend du taux de consommation des micro-organismes, du type de sol, de la teneur en

eau et de la présence des substrats utilisables qui peuvent en engendrer une diminution.

Des taux de minéralisation d'alcanes de 10 a 20 % ont été atteints en conditions
anaérobies durant 35 jours, mais la minéralisation du naphtaléne fut négligeable (0,4 %)

dans ces mémes conditions (Atlas, 1981).

2.3.1.4 Potentiel hydrogéne et potentiel redox

Le pH affecte tant les micro-organismes (i.e., fonctions cetlulaires, transport au niveau de
la membrane) que I’équilibre des réactions catalysées. La majeure partie des bactéries
croissent a un pH neutre ou légérement alcalin (Riser-Roberts, 1992, Cookson, 1995).
Les activités enzymatiques sont influencées par les variations de pH. Chaque enzyme
travaille plus rapidement a un pH optimal spécifique. Si le pH s'¢loigne de la valeur
optimale, l'activité enzymatique diminue et l'enzyme peut étre endommagée voire

dénaturée (Prescott et al., 1995).
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Les micro-organismes modifient fréquemment le pH de leur propre habitat en produisant
des déchets métaboliques acides ou basiques. Par exemple, la dégradation des protéines
et des acides aminés, rend le milieu alcalin (Prescott et al., 1995). Le pH est aussi affecté
par la quantité d'anhydride carbonique dissoute dans I'eau et par l'équilibre du dioxyde de
carbone avec les ions bicarbonate et carbonate. Le processus d’aération durant des
traitements tels que la bioventilation ct la bioaspiration peut enlever le dioxyde de
carbone (gaz acide) dissous dans I’eau des pores et ainsi décroitre les ions d hydrogéne et
en conséquence, augmenter le pH du sol (CO1 + H,O « H2CO; & HCOy + H'; Sawyer
etal., 1994).

Comme, les ions d’hydrogéne sont impliqués dans le transport d’électron, le pH et le
potentiel redox (Eh) sont interdépendants. D’une maniére généiale, un sol hautement
contaminé est en conditions d’anoxie a cause de la respiration bactérienne. Dans ces
conditions. d’autres accepteurs d’électrons scront favorisés, dont ceux qui possedent le
plus haut Eh en premier, I'ordre étant le suivant: NOj, Fe''. SO,". COs. Suivant le Eh,
plusieurs populations bactériennes pourront dégrader la méme contamination a des

moments différents (Godsy 1998).

2.3.1.5 Température

La température influence la dégradation des composés pétroliers par son effet tant sur la
nature physique et chimique de la composition que sur le métabolisme de la communauté
microbienne (Atlas, 1981). Le taux de biodégradation s’accroit avec la température, les
écosystémes exposés a des basses températures dégradent les hydrocarbures plus
lentement. La température optimale pour la biodégradation acrobie des hydrocarbures
petroliers se situe entre 15°C et 30°C (Eglert et al., 1992). Cependant, plusieurs genres
de micro-organismes hydrocarbonoclastes ont montré une grande tolérance aux
fluctuations de température (e.g., 52 % des colonies cultivées sur un milieu solide ont

poussé a 5°C, 78 % a 37°C et 50 % a 43°C) (Austin et al., 1997). En réalité, I’effet net de



15

la température sur la globalité du taux de biodégradation dépend des processus qui le

limitent (Sturman et al., 1995).

2.3.1.6 Taux d’humidité

La teneur en humidité permet de s’assurer que la phase aqueuse entourant les particules
de sol est suffisante pour maintenir une population active de micro-organismes. Plusieurs
réactions biochimiques réalisées par les micro-organismes se produisent dans la phase

aqueuse (Leahy et Colwell, 1990).

Les micro-organismes hydrocarbonoclastes agissent a l'interface hydrocarbure-eau.
Cependant, de tels micro-organismes peuvent croitre sur l'entiereté de la surface d'une
gouttelette d’hydrocarbure, mais jamais a leur intérieur sans y avoir de I'eau entrainée

(Atlas, 1981).

Dans les études de faisabilité des technologies de biorestauration des terrains contaminés,
il est courant de remplacer le notion d’humidité optimale par la notion de capacité de
rétention au champ. Pour des fins de biorestauration des sols contaminés, Cookson
(1995) propose une teneur massique correspondant a une succion allant de 0.1 a 0,2 atm,
tandis que Dupont (1993) suggere plutot une succion de 0,3 atm. Plus récemment,
Zacharias et Bohne (1997), ont proposé le remplacement de la capacité au champ par une
approche de drainage interne, qui lui, tient compte de la nature du sol et de la profondeur

de la nappe phréatique.

Une teneur en eau comprise entre 50 % et 80 % de la capacité de rétention au champ, ou
15 % sur une base de poids de sol sec, s’est avérée étre optimale pour la biorestauration
des sols contaminés (Cookson, 1995). Cependant, des tests réalisés sur le terrain durant
un traitement par bioventilation d’un site contaminé par des hydrocarbures pétroliers
semi-volatils ont démontré qu’une teneur en eau allant de 35 % a 50 % de la capacité de

rétention au champ avaient accéléré le taux de biodégradation (Dupont et al., 1991).
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2.3.1.7 Cinétique de biodégradation

Les variables qui contrdlent la cinétique de biodégradation peuvent étre d'une part, des
variables qui déterminent la disponibilité et la concentration du contaminant 4 dégrader et
qui affectent la grandeur et l'activité de la population microbienne et d'autre part, des

variables qui contrdlent directement le taux de réaction.

Les membres d’une population microbienne mixte ne sont généralement pas tous actifs
de la méme maniére face a un substrat organique donné et cela est due a la spécialisation

des espéces face au substrat qui [ui, n'est pas également distribué ou disponible.

[l est impossible de distinguer entre les organismes actifs et dormants sans effectuer des
tests de respirométrie (Lyman et al., 1990). Afin de relier les taux de respiration et de
biodégradation aux mesures de concentration en contaminant obtenus durant un
traitement par bioventilation/bioaspiration, une relation steechiométrique est nécessaire
pour chaque type de contaminant. Ainsi, la biodégradation aérobie (minéralisation) du

diesel peut étre représentée par les relations suivantes (Reisinger et al., 1995).

CioH>2 + 15,50, = 10CO- + 11H30. n-décane Eq[ 1 ]
CioHis + 16,50, + 1,6NH;3 = 1,6CsH;0:N + 8CO, + 13,8H,0 hexadécane Eq[2]
(Biomasse)

En se basant sur ces équations globales de biodégradation. il en ressort qu’une quantité

supérieure a 3 g d’O./g d’hydrocarbure est nécessaire pour leur minéralisation.

Une méthode d’estimation du taux de biodégradation est proposée par Ong et ses
collaborateurs (1994). D’une part, le taux d'utilisation d'oxygéne en conditions

dynamiques peut étre estimé comme suit:

Eq.[3]
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ou:
Ko - taux d’utilisation d’oxygene (%/jour);
Q - débit d’air entré (cm’/jour);
C, — concentration initiale en oxygene (%);
C - concentration finale en oxygéene (%);
V - volume de sol (cm?);
n - porositeé du milieu (cm}/crns).

A partir du taux d’utilisation d’oxygéne ci-dessus décrit, le taux de biodégradation peut

étre estimé en connaissant la masse volumique et la porosité du milieu 4 traiter:

-K,AD ¢
K, = —————=- Eq.[ 4
B [00% q.[4]

ol :

Kp - taux de biodégradation (mg/kg/jour);

Ky - taux d’utilisation d’oxygene (%/jour);

A - rapport entre le volume d’air et le volume de sol (L/m’);
Dy — masse volumique de I'oxygene (kg/m’);

¢ - rapport massique entre I’hydrocarbure et I’'oxygene:

2.3.2 Facteurs reliés a la nature des contaminants

La dispantion des hydrocarbures pétroliers dans l'environnement est largement
déterminée par des facteurs abiotiques qui influencent le taux de croissance et l'activité
enzymatique des micro-organismes. La compréhension et l'interprétation juste des
facteurs abiotiques présente une grande importance quant au choix et a la faisabilité

technique des technologies telles que la bioventilation et la bioaspiration.
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L état physique des hydrocarbures pétroliers a un effet important sur leur biodégradation
car, ils contiennent souvent un mélange d’hydrocarbures qui présente des caractéristiques

différentes.

2.3.2.1 Compoasition des mélanges pétroliers

La composition des mélanges pétroliers varie en fonction de leur origine, du mode de
stockage, du traitement, de ’dge de la contamination ainsi que des mécanismes comme la
volatilité, la solubilité et la biodégradation. A titre d’exemple, les carburants d’avion
contiennent plus de 300 composés différents, la solution de préservation du bois en
contient plus de 200 composés, dont 85 % hydrocarbures aromatiques polynucléaires, 12
% composés phénoliques et 3 % composés hétérocycles (Cookson, 1995). Quant au
diesel. il contient un mélange de composés aliphatiques (45,9 %). alicycliques (34,3 %) et
aromatiques hétérocycles (19,8 %) et un exemple de composition detaillée est donné au

Tableau 2.2.
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Tableau 2.2 : Composition du diesel #2

Composante Concentration Composante Concentration
(% v) (% v)

E}&Xfﬁrﬁsﬂﬁm 09 C 15 paraffines 7,4—_ B o
C\o cycloparaffines 0.6 Ciscycloparaffines 5,5

C o aromatigues 0.4 C\s aromatiques 3,2

C,, paraffines 2.3 C)o paraffines 58

Cy cyclo paraffines 1,7 Cio cycloparaffines 4.4

C,, aromatiques 1 C,6 aromatiques 25

C)» paraffines 38 C,7 paraffines 5.5

C); cycloparatfines 28 Cy7 cycloparaffines 4,1

C,, aromatiques 1,6 C\7 aromatiques 24

C,; paratfines 0.4 Cy paraffines 43

C: cycloparatfines 4.8 Ciscycloparaffines 3.2

C;; aromatiques 2.8 Cx aromatiques 1.8

C. parattines 8.8 C\q paraffines 0,7
C1scycloparaffines 6.6 Ciocycloparaffines 0,6

C.4 aromatiques 3.8 C\y aromatiques 0.3

SOURCE: (Clewell, 1981).

2.3.2.2 Degré de récalcitrance

La capacité de dégradation des composés individuels est influencée par la composition de

ces mélanges (Atlas, 1981).

Nombreuses sont les études qui se sont consacrées aux principales voies métaboliques
conduisant a la dégradation des hydrocarbures pétroliers (Britton, 1984, Cookson, 1995).
I en découle que la voie métabolique la plus commune de dégradation des composés
aliphatiques linéaires est 'oxydation du groupe méthyle terminal. Par contre, moins de

conclusions sont faites quant a la dégradation des composés aliphatiques ramifiés. En ce
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qui concerne la dégradation des hydrocarbures aromatiques pétroliers, deux mécanismes
en sont responsables, I'oxydation du benzene et I'oxydation des groupes alkyle substitués
(Cookson, 1995).

Les différentes populations peuvent varier dans leur dépendances relatives a I’attaque aux
hydrocarbures afin d’effectuer leur dégradation. D’une maniére générale, la dégradation
des alcanes est inductive (1.e., induction des enzymes oxydatives), mais des évidences de
répression catabolique ont été aussi signalées. Ainsi, les micro-organismes réalisent une
pseudo-solubilisation (bioémulsification) en excrétant des enzymes extracellulaires ou
surfactants qui sont supposés abaisser suffisamment la tension interfaciale pour permettre
la formation des microémulsions et par conséquent, leur transformation (Britton, 1984,

Foght et al.. 1989).

Lorsque la biorestauration est choisie en tant que technologie de restauration des sols
contaminés par des produits pétroliers, les aspects suivants doivent étre pris en compte

(Atlas. 1981, Britton, 1984, Cookson. 1995, Leahy et Colwell, 1990, Lyman et al.. 1990):

1) les longues chaines d’alcanes sont dégradées plus rapidement que les courtes

chaines ;

2) les hydrocarbures aliphatiques saturés sont dégradés plus rapidement que ceux qui
sont non-saturés ;

3) les hydrocarbures ayant des chaines ramifiées sont dégradés moins rapidement que
les chaines linéaires ;

4) la dégradation des hydrocarbures acycliques varient significativement suivant le type
de substitutions et la complexité de leur structure ;

5) la facilité de dégradation tant aérobie qu’anaérobie des composés ayant un seul
anneau de benzéne est fonction du nombre, du type et de la position des
substitutions ;

6) les hydrocarbures aromatiques ayant deux ou trois anneaux de benzeéne sont

rapidement dégradés par un grand nombre des bactéries et champignons méme sous
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d’autres conditions que l'aérobie, tandis que ceux ayant un nombre d’anneaux de

benzene supérieur a quatre, sont plus difficilement dégradés voire récalcitrants et le

co-métabolisme y est requis.

2.3.2.3 Concentration critique entrainant une toxicité microbienne

Quant 3 la concentration en contaminant, elle peut jouer un réle important dans la
biodégradation. Par exemple dans le cas d’un sol contaminé par une boue huileuse, il a
été démontré qu'une augmentation de la production en CO; avait lieu a des
concentrations comprises entre 1,25 et 5 % d’hydrocarbures par poids du sol sec, aucune
augmentation a des concentrations supérieures 3 10 % et une diminution uniquement a
partir de 15 % (Dibble et Bartha, 1979). D'une maniére générale, des concentrations en
contaminant inférieures a 8000 - 10 000 mg/kg de sol sec n'affectent pas d’une maniére
significative ['écoulement des fluides (e.g., ecau ct air) car a ce niveau, ils sont
essentiellement immobiles et occupent moins d'espace dans les pores que l'eau (N.R.C,
1993). D’aprés un rapport de I’'U.S.EPA. (1995¢), des concentrations d’hydrocarbures
petroliers excédant 25 000 mg/kg de sol sec sont considérés toxiques pour les micro-

organismes aérobies.

Donc. il semble que la valeur optimale de la concentration est spécifique au contaminant,

a son exposition et a la composition des espéces de la population microbienne.

2.3.2.4 Volatilité

La volatilité représente la tendance d’un composé d'étre transféré de la phase liquide en

phase gazeuse et constitue une source de transfert des vapeurs (Mercer et Cohen, 1990).

Le transport de polluants dans la phase gazeuse représente une des plus importantes voies
de distnbution et d’atténuation des composés organiques dans la zone vadose (Ong et al.,
1992). La volatilité est affectée principalement par la pression de vapeur et par la
solubilité du composé dans I’eau. Par ailleurs, d’autres facteurs (e.g., concentration dans

. le sol, teneur en eau, mouvement de I’air dans le sol, adsorption, température, contenu en
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carbone organique total, porosité, masse volumique du sol et contenu en argile) peuvent
également l'influencer (Lyman et al.,, 1990). Le degré de volatilisation s’accroit avec
’aération et la pression de vapeur (Feenstra et Cherry, 1988). Une fois le composé
volatilisé dans la phase gazeuse, il est transporté, condensé et eventuellement, relaché
vers |’atmosphére (Mercer et Cohen, 1990). Le mouvement des vapeurs organiques dans
la 2one vadose est influencé par des réactions cntre la phase des vapeurs et "humidité.
Des expériences sur le kéroséne, ont démontré que I’adsorption des vapeurs diminue avec

[’augmentation de la teneur en eau (Ong et al., 1992).

2.3.2.5 Solubilité

C'est le paramétre décisif dans les processus de migration et de transformation des
contaminants (Schwille, 1984). A de faibles concentrations les hydrocarbures sont
solubles dans I'eau, mais la plupart des déversements produisent des concentrations qui
dépassent largement les limites de solubilité (Atlas, 1981). Les principaux facteurs qui
influencent la solubilité sont la température, la présence des mélanges, la salinité et la
matiére organique dissoute. La solubilit¢ de la plupart des composés organiques
augmente avec la température et dépend du mélange et des concentrations des composeés
de ce mélange. Il a été démontré que la solubilité aqueuse des composés organiques
décroit avec la salinité (Rossi et Thomas, 1981). Cependant, la présence de la matiere
organique dissoute (i.e., acides fulviques et humiques) augmente la solubilité des
composés hydrophobiques dans I’eau (Lyman et al., 1990). Dans un mélange de
composés organiques ayant des solubilités différentes, les composés les plus solubles
vont se dissoudre plus rapidement et des résidus de plus faible solubilit¢ vont rester

derriere (Senn et Johnson, 1987).

2.3.2.6 Adsorption et absorption

L’adsorption réfere a la rétention des solutés présents dans une solution a la surface de
particules de sol, tandis que I'absorption fait référence a la rétention des solutés a

'intérieur de la masse des particules solides (Alexander, 1994). L’absorption est
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fonction d’une part, des propriétés physico-chimiques du sol (e.g., surface spécifique,
nature et densité de charge, présence des surfaces hydrophobes et de matiére organique)
et d’autre part, des propriétés du contaminant (e.g., solubilité et forme ionique;Yong et

al., 1992).

La tendance d’un composé chimique a se partager entre les solides et la phase aqueuse
d’un systéme eau-sol est quantifiée par le coefficient d’adsorption (K,.) similaire au
coefficient de partition octanol/eau (K,w) et il représente la quantité de carbone organique
adsorbée aux particules du sol (Yong et al., 1992). Ce coefficient ne peut pas étre mesuré
expérimentalement, mais il existe des relations qui le lient au coefficient de partition
octanol/eau. ce demier étant défini comme la quantité de solutés dissoute en octanol.
Plus il y de matiére organique dans le sol plus les molécules hydrophobes seront adsorbés

(Alexander, 1994).

Les hydrocarbures pétroliers présentent habituetlement une faible solubilité dans I’eau,
mais de grandes valeurs de K,.. Les valeurs de log K, se situent entre -3 et 7. Ainsi,
des composés hautement solubles dans I’eau (e.g., éthanol) présentent des valeurs de log
Kow inférieures a l'unité, tandis que des composés hydrophobes (e.g.. BPC et ces
congénéres) ont des valeurs allant de 6 a 7 (Yong et al.. 1992). Le Tableau 2.3, montre
des valeurs de la solubilité, de la pression de vapeurs et du coefficient d’adsorption pour

quelques fractions composant fe diesel.



Tableau 2.3 : Quelques fractions composant le diesel et leurs propriétés

Type de composé Solubilité Pression de log K. (c/c)

(mg/l) vapeurs (atm)

Fractions aliphatiques

Cio-Ch2 3,4x107 6,3x10™ 5.4
Ci2-Cio 7.6x10™ 4,8x10° 6,7
Ci6-Cay 2.5x10° 1,1x10° 8.8
Fractions aromatiques

Co-Ciz 25 6.3x10™ 34
Cia-Cie 58 4,8x10™ 3.7
Ci-Cai 6,5%10™! 1.1x10° 4.2

C:-Cis 6.6x107 4.4x10" 5.1

SOURCE: (Weisman, 1998)

De ce tableau, il ressor* que plus la solubilité d’un composé diminue, plus la tendance du

composé i s’absorber augmente (i.e., K, augmente).

2.3.2.7 Masse volumique et viscosité

Apres la solubilité¢ dans I'eau, la masse volumique est le parametre le plus important
relativement au sort des contaminants et varie principalement suivant la température. [l a
été démontré qu’une différence de densité de 1 % influence le mouvement des fluides
tant dans la zone vadose que dans la zone saturée (Schwille, 1984, Mackay, et al., 1985).
Dans la plupart des cas, la masse volumique des composés organiques differe de celle de
’eau de 10 a 50 % (e.g., 0,7 g,/cm3 pour l’essence, 0,8 - 0,85 g,/cm3 pour le diesel et 1,2 -

1,5 g/cm3 pour des composés aliphatiques chlorés; Mercer et Cohen, 1990).

La viscosité détermine la vitesse des écoulements dans un milieu poreux et varie dans le
temps (e.g., I’évaporation des composés volatils accroit leur viscosité; Schwille, 1984).

Les composés trés visqueux ne peuvent pas étre facilement biodégradés faute d'un
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contact entre le contaminant, les micro-organismes, les nutriments et l'accepteur

d'électron (Norris, 1994).

2.3.2.8 Tension interfaciale

La tension interfaciale constitue le résultat de la différence entre I’attraction mutuelle des
molécules semblables a I'intérieur de chaque fluide et V’attraction des molécules non-
semblables 4 I'interface. La tension interfaciale eau-LNAPL est reliée a la pression
capillaire 4 travers cette interface et représente un facteur de contréle de la mouillabilité.
La valeur de la tension interfaciale varie de zéro (i.e., liquides complétement miscibles) a
72 dynes/cm (i.e., tension superticielle de I'eau a 25°C). Ainsi, elle décroit avec
I’augmentation de la température et peut étre affectée par le pH, les agents tensioactifs, et
les gaz en solution (Mercer et Cohen, 1990). La Figure 2.4, montre les tensions
interfaciales agissant a I'interface d’une gouttelette d’'un LNAPL en contact avec une

intertace eau-air, (Hotstee et al.. 1997).

air Caa
Z
~
Oea
Geo
eau

Figure 2.4 Diagramme des forces aux interfaces des fluides

G.,-tension superficielle d’eau; 6 ,~tension superficielle du LNAPL; o.,~tension interfaciale eau-LNAPL.

D’une maniére générale, plus ces valeurs sont grandes, plus les pressions capillaires sont
grandes et par conséquent, plus la saturation résiduelle est importante. Pour quelques
contaminants, les valeurs de tensions superficielles (i.e., interface contaminant/air) et de

tensions interfaciales (i.e., contaminant/eau) sont données dans le Tableau 2.4.
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Tableau 2.4 : Quelques valeurs des tensions interfaciales a 20°C

Contaminants Tension superficielle Tension interfaciale

(dynes/cm) (dynes/cm)
"Kérosene 27 48
Benzene 289 35
Essence 21 50
Diesel 25 50

SOURCE: (Mercer et Cohen. 1990)

2.3.3 Propriétés hydrogéologiques du milieu poreux

Pour bien comprendre le transport multi-phasique ainsi que la distribution des micro-
organismes dans un milieu poreux, tant la nature que d’autres caractéristiques

géologiques, physiques et chimiques doivent étre connus (Yong et al, 1992).

2.3.3.1 Texture et structure de la zone vadose

La texture correspond a la répartition des minéraux par catégorie de grosseur,
indépendamment de la nature et de la composition de ces minéraux. La structure
détermine la répartition de la matiére solide et des vides dont certains sont occupés par
des liquides, et d’autres, les plus grossiers, par des gaz. Les pores plus grossiéres (d > 50
1um) sont occupés par des gaz, les pores moyennes (50 pum a 10 um) sont tantot occupées
par des liquides, tantot par des gaz, les pores fines (10 um a 0,2 pm) retiennent 1’eau
capillaire et les pores trés fines (d < 0,2 um) sont occupées par ’eau liée. L’ensemble
des propriétés physiques et chimiques du sol est en liaison étroite avec la texture et la

structure du sol (Duchaufour, 1991).



27

2.3.3.2 Profondeur de la nappe phréatique

La profondeur de la nappe phréatique doit étre considérée et ce, pas uniquement en tant
que caractéristique favorable ou défavorable 4 I'hydrodynamique, mais plus

particuliérement dans la conception des approches d'assainissement de la zone vadose.

Par exemple, lorsque la nappe phréatique est A moins de 1.5 m de profondeur, les
technologies du type bioventilation ou bioaspiration ne sont pas les plus appropriées
puisque la remontée de I’cau résultant de I'application d’une succion au puits limite

davantage |’ épaisseur de la zone disponible pour la ventilation.

2.3.3.3 Porosité

La porosité est une des caractéristiques les plus importantes du point de vue interaction
entre le contaminant et I'eau du sol et dépend surtout de la distribution des particules et

de la structure du sol.

L'eau et l'air se partagent les pores dans la zone vadose: I'eau est retenue autour des
particules du sol et dans les petites pores tandis que 1'air occupe les pores les plus larges
(Yong et al., 1992). Dans le cas d’un déversement de LNAPL, ce sont les pores les plus
larges qui seront envahies par la contamination puis les plus fines. Ainsi, durant un
processus de déplacement. |'eau avance plus rapidement dans de petites pores continus,
tandis que le LNAPL suit ce front et déplace I’eau si la pression capillaire est suffisante
(Chatzis, 1983). La distribution des pores et leur forme joue un réle déterminant dans le

déplacement et la rétention d’un contaminant a travers un milieu poreux.

”

2.3.3.4 Conductivité hydraulique et perméabilité

Une compréhension compléte des écoulements et des transports multi-phasiques et multi-
especes (i.e., air, LNAPL, eau, nutriments) requiert une caractérisation de la conductivité
hydraulique/perméabilité de ces phases. L'importance de cette caractérisation s'accroit

avec la masse du contaminant et l'ureence de I'achévement du processus de remédiation.
=]
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La conductivité hydraulique d’un matériau géologique est fonction de plusieurs facteurs,
liés au milieu et aux fluides. Elle décroit typiquement avec I’augmentation de la masse

volumique totale (Nielson, 1990).

Pour un matériau granulaire, I’expression générale de la conductivité hydraulique peut

s’écrire ainsi (Loi de Darcy):

,_ QL
I\_SAH Eq.[5]

ol :

K - conductivité hydraulique (cm/s);
Q - débit du fluide (cm’/s);

L - longueur d’écoulement (cm);

) y s 2
S - section transversale d’écoulement (cm™);

AH - charge hydraulique (cm).

La conductivité hydraulique est liée a la perméabilité par la relation suivante:

K:k—ﬁg Eq.[6]

ou:

k — coefficient de perméabilité (cmz);
p — masse volumique du milieu (gem’);
g - accélération de gravité (cm/s’);

# — viscosité cinématique du fluide (g/cm s).

La perméabilité a I'air du sol présente un intérét particulier quant au potentiel de

migration des contaminants et représente un paramétre de contréle clé du mouvement des
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composés volatils a travers la zone vadose (Dineen et al., 1993). Il a été montré que la
perméabilité a I'air s’accroit avec la diminution de la teneur en eau durant un cycle de
drainage. De plus, cette variation s’avére étre plus prononcée a de hautes teneurs qu’a
des teneurs plus faibles en eau et varie avec la texture des sols. Springer et ses
collaborateurs (1997), ont développé une équation décrivant le flux d’air a travers un

milieu poreux. Cette équation s écrit comme suit:

P
2ul
— HL out
K2 = Qout S p2_p2 Eal7]
in out

ou:

k. — perméabilité du milieu a I'air (sz);
Quut - débit dair a la sortie (cm’/s);

L — viscosité cinématique de I'air (g/cm s);
L - longueur d’écoulement (cm);

S — section transversale d’écoulement (cm");
Pout — pression d’air a la sortie (Pa):

Pi, — pression d’air a I'entrée (Pa).
Pour le développement de cette équation, plusieurs suppositions ont été faites :

1. Laperméabilité a I’air peut étre dérivée de la loi de Darcy modifiée;

2. Il y ades conditions d’équilibre permanent dans le sol;

3. Ladiffusion de I’air a I’intérieur du sol est négligeable;

4. [l y ades conditions isothérmiques dans le sol;

5. Le contenu en eau est uniforme tout au long de I’axe de I'écoulement;

6. Il n’y a pas des macropores ou des poches d’air entre les parois des colonnes (i.e.,

dispositif de mesure de la perméabilité) et I’échantillon de sol;

7. L’effet de la gravité sur le flux d’air est négligeable;
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8. Le comportement de I’air humidifié est semblable a celui du gaz idéal;

9. L’écoulement d’air au long des parois est négligeable.

2.3.3.5 Hétérogénéité du milien poreux

Le transport des contaminants organiques du sous-sol est influencé tant par la cinétique
des processus physiques, chimiques et biologiques que par [P'hétérogenéité (i.e.,
anisotropie), les deux étant des variables spatiales et temporelles. La stratigraphie
géologique naturelle constitue la premieére cause de I'hétérogénéité d'un milieu poreux.
Lors d'un déversement de LNAPL dans un milieu poreux, cette hétérogénéité associée a
la capillarité contréle les mécanismes de déplacement et d'emprisonnement. Par
conséquent, la connaissance des caractéristiques hydrogéologiques (e.g., conductivité
hydraulique, rétention) et microbiologiques (e.g., activité et distribution des micro-
organismes, toxicité) sont essentielles a la réussite d'un programme d'assainissement in

situ.

2.4 Notions d’écoulement tri-phasique

De facon générale, un milieu poreux est constitué d'un ensemble des particules solides
dérivées du socle rocheux et entourées de vides. Ces particules solides sont de petits
grains de différents minéraux et matiere organique tandis que les vides peuvent étre
remplis en proportions variables de la manié¢re suivante: 1) d’eau (systétme mono-
phasique), 2) d’air et d’eau (systéme bi-phasique) et lorsqu’il y a une contamination (¢.g.,
LNAPL), les pores comportent trois phases: 1) une phase gazeuse, 2) une phase non-
aqueuse (LNAPL) et 3) une phase aqueuse. La Figure 2.5, montre la distribution des ces

phases.
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Figure 2.5 Distribution des phases en milieu poreux

L'écoulement tri-phasique a travers la zone non-saturée représente un volet important de
I’hydrogéologie des contaminants et les concepts de base qui le gouvernent sont la
mouiliabilité, la distribution des phases et les courbes caracténistiques (i.e., relation entre

le degré de saturation et la teneur volumique en liquides).

2.4.1.1 Mouillabilité

La mouillabilit¢ du milieu poreux joue un réle important dans les phénoménes de
capillarité qui gouvernent la migration d’'un LNAPL et subséquemment dans les efforts
de récupération de ce dernier. Cette propriété décrit la tendance d’un fluide de s’étaler
sur la surface solide en présence d’un autre fluide immiscible et, elle est souvent
quantifiée a I’aide de I’angle de contact (Powers et Tamblin, 1995). Ainsi, un angle de
contact compris entre 0° et 90° caractérise un milieu poreux ayant une trés forte
mouillabilité a I’eau, tandis qu’un angle de contact ailant de 110° a 180° indique une
forte mouillabilité pour un fluide organique (Mercer et Cohen, 1990, Powers et Tamblin,

1995). Un LNAPL, posséde une mouillabilit¢ intermédiaire entre ’eau, la phase
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mouillante et I’air, la phase non-mouillante. La Figure 2.6, montre la variation de la

mouillabilité en fonction de I’angle de contact.

Non-mouillable Mouillabilité intermeédiare Mouillable

Figure 2.6 Mouillabilité d’un fluide

La tendance d’un liquide organique a s’étaler entre I’eau et I'air peut étre prédite par un

coefficient d’étalement, T (Wilson et al., 1990):

chca - (Uco+oon) Eq[ 8 ]
ol:

G, — tension interfaciale eau-air (dynes/cm);
G, — tension interfaciale eau-organique (dynes/cm);

O - tension interfaciale organique-air (dynes/cm).

Un coefficient d’étalement positif mene a la formation d’un film continu de liquide

organique tout au long de !’interface eau-gaz (e.g., diesel) tandis qu’un coefficient
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d’étalement négatif, (e.g., PCE) conduit a la formation de micro-lentilles en laissant ainsi,

de larges portions de I'interface gaz-eau non-couvertes (Wilson et al., 1990).

2.4.1.2 Distribution des phases

L’apparition de films s’avére étre le mécanisme le plus important d’invasion du liquide
organique dans la zone vadose. D’une maniére générale, le liquide organique avance en
déplagant le gaz (milieu non-saturé) ainsi que I’eau des pores (milieu saturé). Lorsqu’il y
a des poches de liquide organique, il s’y forme un écoulement continu a travers le film.
Dans le cas ou les gorges des pores sont remplies de gaz, ’eau peut pénétrer dans les
corps des pores soit en les contournant soit en les sautant, et par conséquent, des bulles de
gaz peuvent étre emprisonnées (Wilson et al., 1990). La Figure 2.7, montre une
représentation bi-dimensionnelle d’un ganglion de LNAPL emprisonné dans deux
systéemes différents : a) milieu poreux saturé en eau et b) milieu poreux saturé en air
(Hunt et Sitar, 1988).

Eau Air

a) milieu sanuré en eau b) milieu saturé en air

Figure 2.7 Exemple de ganglion de LNAPL emprisonné

I1 est essentiel de souligner I’importance de la formation des films par le LNAPL dans la
zone vadose (Wilson et al., 1990). Premiérement, ils exposent une grande surface a la

. phase gazeuse, rendant ainsi possible des techniques de restauration comme la
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ventilation. Deuxiémement, ils exposent une trés grande surface a la phase aqueuse,
augmentant ainsi ’efficacité de la solubilité du composé organique. Finalement, la
distribution des films et des poches de LNAPL peut influencer également les micro-
organismes. Ainsi, lorsqu’il y a de larges pores remplis d’air, donc un acces rapide a
’oxygéne, mais un trés mince double film d’eau et de liquide organique, ce demier ne
pourra pas fournir les nutriments nécessaires aux micro-organismes. Par ailleurs, un
milieu formé des gorges des pores remplies d’eau peut présenter un manque d’oxygene,
car la présence du film de liquide organique va supprimer le transfert d'oxygene dans la
phase aqueuse. Malgré tout, les changements transitoires de la saturation en fluides vont

améliorer les conditions environnementales des micro-organismes aérobies.

2.4.1.3 Courbes caractéristiques du sol

La courbe caractéristique d’un sol (e.g., sol-eau) est définie comme étant la relation entre
la teneur volumique en eau et la succion du sol (Williams, 1982, Fredlund et Xing ,1994).
Cette relation est assujettie au phénomene d’hystérése (Brooks et Corey, 1964, Fredlund
et Xing, 1994). Elle peut étre utilisée pour l'estimation des différents parametres
décrivant le comportement d’un milieu poreux non-saturé. Chaque sol posséde sa propre
courbe caractéristique et sa forme dépend de la répartition de la taille des pores du sol.
La Figure 2.8, montre une courbe caractéristique sol-eau typique pour un sol silteux

(d'apres Fredlund and Xing, 1994).
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Figure 2.8 Courbe caractéristique sol-eau typique pour un sol silteux

Lorsque le milieu posséde une autre phase que la phase aqueuse ou plusieurs phases, il
peut y avoir d’autres courbes caractéristiques (i.e., sol-LNAPL). En supposant, que dans
un milieu poreux comportant trois phases, le tluide ayant une mouillabilité intermédiaire
s'étend a l'interface air-eau (e.yg., diesel), il est possible d’obtenir une courbe
caractéristique tri-phasique a partir de la courbe caractéristique bi-phasique (Hofstee et
al., 1996).

Dans un sol saturé en équilibre avec une nappe d’eau libre, la pression hydrostatique et la
succion sont nulles. Si une faible succion s’applique a ['eau dans un sol saturé, aucun
écoulement ne se produit. Pendant que la succion s’accroit, une certaine valeur critique
est dépassée pour laquelle les pores les plus larges commencent a ce vider. Clest la
pression d’entrée d’air et elle est en général faible pour les sols a texture grossiére et bien
structurés, et plus grande pour les sols a texture fine. Au fur et 2 mesure que le succion
s'accroit, la quantité de liquides drainée devient plus grande et un nombre supplémentaire
des pores se vident du fait qu’ils ne peuvent retenir ces liquides contre la succion

appliquée (Baker et Bierschenk, 1995, Brooks et Corey, 1964, Fredlund et Xing, 1994).
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2.4.1.4 Saturation

L’état de saturation d’un sol par un fluide peut s’exprimer a 1’aide de deux indicateurs,
soit le degré de saturation et la teneur en fluide. Dans le cas d’un sol contaminé par un
LNAPL, il est essentiel de distinguer entre les différentes composantes du degré de
saturation et des teneurs massiques et volumiques respectivement. Les valeurs du degré
de saturation varient d’un point a I’autre a I'intérieur d’un milieu poreux (Brooks and
Corey, 1964). Ce parametre est trés important car, d’autres propriétés comme la pression
capillaire, la perméabilité et par conséquent, I’écoulement des fluides en dépendent
(Chevalier et Wallace, 1997, Mercer et Cohen, 1990 et van Genuchten, 1980). Quant a
elle, la teneur en eau représente une variable trés importante pour la biorestauration. Elle
affecte la disponibilité des contaminants, le transfert des gaz, le niveau cffectif de toxicité
des contaminants, le mouvement et la croissance des micro-organismes et la distribution

des especes.

La compréhension et la prédiction des phénomenes qui régissent le mouvement d'un
LNAPL dans la zone vadose sont critiques pour la prise de décisions quant aux
technologies de décontamination (Schroth et al.. 1995, Zalidis. et al 1991). Ce
mouvement est affecté d'une part, par le volume de LNAPL relaché, la surface
d’infiltration et la durée du déversement et d'autre part, par les propriétés du LNAPL et
du milieu et les conditions d’écoulement (Feenstra et Cherry, 1988). Durant cette
migration un certain volume demeure emprisonné dans une partie des pores et fractures
du aux effets des tensions superficielles (Mercer et Cohen, 1990). De plus la
stratification naturelle des couches grossicres et des couches fines méne a la formation
des lentilles qui provoquent 'étalement de LNAPL. A cette hétérogénéité spatiale
s’ajoute I’effet de marnage du a la dynamique de la nappe (Hunt et Sitar, 1988). Ce
volume de LNAPL immobilisé et discontinu par rapport au volume des pores représente
la saturation résiduelle en LNAPL (Ostendorf et al., 1993, Wilson et Conrad, 1984) et
elle peut occuper en moyenne de 15 % a 40 % des pores du sol (Wilson et Conrad, 1984).
Dans un milieu non-saturé, sa valeur dépend de la présence d’autres fluides, de la

géométrie des pores, de la surface mouillante des solides et de I’hétérogénéité du sol
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(Wilson et al., 1990). Ainsi, il a été démoniré qu’il y une relation linéaire directe entre la
saturation résiduelle en LNAPL et ia teneur en eau antérieure a la contamination (Steffy

et al., 1997).

Suite a des expériences de déplacement de phases, des valeurs de la saturation résiduelle
ont été estimées dans différents milieux, soit bi-phasiques et tri-phasiques tant pour 1’eau

que pour des liquides organiques naturelles et synthétiques (Tableau 2.5).

Tableau 2.5 : Quelques valeurs de saturation résiduelle

Composé Systeme Milieu poreux Saturation résiduelle
Eau  Vadose  sablesilteux 0,14
Eau Vadose sable 0.10'

n-Decane Sature sable 0.18

n-Decane Vadose sable 0.17°

Diesel Saturé sable 0.45°

Diesel Vadose sol (nd) 0.15'

D’apres : 1 - Mercer et Cohen. 1990: 2 - Stefty etal.. 1997

En effet, la connaissance de la saturation résiduelle présente un grand intérét quelle que
soit la technologie de restauration; premiérement, pour la mobilisation ou récupération
hydraulique (e.g., extraction sous vide, lavage des sols avec ou sans agents tensioactifs),
deuxiémement, pour la volatilisation dans la phase gazeuse (e.g., ventilation) et
t'malemeﬁt, pour la dissolution dans la phase aqueuse (e.g., bioventilation et

bioaspiration).

Les équations décrivant la saturation en fluides sont décrites a I’Annexe [ (Chevalier et

Wallace, 1997, Ostendorf et al., 1993).



2.4.1.5 Potentiel matriciel

33

Lorsque deux liquides immiscibles sont en contact, une surface courbe tend a se

développer a leur interface. Les pressions mesurées dans les pores a proximité de

V'interface de chaque phase ne sont pas égales:

P =P, -P

(o m w

ou:

P. - pression capillaire a I'interface;

Pn ~ pression du liquide non-mouillable;

P, - pression du liquide mouillable.

Cette différence représente la pression capillaire et dans un milieu non-saturé sa valeur

est négative. Elle est directement proportionnelle a la tension interfaciale (i.e., angle de

contact) et inversement proportionnelle au rayon de courbure (i.e.. dimension des pores)

de l'interface.

Dans un systéeme tri-phasique, les deux types de pression capillaire sont représentées par

les équations suivantes (Bames et McWhorter, 1995):

P =P, -,
et
P =P -F,

ou:

P.* - pression capillaire a I’interface air-organique (cm H,0);
P, — pression d’air (cm H,0),

Po — pression du composé organique (cm H;O);

Eq.[10]
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P.™ - pression capillaire a I’interface organique-eau (cm H.O);

P. - pression d’eau (cm H,0).

Par les méthodes traditionnelles de pompage, I’abaissement de I’eau vers le puits de
récupération engendre le mouvement du produit libre, mais la présence du LNAPL sous
pression négative dans la zone contenant les trois phases en constitue une restriction et il
ne peut pas étre mobilisé. Sous conditions de bioaspiration, le vide créé fait en sorte que
la pression capillaire a 'interface air/LNAPL décroit radiallement autour du puits par
rapport a la pression capillaire statique initiale. D’une maniére similaire, la pression
capillaire 4 I’interface LNAPL/eau est réduite par rapport a sa valeur initiale. A une
succion donnée, la pression capillaire a I'interface air/LNAPL atteint une valeur égale a
zéro et par conséquent, le LNAPL s’écoule vers le puits d’extraction. Alors, la pression
capillaire & I'interface eaw/LNAPL demeure supérieure a cette valeur, ce qui fait que
I’eau ne s"écoule pas vers le puits. Si la succion d’air s’accroit davantage, la pression
capillaire a I'interface eaw/LNAPL atteint éventuellement elle aussi la valeur égale a zéro
est toutes les trois phases s’écoulent librement vers le puits d’extraction (Barnes et
McWhorter, 1995). La Figure 2.9, montre l'effet de la bioventilation et de la

bioaspiration sur la pression capillaire dans la zone vadose.

5
»  Bioventdation
5

B

(P)

Figure 2.9 Effet de la bioventilation et de la bioaspiration sur la pression capillaire

P - pression hydrostatique: P, — pression capillaire.
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L’habilité des micro-organismes & se mouvoir et & métaboliser les contaminants dans le
sol peut étre reliée au potentiel matriciel qui est en étroite interaction avec la distribution
des pores. A titre d’exemple, le mouvement des bactéries est négligeable dans les sols
drainés entre 0,2 et 1 atm, et le métabolisme décroit rapidement dés que le potentiel
matriciel s’accroit de 0,5 atm a 3 atm (Gnffin, 1980). La majeure partie des
métabolismes bactériens ont lieu a des valeurs du potenticl matriciel inférieures a 3 atm
alors que les champignons supportent des valeurs bien supérieures (Cookson, 1995,
Lyman et al., 1990).

2.5 Description des technologies de remédiation de la zone vadose

2.5.1 Bioventilation

A I'heure actuelle, la bioventilation représente I'un des traitements biologiques des sols
de la zone vadose les plus appliqués et etle combine la technique de la ventilation et de la
biorestauration pour le traitement des sols contaminés par des hydrocarbures petroliers.
C’est une technique efficace pour augmenter le transfert d'oxygeéne dans la zone vadose
et. elle est beaucoup plus versatile que la technique d’extraction sous vide car elle n’est
pas limitée uniquement aux contaminants volatils (Rodriguez-Maroto et Gomez-Lahos,
1995).

L’ objectif principal est de stimuler la dégradation microbienne par 1’optimisation du
transfert d’oxygéne et ainsi, maximiser le temps de résidence de I’air dans le sol tout en

minimisant la volatilisation (Dupont, 1993, Hoeppel et al., 1991).

Le débit d'air est alimenté 2 laide d'un systéme de pompage et de puits
d'injection/extraction (Figure 2.10). La configuration et le nombre des ces puits varie
largement en fonction des conditions spécifiques des sites et des objectifs poursuivis
(e.g., ampleur de la zone contaminée, présence d'infrastructures dans le sous-sol,
importance du suivi des émissions gazeuses; Hinchee, 1994). La Figure 2.10, montre une

configuration conventionnelle de la technologie de bioventilation. Dans ce cas, l'air est



41

injecté a l'aide des puits d'injection implantés sur la périphérie de la zone contaminée,
tandis que la récupération des vapeurs et le monitorage s'effectuent a l'aide des puits
d'extraction, situés au centre de cette méme zone. Afin de maintenir les conditions
optimales de biodégradation, tant les nutriments que l'eau peuvent étre administrés a la

surface du sol par irrigation.

Irrigation  Puyits passif Biofiltre
(nutriments)

. "’.
v

! Panachedela
: contamination
dissoute

z Substratum
T T U UL e O

Figure 2.10 Schéma typique du traitement par bioventilation

2.5.1.1 Critéres de design de la bioventilation

L'applicabilité et l'efficacité de la technologie de bioventilation dépendent de facteurs

reliés au milieu et au contaminant 2 traiter ainsi qu'aux conditions d'opération:

—
.

perméabilité > 1 Darcy (sable silteux; Norris, 1994);

I

absence de couches imperméables au niveau de la zone contaminée;

[98)

épaisseur de la zone vadose >1 m;
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4. pression de vapeurs 4 20°C <1 mm Hg (i.e., la plupart des composantes du diesel)
(U.S. EPA (1995a);

constante de Henry < 100 atm;

un

6. pression négative typique appliquée en téte des puits: 8 a 250 cm H,0 (U.S.EPA,
(1995);
7. deébit d’air: 0,04 a 6,5 volumes de pores/jour (Dupont et al., 1991, Dupont, 1993) et

0,1 a 0,5 volumes de pores/jour (Wilson, 1995).

Nombreuses sont les études qui démontrent la réussite de cette technologie. Ainsi, des
taux de biodégradation allant 15 % a 30 % voire 80 % (i.e., amendements en humidité et
nutriments) ont été abtenus sur des sols sablonneux contaminés au carburant d’avion (JP-

4) (Dupont et al., 1991, Hinchee et al., 1991, Hoeppel et al., 1991).

2.5.1.2 Avantages et désavantages de la bioventilation

La technologie de traitement par bioventilation est bien documentée sur les sites
perméables. C’est une technique qui s’avere efficace en termes de cout relié a la durée de
traitement et a I'équipement. Elle est moins destructive du point de vue opérationnel et
peut fonctionner durant I'hiver. Le couplage avec les technologies de restauration de la

nappe phréatique se fait trés facilement.

Une haute concentration initiale en contaminant peut étre toxique, car il n’est pas possible
de réduire la saturation résiduelle en contaminant essentiellement au niveau de la frange
capillaire. Elle nécessite une durée de traitement plus longue pour des produits pétroliers

plus lourds et nécessite un suivi et un traitement des COV.
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2.5.2 Bioaspiration

Plusieurs sites sont contaminés par des produits pétroliers résiduels flottant a la surface
de la frange capillaire. Dans la plupart des cas, la biorestauration peut étre assez lente
car, la bioémulsification, la dispersion et la diffusion de I’oxygéne peuvent étre entraves,
particuliéerement dans les grains les plus fins du sol (Hoeppel et al, 1995).

Une nouvelle approche, la bioaspiration, offre une solution de décontamination efficace
en terme de cotit pour le traitement de sols contaminés par des produits pétroliers. Elle
associe la bioventilation et I’extraction sous vide communément utilisée dans
I’asséchement lors des travaux géotechniques pour offrir une solution unique et intégrée a
la récupération de produits pétroliers légers en phase libre de la frange capillaire et de
I’eau souterraine tout en stimulant la biodégradation dans la zone vadose (Hoeppel et al.,
1995, Kittel et al., 1994, Millette et al., 1997). Par conséquent, une bonne compréhension
des deux techniques soit, I'extraction sous vide et la bioventilation est nécessaire afin de

bien comprendre la technique de bioaspiration.

La technique de bioaspiration différe de la technique d’extraction sous vide de la méme
maniére que la technique de bioventilation différe de la technique de ventilation. La
bioaspiration utilise typiquement des pressions négatives beaucoup plus faibles que
I’extraction sous vide et la récupération de [’eau souterraine est minimisée en plagant le
tuyau d’aspiration a proximité de 'interface entre la phase libre et le niveau de la nappe
souterraine (Figure 2.12). D’ailleurs, elle est congue pour augmenter la biodégradation in
situ par bioventilation et, la récupération des vapeurs représente un c6té non désirable
(Hoeppel et al., 1995). Grace au positionnement précis du lieu d’extraction et du tuyau
d’aspiration a 1’aide des sondes électroniques de détection des interfaces entre différents

fluides, le mélange de contaminants en phase libre, d’eau et de vapeurs est extrait.



s Traitement
et/ou réinjecté

Separateur

Réservoir Réservoir
d’eau d’huile

Séparateur des
liquides

BIOASPIRATION

Tiré de Miliette et al. (1997)

Figure 2.12 Comparaison entre les techniques conventionnelle et la bioaspiration

Lorsque ce mélange atteint la surface, chacune des ces phases est séparée et traitée par la
suite. Des séparateurs de liquides a vide séparent I’air des liquides avant qu’ils atteignent
la pompe a vide. Cela empéche la formation excessive des émulsions pouvant rendre la
séparation difficile a faire. La séparation subséquente des hydrocarbures en phase libre et
le traitement des contaminants en phase dissoute a l'intérieur du systeme. pour satisfaire
aux normes de déversement de surface ou d’égout, peuvent étre faits par I'application des
technologies suivantes: séparation eawhuile, adsorption polymeérique et/ou adsorption
charborvargile en phase liquide activée. Les gaz dégagés peuvent étre traités si
nécessaire, par biodégradation dans un biofiltre, par condensation, par adsorption au
charbon ainsi que par oxydation catalytique ou thermique (SCG Industries Limited,
1996). Occasionnellement, I’effluent gazeux récupéré peut étre réinjecté dans la partie
supérieure de la zone vadose, 1a ot il y a le plus grand nombre de populations dégradant
les contaminants. Une fois I’extraction du produit libre etfectuée, le systeme de succion
peut étre utilisé pour abaisser la nappe phréatique et capter les contaminants dissous dans
I’eau souterraine. Cela engendre une exposition accrue de la zone vadose et favorise

davantage le processus de biodégradation (SCG Industries Limited, 1996).
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Par rapport aux techniques conventionnelles de pompage, qui créent un cone de
dépression de I’eau souterraine pour abaisser verticalement les contaminants vers les
puits, 'a bioaspiration crée d’une part un gradient de vide horizontal qui agit dans le plan
ol la perméabilité est habituellement plus grande (i.e., par la stratigraphie naturelle des
couches horizontales) et d’autre part, un gradient de pression dans la zone saturée. De
cctte manicére, ’cmprisonnement du contaminant et |’étalement de la phase flottante sont
grandement limités. En outre, la pression négative dans le puits pourrait diminuer la
pression capillaire dans la frange capillaire et ainsi provoquer le drainage et la
récupération des contaminants de cette zone et subséquemment, promouvoir la
bioventilation et donc la biodégradation par le tirage du liquide dans la nappe phréatique,
en dépit de I’épaisseur de la couche de liquide existante a proximité du puits. Dans ce cas
une diminution de I’humidité dans la zone vadose peut causer une limitation de
I"efficacité de la biodégradation, fait qui peut nécessiter une irrigation en surface et cela,

plus particulierement dans les zones arides (Baker. 1995).

La technologie de bioaspiration est largement utilisée sur des sites contaminés par des

hydrocarbures pétroliers appartenant aux bases aériennes des Etats Unis.

Les essais de bioaspiration ont été faits premiérement dans le but de connaitre les asp:cts
pratiques du design du systéme. de 'installation et du fonctionnement ainsi que de la
récupération de la phase libre. Deuxiémement, et dans la plupart des cas comme travaux
futurs, se placent les investigations sur I’environnement créé par ce procédé i.e., la
contribution des vapeurs récupérées par rapport au volume total afin d’effectuer le bilan
de masse, le futur monitorage des succions et I’évaluation de la contribution du procédé a

I’amélioration de la biodégradation et de la récupération de la phase libre.

2.5.2.1 Critéres de design de la bioaspiration

L'applicabilité et I'efficacité de la bioaspiration dépendent des facteurs reliés au milieu et

au contaminant a traiter, ainsi que des conditions d'opération et de maintenance et ces
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derniéres varient tout au long du traitement, dépendant de I’évolution des conditions des

sites:

[N

= @

N

perméabilité de moyenne a faible (e.g., sable silteux, silt sablonneux);

¢épaisseur de la zone vadose 2 | m;

composés organiques peu volatils (e.g., diesel);

pressions négatives typiques appliquées en téte de puits: 0,2 a 0,7 atm (Hoeppel et al.,
1995) et 0,13 atm (Millette et al., 1997) suivant la pression d'entrée d'air du milieu a
traiter:

débit d'air variable suivant la pression appliquée.

2.5.2.2 Avantages et désavantages de la bioaspiration

Comparée aux techniques conventionnelles de restauration, la technique de bioaspiration

présente les avantages suivants (Baker et Bierschenk, 1995, Connolly et al., 1995,
Hoeppel et al., 1995, Kittel et al., 1994, Leeson et al., 1995, SCG Industries Limited,
1996, Wickramanayake et al., 1996):

-~

la technologie est congue principalement pour la restauration des sols contaminés par
des LNAPLs a proximité de la nappe phréatique et, I’objectif principal est de
minimiser le rabattement de la nappe phréatique donc, la décharge de I’eau et les gaz
extraits, d’ol colt de traitement des effluents réduit ;

la technologie présente une grande efficacité pour les sols de texture fine 3 moyenne
contenant des fortes concentrations en contaminants en phase libre ayant une
viscosité moyenne a faible, plus au moins volatils ;

le systéme extrait efficacement le produit libre, ['eau et les gaz tout en ayant la
capacité requise pour réduire voire éliminer la contamination du produit résiduel, ce
qui constitue une amélioration technologique;

I'étalement des contaminants dans la zone saturée est minimisg;

le taux de récupération de la phase libre est nettement amélioré;



47

6. la récupération simultanée du produit libre, de I’eau et des gaz plutét que successive
engendrent des colits moindres et une durée de traitement plus limitée;

7. le coiit de P’infrastructure est réduit car une seule pompe est requise pour extraire les
contaminants a partir des puits multiples;

8. le systeme peut étre converti facilement en bioventilation une fois que [a phase libre

est complétement récupérée;

Une durée de traitement de deux a trots fois plus courte que les technologies successives
de décontamination a été prédite a I'aide des modeles dans certains cas a une pression
négative trés faible, soit 0,05 atm (Parker, 1995).

L'application adéquate de la technologie de bioaspiration peut significativement accroitre
Pefficacité de la décontamination de 70 % par rapport aux technologies alternatives

(Parker ct Islam, 1998).

Etant unc technologie nouvelle. il reste encore des mécanismes inconnus, ce qui engendre
des nombreuses défaillances lors de l'application sur le terrain, dont quelques unes sont

énumeérées ci-dessous:

1. I'application d’une grande pression peut causer la montée d'eau souterraine, et
I’humidité peut monter/descendre et saturer le sol autour du puits et ainsi réduire le
flux d’air et par conséquent le taux de biodégradation;

2. l'asséchement de la zone vadose peut réduire le taux de biodégradation (Hoeppel et
al., 1995);

3. sur certains sites, le systeme de succion peut extraire de grands volumes d’eau
nécessitant un traitement;

4. la redistribution de I'eau et de LNAPL vers les puits d’extraction associée a
I’augmentation de leur saturation peut causer une réduction significative de la
perméabilité a I’air a proximité des puits et donc entraver |’aération;

5. T’aération active dans les puits d’extraction peut favoriser la formation de la biomasse
et pour 1’éviter autant que possible, la bioventilation doit débuter seulement aprés la

récupération complete du produit libre (Baker, 1995),
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6. la formation des émulsions dans |’eau extraite rend difficile la séparation des phases

(Hoeppel et al., 1995);

7. difficile a implanter en présence d’infrastructures de surface.
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CHAPITRE III : MATERIEL ET METHODES

Ce chapitre, divisé en trois parties, présente les méthodologies suivies pour atteindre les
objectifs proposés. Une premiere partie fait référence aux méthodologies utilisées pour la
caractérisation initiale du sol a I’étude du point de vue physico-chimique, géotechnique et
biologique. La seconde partie présente les dispositif expérimentaux et les méthodologies
mis au point pour quantifier les parameétres de migration des fluides dans un milieu
poreux. La troisieme partie présente la description du dispositif expérimental mis au
point pour simuler les deux technologies de remédiation, soit la bioaspiration et la
bioventilation en colonnes. Pour plus de détails, le lecteur est invité a se référer aux

protocoles expérimentaux présentés a I’ Annexe L

[l est bien connu que la biorestauration implique des interactions complexes entre les
processus physiques, chimiques et biologiques et requiert I'intégration des phénomenes
opérant a des échelles allant de la grandeur d’une cellule microbienne, soit 10° m a celle
d’un site contaminé, soit 10 - 1000 m*. Ce projet traite, d'abord des expérimentations
réalisées a micro-échelle. Ces expérimentations comprennent d'une part, les essais visant
a déterminer la composition et l'activité du consortium bactérien (e.g., décompte
bactérien, test de minéralisation en microcosme) et d'autre part, la steechiométrie des
réactions de transformation du contaminant (e.g., test de respirométrie en mode
dynamique et statique). Le projet traite ensuite des essais @ méso-échelle, soit un pont
entre les essais a micro-échelle et ceux a I’échelle pilote de terrain. Ces essais sont
réalisés en colonnes et visent le déplacement des phases, la rétention capillaire et la

simulation de la bioaspiration et de la bioventilation.

Comme !'indique la Figure 3.1, le plan de travail regroupe trois grandes étapes. Une
premiére étape vise a caractériser d’'une manieére globale le sol a ’essai. La seconde
étape vise a évaluer et comparer |’effet de deux technologies de traitement comparées par

la réalisation des essais en colonnes d’une durée de 50 jours. La troisiéme étape traite de
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"implication des résultats des essais en colonnes quant a I'implantation des deux

]
i
E Phase I
Impact

]
microbiologique n

technologies de traitements a I'échelle de terrain.

Comportement
dudiesel “Tvdrodyiidigie

Caractérisation
~du sol
- Caractérisation
microbiologique |

Impact
physico-chimigue

Phase [1

Impact b Impact
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: Impact sut la -

remedianion

11 m Phase 11

Figure 3.1 Plan de travail

3.1 Caractérisation initiale du sol

Avant de proceder a la simulation des traiternents par bioaspiration et bioventilation d’un
sol contaminé a saturation par un LNAPL, une caractérisation initiale du sol a I’étude est

requise. Tel qu’indiqué tout au long du deuxieme chapitre, nombreux sont les facteurs
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qui influencent la réussite d’un traitement par voie biologique. Dans le cas du traitement
par bioaspiration, il est intéressant d'avoir un sol a texture fine (i.e., conductivité
hydraulique d'ordre de 10”7 cm/s) afin de se démarquer des autres technologies telles que
la bioventilation et la récupération de LNAPL par rabattement de la nappe phréatique et
pompage. Les résultats de la caractérisation ont permis le choix du sol pour le présent
projet.  Trois types de sol ont fait l'objet d'un criblage initial et deux furent rejetés, ne
correspondant pas aux critéres et objectifs de I’étude. Le sol retenu provient d’un site
contaminé par des produits pétroliers situé dans la région de Trois Riviéres (Québec). Le
sol a été prélevé au mois d’octobre 1997 directement au-dessus de la nappe phréatique
(i.e., dans la frange capillaire) a une profondeur d’environ 4.2 m par rapport a la surface
du sol et ce, sur un profil de 80 cm d'épaisseur. La nappe phréatique se trouvait a 4,8 m

de profondeur par rapport a la surface du sol.

Lors du prélevement du sol sur le terrain, un volume de 20 L de produit libre a été
récupéré, a partir du séparateur hydrocarbure-eau placé a la sortie du systeme de
récupération déja en place. Cela fut nécessaire afin de bien caractériser I'huile servant
aux expériences ultérieures (i.e., test du potentiel de dégradation en fonction de
différentes concentrations en diesel, réalisation des essais de déplacement des phases, de

saturation et de rétention capillaire).

3.1.1 Caractérisation de la contamination initiale du sol

Les parameétres les plus importants considérés pour la caractérisation initiale de la
contamination du sol sont la teneur en contaminant, la masse volumique, la viscosité et la

tension interfaciale du produit libre.

3.1.1.1 Teneur en hydrocarbures pétroliers

Afin de connaitre la teneur en hydrocarbures pétroliers C,o-Csg, des échantillons de sol
furent analysés en triplicata au laboratoire Philip, Anjou, Québec, selon la méthode de

dosage d’hydrocarbures pétroliers C;¢-Csn fractionné, 410-HYD.1.0 du MEF. La
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procédure consiste en la déshydratation de 1’échantillon avec du suifate de magnésium
anhydre et I'extraction a I’hexane dans un bain a ultrason. Les composantes polaires de
I’extrait sont adsorbées sur gel de silice et le sumageant est analysé par chromatographie

en phase gazeuse couplée a un détecteur & I’ionisation de flamme.

Un échantillon de diesel fut également caractérisé selon la méme meéthode pour en

connaitre les fractions C-Cso et le degré d'altération.

3.1.1.2 Masse volumique du diesel

Ce parameétre fut déterminé en triplicata par gravimétrie. Un ballon gradué d’une
capacité de 25 ml est pesé avant et aprés remplissage avec diesel. La différence de masse

enregistrée et rapportée au volume permet d’évaluer la masse volumique.

3.1.1.3 Viscosité

La viscosité cinématique du diesel fut déterminée a I’aide du viscosimétre a quatre bulbes
de dilution, modéle $599-50 (Cannon-Ubbelohde four-bulb shear dilution viscosimeter,
Cannon I[nstrument Co) selon la méthode standard ASTM D 2162. Ce viscosimétre
consiste en un ensemble des tubes dont, un canon muni d’un récipient d’alimentation, un
tube de succion et un tube muni des quatre bulbes de volumes différents. D’abord, le
récipient du canon est rempli de diesel et laissé pour acclimatation a I’air ambiant. Une
succion est appliquée dans le tube a succion, ce qui fait que le diesel monte et remplit les
quatre bulbes. Le temps d’écoulement durant le drainage est mesuré pour chaque bulbe a
’aide d’un chronométre de grande précision. En utilisant les données de calibration
propres au viscosimetre, la viscosité cinématique fut déterminée pour chaque bulbe et une

moyenne fut faite.
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3.1.1.4 Tension interfaciale

La tension interfaciale entre différents fluides (i.e., airfeau/LNAPL) est déterminée en
mesurant la force nécessaire pour détacher I’anneau plan en platine-iridium de la surface
du fluide ayant la tension de surface la plus grande. L’appareil utilisé est le tensiométre
de type Fisher Surface Tensiomat/Model 2V et les essais ont été réalisés selon la méthode
ASTM D 971-91 et les instructions du manuel du fournisseur. Pour calculer la tension
interfaciale, la force mesurée est corrigée par un facteur empiriquement déterminé et qui
dépend de la force appliquée, des masses volumiques des fluides et des dimensions de
I’anneau. Les essais furent effectués en triplicata sous conditions standards de non-
équilibre et les mesures sont complétées dans un délai d’'une minute apres la formation de

’interface.

Ayant les valeurs des tensions interfaciales, il fut possible de calculer le coefficient
d’étalement qui prédit 'aptitude du composé organique de se répandre ou non a

I’interface air/eau selon 1'équation [8]. décrite dans la section 2.4.1.1.

3.1.2 Caractérisation géotechnique et physico-chimique du sol

La caractérisation géotechnique et physico-chimique du sol réfere a une série de
parametres, dits désormais routiniers nécessaires a la conception et |’optimisation d’un
systéme de traitement in situ d’un sol par ventilation ou aspiration. Les paramétres
fondamentaux évalués sont la granulométrie, la densité des solides, les masses
volumiques humide et séche, la conductivité hydraulique, la teneur en eau et la capacité

de rétention au champ, le pH et le rapport C/N/P.

Une grande attention fut portée a la correction de la plupart des caractéristiques
géotechniques et physiques du sol par des facteurs de correction tenant compte de la

température a laquelle les essais se sont déroulé.
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3.1.2.1 Préparation du sol

Avant de procéder a toute expérimentation, une étape primordiale consistant en la
préparation du sol fut réalisée. Une quantité de sol estimée suffisante pour atteindre
’objectif du projet, soit 300 kg fut préparée. Premic¢rement, bien que I’humidité était
assez ¢levée, soit approximativement 20 %, I'entiéreté de sol fut tamisée a 5 mm, donc
une premiére étape d’homogénéisation. Le sol tut ensuite brasse sur une bache en PVC a
I’aide d’une pelle en suivant la méthode de quartage et, les agglomérats furent brisés a la
main autant que possible. Finalement. le sol fut passé a travers le séparateur de sol
plusieurs fois pour une ultime étape d’homogénéisation. Le sol, ainsi préparé fut
conservé dans la chambre froide a une température de 4°C tout au long du déploiement

des expérimentations.

3.1.2.2 Granulométrie

La répartition de la taille des particules du sol fut obtenue par fractionnement sur des
tamis de différentes ouvertures et par sédimentation de la suspension contenant la fraction

fine en utilisant les méthodes standard ASTM suivantes: D 421, D 422, E 11 et E 100.

L analyse compléte de la granulométrie d'un échantillon représentatif de sol a consisté en
trois étapes soit, le tamisage des particules de grosseur comprise entre 5 mm et 80 mm, le
tamisage des particules de grosseur comprise entre 80 um et S mm et la sédimentation

des particules de grosseur inférieure a 80 um.

3.1.2.3 Densité des solides

La densité des solides est utilisée pour les définitions et les relations du diagramme de
phases dans le sol. Elle fut déterminée en duplicata selon les méthodes standard ASTM:
C127,D422,D4753,E1,E 11 et E 288.
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3.1.2.4 Masses volumiques et porosité

Les propriétés du sol comme, les masses volumiques et la porosité dépendent de la
texture, de la structure et de la teneur en eau. Les masses volumiques humide et séche,
ainsi que la porosité du sol furent estimées lors de la mise en place du sol dans les
colonnes. Ainsi, la détermination de la masse volumique du sol humide consiste a peser
une quantité de sol, dépendant du volume total,  priori estimée (e.g., 150 g pour 1500
cm’) et la déposer dans la colonne d’étude ayant un volume connu. La masse de sol
humide divisée par le volume référe a la masse volumique humide du sol en place. Ence
qui concerne la masse volumique du sol sec, elle est déterminée apres avoir calculé la
teneur en liquides. En connaissant ces trois grandeurs, il fut possible de déterminer

I'indice des pores et par conséquent, la porosité du sol.

3.1.2.5 Conductivité hydraulique

[a conductivité hydraulique fut déterminée a quelques reprises. D’abord, pour la
caractérisation initiale du systéme a I'étude afin de voir si le sol en question se préte aux
deux techniques de restauration envisagée. Puis, i chaque fois que cela fut nécessaire,
car cette caractéristique est fonction de la masse volumique totale et du volume d’air

emprisonné dans les pores lors de la mise en place du sol (i.e., porosité a I’air).

Pour ce projet, la conductivité hydraulique fut déterminée en utilisant deux méthodes
ASTM standards, soit la méthode tnaxiale, D 5084-90 et la méthode a charge variable, D
5856-95. Premiérement, par la méthode triaxiale, deux états différents du sol (i.e., teneur
massique en liquides variable, 5 % et 10 % respectivement) sont testés et ce, pour voir
I’influence de la teneur initiale en eau massique sur la conductivité hydraulique a 1’eau.
Le sol est asséché a I’air ambiant pour diminuer la teneur massique initiale en liquides et
une comparaison entre les deux états du sol est faite. Deuxiémement, des essais de
conductivité hydraulique a charge variable en conditions de saturation couplés aux essais
de déplacement des phases sont réalisés. Le sol est mis en place dans le perméameétre

(i.e., colonne en Plexiglas de 20 cm de hauteur et 10 cm de diameétre intérieur) et puis,



56

saturé en eaw/diesel du bas vers le haut a l'aide de deux burettes de 100 cm’ attachées au
perméametre. La burette de gauche sert pour I’alimentation en liquide et celle de droite
pour la récupération du liquide. La conductivité hydraulique & saturation est déterminée
en mesurant les volumes de liquide entrés et sortis et les pertes de charge a travers
I’échantitlon de sol a de temps différents. Des gradients hydrauliques allantde 1 4 5 m/m
et couvrant la plupart des conditions de terrain sont appliqués. L échantillon de sol est
considéré saturé lorsque le volume qui entre est égal au volume qui sort (ie. la
représentation graphique du volume entré vs le volume sorti est une droite a 45°) et

lorsque la masse de I'échantillon demeure quasi-constante dans le temps.

3.1.2.6 Teneur en eau

La teneur en eau massique du sol fut déterminée par séchage dans I'étuve réglée a une
température constante et uniforme de 105°C + 5°C durant 24 heures, (ASTM D 2216-92
et D 2974-87). L’analyse fut réalisée en triplicata sur des échantillons de sol
représentatifs (200 g de sol humide). [l est a noter que ces analyses furent reprises a

chaque fois qu’un échantillon de sol était requis pour une expérience donnee.

3.1.2.7 pH

La mesure de pH est faite par la méthode ASTM D 4972-95. La procédure consiste a 1)
assécher 10 g de sol a I'air ambiant durant 24 h, 2) tamiser avec un tamis d’ouverture de
2 mm, 3) poser dans un tube a centrifugation, 4) rajouter 10 ml d’eau distillée, 5) agiter le
tube au Vortex (Ficher Vortex Génie 2™) durant une minute, 6) laisser décanter une
période d’une heure et, 7) mesurer la pH du surnageant avec un pH-métre (Accumet®

model 25, pH/ion meter).
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3.1.2.8 Rapport C/N/P

Le rapport C/N/P du sol a I'étude représente le rapport entre les concentrations en
carbone, en azote et en phosphore. Ces analyses furent effectuées au laboratoire Zénon

(Anjou, Québec).

Pour mesurer le carbone organique total (COT; matiére organique existante dans le sol
plus contamination), I’échantillon de sol asséché au préalable a 105°C est traité avec de
["acide sulfurique pour éliminer les carbonates et ensuite, soumis a une combustion
catalytique. Durant les deux étapes, le dioxyde de carbone produit est capté et dosé. La
quantité de dioxyde de carbone mesurée est proportionnelle a la quantité de COT contenu

dans 'échantillon de sol.

L'azote total représente la somme de 'azote organique total, des nitrates et des nitrites.
L’azote organique total est composé de l'azote total Kjeldahi (i.e., acides aminés,
polypeptides et protéines) et |'azote ammoniacal. L'analyse du NTK consiste a
transformer 'azote en sels d’ammonium par digestion de ['échantillon de sol a I'aide d'un
mélange d'acide sulfurique, de sulfate de potassium et de sulfate mercurique. Ces sels
sont décomposés dans une solution d'acide sulfurique dilué d'oul I’azote ammoniacal est
récupéré par distillation et mesuré par dosage acide-base (Standard Methods. 4500-Norg
et 4500-NH;.F.

L’analyse du phosphore représente une mesure des orthophosphates (i.e., H,PO" et de
HPO,* ) dans le sol. Ceux-ci sont le résultat de la transformation des complexes de
phosphore contenu dans le sol par calcination. Leur récupération se fait avec de ’acide
chlorhydrique et leur dosage par la méthode colorimétrique (MENV1Q.90.05/304-NTPT
1.1 et Standard Methods, 4500-PE.
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3.1.3 Caractérisation de la flore indigéne du sol

Cette étape consiste en I’évaluation de la présence, la densité et ’activité de la flore
microbienne indigéne du sol. Des essais de minéralisation d'un polluant témoin, des

décomptes bactériens totaux et spécifiques furent faits.

3.1.3.1 Essais de minéralisation en microcosme

Premiérement, une série d’essais préliminaires en microcosmes furent réalisés afin de
vérifier le potentiel hydrocarbonoclaste de la flore bactérienne indigéne et également
pour connaitre la concentration maximale en hydrocarbure tolérée et I'effet de la teneur
en nutriments. Un microcosme consiste en une bouteille sérologique de 120 ml ayant 20
g de sol humide contaminé au diesel a I'intérieur duquel une éprouvette en verre (Fisher
Scientific) de 5 ml contenant | ml de solution 1N de KOH est insérée. Les microcosmes
sont scellés a 'aide des septums étanches avec anneaux métalliques (Fisher Scientific) et
incubés a une température denviron 23°C a la noirceur. Un schéma de microcosme est

présenté dans la Figure 3.2.

Les essais consistent a suivre la minéralisation de [1-'C] hexadécane (pureté supérieure a
98%, activité spécifique égale 4 2,2 mCi/mmol, Sigma, E.-U) dans le temps en récupérant
réguliérement la solution de KOH radioactive dont la radioactivité est déterminée a l'aide
du compteur a scintillation (Wallac, 1409, Turku, Finlande). L’activité initiale du
contaminant témoin était de 96 575 dpm (désintégrations par minute) et le sol des essais

était contaminé au diesel a une concentration variant entre 7800 et 55 000 mg/kg.

Les essais furent réalisés en triplicata pour le sol, le sol et | ml MSM (milieu salin
minimal), le sol et 2 ml MSM et le témoin abiotique (0.4 % p/p d’azoture de sodium,

Anachemia, Montréal, Québec).

L’influence du mélange du milieu (i.e., sol, diesel et MSM) sur le taux de minéralisation

fut testée dans la série des microcosmes contenant la teneur initiale en contaminant, soit
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7800 mg/kg. Un volume de 5 ml d’air fut injecté aprés chaque échantillonnage afin de
maintenir des conditions aérobies tout au long des essais.

Bouchon en Téflon
avec anneau métailique

____— Atr

Trappe i [ '*C]-CO,
Sol contaminé + |__— contenant | ml KOH IN

[4C]-hexadécane + —
12y ml MSM

Figure 3.2 Schéma typique d’un microcosme

Le milieu salin minimal (MSM) est composé d’une part des différents sels (mg/1 d’eau
distillée): NaH.POy: 883: K,HPO,;: 2260; (NH;)-SO,: 1100; MgS0,.7H20: 200 et
NaNOa: 1000, et d’autre part, d’une concentration de 1 ml/l d’une solution de métaux en
traces (mg/l): Co(NO3);-6H:0: 0,3; Al(SO4)>-12H20: 0,77; CuSO4: 0.17: ZnSO4-7H,0:
0,19; FeSQ,4-7H,0: 2,78: MnSO,-H-0: 1,7; Na-MoO,-2H-0: 0,5 (Greer et al., 1990). Le

pH de ce milieu est de 6,8.

3.1.3.2 Analyses microbiologique des micro-organismes du sol

[1 était important de vérifier s’il y avait une relation entre I’activité (i.e., minéralisation du
polluant), la présence et la densité des micro-organismes du sol. Pour ce faire, des
analyses microbiologique et génétique furent réalisées. Ces analyses consistent a
dénombrer les micro-organismes vivants présents dans le sol, et a vérifier s'ils possedent,
dans leur génome des similarités avec des génes connus codant pour des enzymes
responsables de la biodégradation des hydrocarbures petroliers. Les réactions

. enzymatiques sont essentielles a ce processus.
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3.1.3.2.1 Dénombrement bactérien par la méthode MPN

Tout d’abord, les dénombrements de micro-organismes hétérotrophes totaux sont
effectués par un test statique en milieu liquide, soit la méthode du nombre le plus
probable (MPN) suivant le protocole A12 de I’Annexe [I. Un échantillon de sol est dilué
en série a I'aide des bouteilles a dilution de 150 ml et des aliquotes de chaque dilution
sont prélevées et incubées dans un milieu de croissance dans des tubes de verre a
bouchon vissé de 15 ml (cing par dilution plus deux tubes de contrdle). Il est considéré
qu’il y a croissance dans les tubes d’incubation lorsqu’un ou plusieurs organismes y sont
présents (i.e., la turbidité du milieu liquide correspond a I'utilisation des hydrocarbures).
Une estimation de la densité moyenne de micro-organismes hétérotrophes dans
I’échantillon est déterminée d’aprés le nombre de tubes ou il y a eu croissance pour
chaque dilution et en se servant des tables de I'index MPN. Le milieu de croissance
utilisé contient une solution saline 0,85 % dans |'eau distillée, soit NaCl 8.5 g/l et une

solution des nutriments 0.8 % dans 1 eau distillée, soit Nutient Broth 8 g/1.

Quant aux micro-organismes spécifiques, ils sont dénombrés d’une part, par la méthode
MPN suivant le protocole P8A de I’ Annexe [I). Dans ce cas, le milieu de croissance est
le milieu minéral C (MMC) qui est différent du milieu de croissance utilisé pour les
dénombrements des micro-organismes hétérotrophes totaux. Un volume de 10 ul
d'hexadécane froid est ajouté. La composition par litre d’eau distillée du milieu minéral
C (MMC) est la suivante:Na Cl: 24g; Mg SO,.7H;O: lg; KCIL: 0,7g; KH.POs: 2g;
Na,HPO,: 3g; NH4NOs: 1g (Mills et al., 1978).

3.1.3.2.2 Dénombrement bactérien sur plaques de Pétri

Le dénombrement des micro-organismes hétérotrophes totaux, viables furent réalisés
également sur un milieu nutritif de culture solide suivant le protocole expérimental PE26
C de I'Annexe II. Cela fut réalisé tant pour la caractérisation initiale de la flore
bactérienne du sol d'étude que pour le suivi des deux traitements (i.c., bioaspiration et

bioventilation) en colonnes. Une quantité d'environ 1 g de sol est diluée dans trois
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volumes de solution de dilution (i.e., pyrophosphate de sodium NasP,0+10-H,0, 0,1 %
p/v dans l'eau; pH = 7,0). Ensuite, 1 ml de cette solution est transféré dans un premier
tube de dilution (i.e., 9 ml de solution de dilution). La série de dilutions continue
dépendant de la dilution a étaler sur les plaques de Pétri. Le milieu de croissance des
plaques de Pétri est composé de YTS 250 (i.e., extrait de levures, tryptone et amidon, en
proportion de 250 mg par litre d’eau ; Greer et al., 1993) ct dc gélosc (15 g/L), ce demier
servant comme agent de solidification. Un volume de 0,1 ml de suspension prélevé des
tubes de dilution est versé sur les plaques de Pétri respectives et étalé a l'aide d'un baton
en verre. Les plaques de Pétri inoculées sont incubées en position inversée a la
température de la piéce. Le dénombrement des unités formatrices des colonies (UFC) se
fait aprés deux semaines d'incubation. Les décomptes significatifs du point de vue

statistique sont compris entre 30 et 300 colonies.

3.1.3.2.3 Sondes génétiques

Plusieurs études ont montré qu'il y a trois principaux groupes des micro-organismes
responsables de la dégradation des hydrocarbures pétroliers (Atlas, 1981, Austin et al.,
1977, Britton, 1984, Leahy et Colwell, 1990): le groupe le plus nombreux est constitué
des Pseudomonas, suivi des Actinomycetes et ensuite, des Micrococcus. 1l a été noté que
les Pseudomonas spp. sont trés compétents en la dégradation de n-alcanes, tandis que les
Micrococcus spp. peuvent dégrader les chaines carbonées C;-Ci5. C’est dans cette
optique que les sondes btomoléculaires actuellement disponibles ont été développées
pour la détection des micro-organismes se développant a partir d’hydrocarbures

pétroliers.

Dans ce projet, les sondes alkB et ndoB sont utilisées. La sonde alkB est un fragment de
870 paires de bases de la région interne du géne alkB codant pour la formation de
I’enzyme alcane-hydroxylase qui est impliquée dans la btodégradation des courtes
chaines d'alcanes de I’hexane au dodécane (C,-C,2). Ce gene se trouve sur le plasmide

OCT de Pseudomonas oleovorans (ATCC 29347, Nakai et al., 1983). Quant a elle, la



62

sonde génétique ndoB représente le 642-éme fragment d’une nucléotide de la séquence
codant pour le geéne ndoB qui constitue un des trois génes codant pour I’enzyme
naphtaléne dioxygénase, responsable pour linitiation de la réaction d’oxydation du

naphtalene, témoin des hydrocarbures pétroliers aromatiques.

La procédure utilisée pour vérifier si I’ADN (acide désoxyribonucléique) des bactéries du
sol est similaire 3 I’ADN des sondes, consiste a croitre les micro-organismes du sol sur
un milieu de culture solide (i.e., YTS 250), a transférer les colonies formées sur une
membrane, a fixer I'’ADN microbien et le mettre en contact avec les sondes marquées au
phosphore-32. Si I’ADN marqué se fixe a ’ADN provenant des bacténes du sol, leur
détection est possible par I’exposition d’une pellicule photographique et ainsi, la
confirmation de la présence des micro-organismes ayant le potentiel de dégrader les
hydrocarbures en question. Le détail de la méthodologie utilisée et présentée dans Greer

et al., (1993).

Ces tests ont été effectués a |'Institut de Recherche en Biotechnologie dans le Groupe de

Microbiologie Environnementale.

3.2 Comportement hydrodynamique des fluides dans le milieu poreux

L’objectif principal de cette phase du projet est de mieux comprendre les mécanismes
contrélant le mouvement, et plus particulierement I’emprisonnement par capillarité des

fluides dans la zone vadose.

Comme la prédiction de la saturation résiduelle dans un sol donné est incertaine (Wilson
et al., 1990), il est bon de réaliser plusieurs expértences afin de corréler la teneur en
saturation résiduelle aux propriétés du sol et au nombre des phases présentes (systémes
bi-phasique et tri-phasique en milieu non-saturé). L’approche utilisée consiste en des
expériences de remontée capillaire des liquides et en déplacement quantitatif des phases a

I’aide de hautes colonnes. Les expériences de remontée capillaire sont effectuées a basse
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et a haute pression. La Figure 3.3, montre le dispositif expérimental mis au point pour

réaliser ces appro

H= 186 cm \ | H=18cm
Dr=5cm Couvercle Di=$cm

I . plastique
l T Tube Tygon
Gidotexnle et

s | Pl2qUE pOIEUSE I [Pinces
] M metalliques

. C—
Eau Diesel Pompe Niveau Séparation
pernistaitique dreau est et quantfication
i de Pettluent
a) Remontée capillaire d'eau et du diesel b) Déplacement de I’eau par le diesel

Figure 3.3 Rétention capillaire 4 basse pression et déplacement des phases

3.2.1 Rétention capillaire a basse pression

Ce test consiste d'une part, a caractériser la distribution de I'eau et du diesel a la
saturation résiduelle dans un milieu poreux non-saturé grace a la capacité intrinséque de
rétention et a obtenir les courbes de saturation et d’autre part, a étudier le comportement

hydrodynamique des fluides (air, diesel et eau) par déplacement des phases.

3.2.1.1 Remontée capillaire en liquides (eau et diesel)

Le dispositif expérimental uti!isé est composé de trois colonnes en PVC de 186 cm de

. long et de 5 cm de diamétre intérieur remplies de sol. Si le sol, tel quel (i.e., 20 %
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d’humidité) est utilisé a cet essai, au lieu d’avoir une remontée capillaire, il aurait
probablement un drainage ou un équilibre. Par conséquent, le sol est préalablement séché
a I’air ambiant durant 24 h, afin de diminuer 'humidité 3 5 %. Bien que désormais
exploratoire, cette étude est réalisée en partant de I’hypothése que ce méme sol pourrait
étre originaire des horizons de surface (i.e., teneur résiduelle en eau) ou sous conditions

de fort drainage (faible recharge de 1'agquifere).

Pour interpréter les résultats obtenus, une étape de caractérisation du sol est necessaire.
Ces caractéristiques (i.e., hauteur et volume du sol dans les colonnes, masses volumiques
humide et séche, porosité, teneurs et degré de saturation en liquides) sont évaluées lors du
montage et du démontage du dispositif par les méthodes et les relations de calcul propres
a chacune, comme mentionné dans les sections 3.1.2.1, 3.1.2.3, 3.1.2.4, 3.1.26 et a

I’Annexe [.

Afin de simuler le systéme bi-phasique air-cau deux colonnes sont saturées en eau, tandis
que pour simuler le systéme bi-phasique air-diesel, une troisiéme colonne est saturée en
diesel. Les colonnes remplies de sol ont été positionnées verticalement a ['aide de
supports. tiges et pinces métalliques, les deux premicres, au-dessus d’un recipient
contenant de I’eau et la troisiéme, au-dessus d’un récipient contenant du diesel. La partie
inférieure des colonnes est immergée dans les fluides respectifs sur une hauteur d’a peu
prés 5 cm. Les colonnes sont pesées a I’aide d’une balance d’une précision de 0,1 g au
début de I’expérience a chaque heure durant le premier jour et a chaque jour par la suite,
afin de déterminer I'évolution de la saturation en liquides (i.e., eau et diesel) en fonction
du temps. La saturation est considérée terminée a I’équilibre des trois phases
(air/diesel/eau) et plus précisément, lorsqu’un plateau des courbes (i.e., variation de la
masse des colonnes et de la vitesse de pression en fonction du temps) s’établit. Une des
deux colonnes saturées en eau sert pour I'étape de déplacement des phases, discutée dans
la section suivante. Bien que la saturation soit terminée, les deux autres colonnes sont
laissées en place pour voir le changement du degré de saturation durant la période de

temps allouée au déplacement des phases.
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3.2.1.2 Déplacement des phases (eau par diesel)

L'objectif de cet essai est d'étudier le comportement hydrodynamique des fluides (i.e.,
vitesse d’écoulement, répartition de la teneur massique en fluides sur la hauteur de la
colonne) simulant les conditions d’un déversement de diesel dans un milieu poreux a
saturation résiduelle en eau. Une des deux colonnes saturées en eau par remontée
capillaire (section 3.2.1.1) sert a I’étude du déplacement de I’eau résiduelle par le diesel.
Le déversement & lieu dans la partie supéricure de la colonne et, il est régulé par une
pompe péristaltique Masterflex®de type standard. Au début, le débit correspond 4 un
écoulement goutte a goutte (i.e., | cm’/min). Il est ensuite réduit (i.e., 0,03 4 0,50
cm’/min). car une lame de diesel se forme a la partie supérieure de la colonne. Le diesel
déplace I’eau des pores du sol jusqu'a ce qu'un €quilibre s’établit entre les trois phases du
systéme (air/diesel/eau). L'effluent (i.c., cau et diesel) est récupéré et quantifié dans un
cylindre gradué. Lorsque le volume de diesel qui entre dans la colonne est égal au
volume de diesel récupére, I'équilibre est considéré atteint et cela représente la fin de
I’essai de déplacement. A ce moment, le processus de remontée capillaire dans les autres

deux colonnes est arrété.

Finalement, les trois colonnes sont segmentées et des échantillons composite sur une
hauteur d’'environ 10 cm sont prélevés de chacune. Ces échantillons sont analysés pour
la détermination de la teneur massique en eau (séchage a 105°C) et en hydrocarbures
selon les méthodes présentées dans les sections précédentes. Enfin, avec ses données, les
profiles de saturation en fluides en fonction de la hauteur des colonnes (i.e., pression)

sont représentes.

3.2.2 Rétention capillaire de I’eau et du diesel a haute pression

Le but principal de cet essai est de représenter les courbes caractéristiques de saturation
eau-sol et diesel-sol a haute pression (i.e., simulation des conditions rencontrées durant
Papplication d'une pression dans la zone non-saturée). Et cela, afin de connaitre deux

facteurs d’une grande importance pratique pour le traitement in situ par bioaspiration,
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sans lesquels les conditions opératoires du procédé ne peuvent pas étre établies (i.e.,

pression d’entrée d’air, saturation résiduelle en eau et diesel respectivement).

Il y a plusieurs dispositifs a I’aide desquels cela peut ce faire. Cependant, suivant la
texture et la structure du sol, la gamme de pressions a appliquer varie. Compte tenu du
fait que le sol a I’étude est d'une texture fine, un systeme de haute pression (i.e., cellules
Tempe) est utilisé. La gamme de pression & appliquer varie entre O et 5 atm voire 14 atm
et les méthodes standard ASTM utilisées sont les suivantes: D 3152 - 72, D 421, D 698,
D 2325.

Plusieurs essais ont été réalisés:

1. sol séché au préalable a I’air ambiant, 5 % d’humidité;

19

sol saturé en diesel (sol prélevé du perméametre ayant servi a la détermination de la

conductivité hydraulique au diesel a saturation en diesel);

(98]

sol tel quel (sol a I"étude), 20 % d’humidite.

Une cellule Tempe. consiste en une chambre de pression, un anneau cylindrique d’un
volume approximatif de 100 em’. Des couvercles (i.e.. téte et base) ferment étanchement
la cellule et sont munis des ports d’entrée et de sortie d’air, des vapeurs et des liquides.
La cellule est connectée d un systéme de pression contr6lé par un régulateur de pression
positive. Le sol saturé en liquide (eau ou diesel) est mis en contact avec une plaque
poreuse saturée au préalable par le méme liquide, reposant sur un disque contenu dans un
anneau, installé dans la chambre de haute pression. La partie intérieure de I’ensemble est
maintenue a la pression atmosphérique a I’aide d’une ouverture servant a la sortie de
I’effluent. Une pression appliquée dans la chambre et par conséquent, a la partie
supérieure de la plaque poreuse crée un gradient de pression dans la colonne de sol. Un
équilibre s’établit entre le sol saturé et I’eau présente dans la plaque poreuse. L’eau
retenue 3 une tension plus faible que le gradient de pression a travers la plaque poreuse,
est alors déplacée des pores de sol et expulsée a travers I’ouverture de drainage. Lorsque

le liquide cesse de s’écouler de I’échantillon et de la plaque poreuse, I’équilibre est
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atteint, habituellement 48 h, et la teneur en liquide correspondante est déterminée par
gravimétrie. Une série de tests a des pressions variables est requise afin-d’obtenir une

courbe compléte montrant la relation entre la pression capillaire et le degré de saturation.

A la fin de I’expérience, a I’aide d’une spatule, des échantillons sont prélevés, pesés et
mis & "étuve a 105°C pour une durée de 24 h pour déterminer la masse volumique séche,

et par conséquent, la teneur volumique en liquide et le degré de saturation (Annexe I).

3.3 Etude de la biodégradation du diesel en colonnes

Des essais en colonnes sont faits afin de reproduire et d’étudier la restauration biologique
du sol contaminé au diesel par deux traitements, soit la bioaspiration et la bioventilation,

ce dernier a titre de comparaison.

3.3.t Description du dispositif expérimental

Le dispositif expérimental utilisé est composé d’un ensemble de quatre colonnes en acier
inoxydable de 20 cm de hauteur et 10 cm de diamétre intérieur. Deux colonnes, soit Bal
et Ba2 (i.e., duplicata), servent a I'étude de I’influence du traitement par bioaspiration
(pression négative) sur la biodégradation du diesel. tandis qu’une troisiéme, soit Bac
(abiotique), est affectée a I'étude de !’influence du traitement par succion sur les
caractéristiques physico-chimiques et hydrodynamiques du syst¢tme. Une quatrieme
colonne, soit Bv est destinée a reproduire le traitement par bioventilation (pression
positive). Compte tenu du grand nombre d'éléments composant le dispositif ainsi que de
leur fonction respective, le lecteur est tenu, pour plus de détails, a voir le protocole
expérimental PE26B a I'Annexe II. La Figure 3.4, montre le schéma simplifié du

montage expérimental utilise.
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BIOASPIRATION & BIOVENTILATION
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Figure 3.4 Dispositif expérimental de la bioaspiration et de la bioventilation

Bal. Ba2 - colonnes traitées en mode de bioaspiration; Bac - colonne abiotique traitée en mode de

bioaspiration: Bv - colonne traitée en mode de bioventilation.

Afin d’assurer la reproductibilité des résultats, les propriétés géotechniques du sol
(section 3.1.2) ont servi comme paramétres indicateurs lors du remplissage et de la
préparation des colonnes, i.e., toutes les colonnes ont eu autant que possible les mémes

caracténistiques géotechniques et physico-chimiques.

3.3.2 Saturation des colonnes

Aprés la caractérisation initiale, soit le temps d’échantillonnage t;, les colonnes furent
saturées en diesel par la méthode a charge variable. Un gradient hydraulique égal a 4
(m/m) a été appliqué car, une valeur de la conductivité hydraulique dans des conditions

semblables fut préalablement déterminée (section 3.1.2.5).
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La saturation a été considérée compléte aprés deux essais de saturation (i.e., temps
d’échantillonnage, t, et t;, respectivement), totalisant ainsi un volume de diesel en
équivalent de volumes de pores égal a 23, soit 15 L de diesel a travers chaque colonne.
Tout au long de ces deux essais, la conductivité hydraulique du diesel a €té mesurée. La
saturation fut considérée terminée lorsque la conductivité hydraulique et la masse des

colonnes ont demeuré Juasi-constantes.

Les deux essais de saturation ont été entrecoupés par une durée de traitement de 11 jours,
soit le temps d’échantillonnage to. Il est a noter que I'écoulement du diesel fut trés lent en

dépit du volume de pores disponible.

3.3.3 Paramétres d’opération

Les paramétres qui controlent la faisabilité technique des technologies telles que la
bioaspiration et la bioventilation sont la pression et le volume d’air et la perméabilité a
I"air du sol a traiter. C est pourquoi, avant que le dispositif expérimental mis au point
pour reproduire en colonnes ces deux technologies de remédiation ne soit validé, des
essais préliminaires d’étanchéité et de fonctionnement furent effectués. D’apres la
littérature spécialisée, la gamme de pressions négatives appliquées pour le traitement par
bioaspiration sur des sites contaminés, varie de 0,1 a 1 atm (Baker et Bierschenk, 1995,
Hinchee et al., 1995). Cependant, aprés avoir représenté les courbes caractéristiques du
sol. il en ressort que lorsque la pression est égale ou supérieure a 0,2 atm (i.e., pression
d’entrée d’air) I’air circule et commence a déplacer les liquides dans les colonnes de sol.

C'est la pression qui fut utilisée dans cette étude.

En ce qui concerne le traitement par bioventilation, la pression positive appliquée fut
égale a la pression atmosphérique. Le débit d’air injecté pour les deux traitements fut
égal a 2 ml/minute, soit 1’équivalent 4 environ quatre volumes des pores/jour. Ce débit

est régulé a I’aide d’une pompe péristaltique Masterflex®de type standard dans le cas du
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traitement par bioaspiration et d’un régulateur de débit massique d’air, Mass-Flo™,

opérant de 0-20 cm*/min dans le cas du traitement par bioventilation.

Les mesures de pression a ['entrée et a la sortie des colonnes furent réalisées, en
connectant le manometre aux ports libres prévus a cette fin (i.e., en haut et en bas des
colonnes) afin d’enregistrer les variations dans le temps. Pour avoir plus de précision, les
pertes de charge dans les colonnes furent estimées a |'aide d’un différentiel en forme de
U, d’une longueur d’un metre et ayant de 'eau a I'intérieur sur une hauteur d'a peu pres
50 cm. Cela fut nécessaire pour estimer I'évolution de la perméabilité a I'air du sol
durant toute la période d’opération. Pour maintenir les conditions optimales d’humidité,
I’air injecté dans toutes les colonnes fut au préalable humidifié. L’effluent passa a travers
des récipients ayant le rdle de retenir la phase libre des liquides expulsés, avant qu'il n’ait
parcouru les ampoules de charbon activés, installées en ligne, pour le captage des COV

(composes organiques volatils) issus des colonnes.

3.3.4 Paramétres microbiologiques

Un critére important pour [’évaluation des performances réelles d’un systéme de
remédiation est I’activité de respirométrie, soit une mesure du taux de biodégradation du
contaminant. La cinétique de biodégradation du contaminant fut estimée en mesurant la
consommation d’oxygene et la production de dioxyde de carbone, les deux étant les
parametres principaux associés a I’enlévement du substrat organique et a la croissance de
la biomasse. La mesure de ces deux parametres a été faite tant sous conditions
dynamiques que statiques. A part la détermination du taux de biodégradation, ces deux
parametres ont donné aussi des informations sur I’effet de certaines mesures prises pour

I’optimisation de la dégradation du contaminant.

3.3.4.1 Respirométrie sous conditions dynamiques

Ce test fut réalisé durant le processus d’aération des colonnes afin de vérifier si la

concentration en oxygene devient un facteur limitant dans le processus de biodégradation.
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Les mesures furent effectuées a l’aide d’un appareil analytique muni d’une sonde
électrochimique pour mesurer la concentration en phase gazeuse d’oxygéne et d’un
détecteur infrarouge pour mesurer la concentration en phase gazeuse de dioxyde de
carbone, type Nova Analytical, modéle 309BWP (Systems inc.). Les taux d’utilisation
d’oxygeéne et de biodégradation, respectivement furent estimés a partir du modele

empirique déerit dans la section 2.3.1.7.

3.3.4.2 Respirométrie sous conditions statiques

Afin de réaliser ce test, I'aération des colonnes a été arrétée durant une période de temps
et les gaz du sol ont été prélevés a I'aide d’une seringue de la partie supérieure des
colonnes et analysés par chromatographic en phase gazeuse. Deux essais de
respirométrie furent effectués a l'intervalle de deux semaines. L’aération a été arrétée
pendant 12 heures et des échantillons de gaz du sol ont été pris a chaque heure et analysés

afin d’estimer la consommation d’oxygene et la production de dioxyde de carbone.

3.3.4.3 Biomasse

L évolution de la biomasse a été effectuée par des décomptes des micro-organismes
hétérotrophes totaux et spécifiques selon les méthodologies décrites dans la section
3.1.3.2.

L’activité de la biomasse a été testée par des tests de minéralisation. De fagon a
minimiser le volume de sol a prélever des colonnes et conséquemment a réduire I’impact
de [I’échantillonnage sur I’hydrodynamisme du systéme d’étude, les tests de
minéralisation furent effectués en mini-microcosmes. Un mini-microcosme consiste en
une bouteille sérologique de 10 ml auquel 1 g de sol, un mélange de solution
d’hexadécane [1-"*C] et d’hexadécane froid, soit 2,2 ul et une trappe (tube en verre de 1,1
ml) contenant une solution de 0,5 ml KOH IN sont ajoutés. Les bouteilles sont scellées

avec des valves Mininert (Supelco, Canada) et incubées a la température de la piéce.
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Comme dans la section précédente, le [1-'*C] hexadécane (pureté supérieure 3 98%,
activité spécifique €gale a 2,2 mCi/mmol, Sigma, E.-U) fut utilisé comme composé
témoin et Dactivité totale était de 87 000 dpm (désintégrations par minute).
Périodiquement, la solution radiocactive de KOH est récupérée et la radioactivité est
mesurée a l'aide d'un compteur a scintillation (Packard Tri-Carb model 2100 TR). De
facon a maintenir des conditions aérobies tout au long des essais, de 'air cst injecté aprés

chaque deux échantillonnages.

Les essais furent réalisés en triplicata sur des échantillons de sol prélevés des quatre
colonnes ainsi que sur un contrdle abiotique (0,4 % p/p d’azoture de sodium, Anachemia,
Montréal, Québec). L'effet de I'ajout de nutriments (i.c., solution 20/20/20 (20 % nitrate
d'ammonium, 20 % d'urée et 20 % phosphate de potassium, résultant en une addition de

250 mg N/kg de sol humide) fut également vérifie.

3.3.5 Suivi des essais en colonnes

Le type du milieu, les paramétres suivis et analysés ainsi que la fréquence des mesures
(i.e.. temps d’échantillonnage) durant toute la période d’opération des deux traitements,

soit 50 jours, sont centralisés au Tableau 3.1.



Tableau 3.1 : Liste des paramétres d’analyse lors des essais en colonnes.

Milieu Catégorie Parametre Temps d’échantillonnage
tojt [t [ty ([t |ts [t
Sol Physique Bilan massique v v/
Perméabilite c|c|c|cy|c c|c
Teneur en eau VAR AN AFarANAN
Chimique C10-Cso VAN AN AN AN AN
PH s v
Nutriments v v
COT v 7
Microbiologique | Comptes totaux AR ArArararacs
Sondes génétiques | v arars e
Microcosmes v
Minimicrocosmes v v
Gaz Physique Débit c|c|c|c|cicCc|cC
Pression c|c|cj|jcj|cic|c
Chimique CO; D|D|D|D|D|D|D
0 D|D|/D|{D|D|D|D
CoV v

Note : C - continu; D - discontinu (2 fois par semaine)

La signification des temps d’échantillonnage est comme suit :

t;: temps initial, soit le remplissage des colonnes;

1;: 1°" essai de saturation en diesel;

—

22 11 jours de traitement;
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t:: 2°™ essai de saturation en diesel (début proprement dit des traitements ou temps zéro);

t;: 14 jours aprés le début des traitements;

—

. tr: fin des traitements.

s: 41 jours apres le début des traitements;
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CHAPITRE IV : RESULTATS ET DISCUSSION

Ce chapitre, présenté en trois parties, présente les résultats obtenus et leur interprétation
tout au long de I’avancement du projet. Dans un premier temps, les résultats d’une étude
préliminaire ayant mené au choix du sol sont présentés. Ensuite, une caractérisation
exhaustive du sol a I'étude du point de vue géotechnique, physico-chimique et biologique
est présentée. Finalement, les résultats des essais de bioaspiration et de bioventilation
obtenus durant la derniére partie du projet ayant mené i I'accomplissement des objectifs

proposés sont présentés.

Il est essentiel de noter qu’une interprétation vraisemblable des résultats obtenus, n’aurait
pas été possible sans qu’une corrélation avec le site de prélevement n’ait été faite, bien
que pour des raisons de recherche a micro- et méso-échelle, le sol fut remanié.
Mentionons. qu’il est important de porter une plus grande attention a la signification

relative et tendancielle de ces résultats plutdt qu™a leurs valeurs absolues.

4.1 Etude préliminaire

Afin d’atteindre les objectifs proposés. une étape préliminaire a été nécessaire pour
obtenir une information quantitative du profil hydrique ainsi que de la densité et de

I’activité des micro-organismes viables apres le prélevement du sol.

Le sol a été prélevé sur un profil d’environ 80 cm, sur deux profondeurs distinctes: strate
1 (sy), située au-dessus de la nappe phréatique et, strate 2 (s»), sus-jacente a la strate |
situées a4 4,2 m par rapport a ia surface du sol. La Figure 4.1, situe schématiquement le
lieu de prélévement et montre les gradients typiques des profils hydrique et hydraulique

associes.
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Figure 4.1 Localisation du lieu de prélevement et gradients théoriques: P, et 8,

Le sol provenant de chaque strate fut homogénéisé et des échantillons représentatifs ont

été pris et analysés (Tablcau 4.1).

Tableau 4.1 : Caractérisation préliminaire du sol

Grandeur S S3 s;+s2
Ci-Cso (mg/kgsolsec) 5900 7600 8000
Teneur massique en eau (%) 16 10 11,3
HT(cell./g sol) par MPN 3x10°0 5x10°  1,6x 10
% de minéralisation sans MSM 25,8 7.3 18,1

% de minéralisation avec MSM 49,6 9.5 50,0

(si+s;) — mélange de s, et s;; HT — micro-organismes hétérotrophes totaux
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Les résultats au Tableau 4.1 indiquent qu’il y a une population hétérotrophe moins
nombreuse mais active au niveau de la zone du profil situé juste au-dessus de nappe. La
différence d’activité enregistrée entre les deux strates peut étre attribuée a la disponibilité
des nutriments et probablement a la présence d’une population des bactéries
hydrocarbonoclastes plus active et adaptée au niveau de la strate 1 qu’au niveau de la
strate 2. Wood et ses collaborateurs (1993), dans une étude approfondie sur le terrain
montrent que Vinterface entre la zone non-saturée et la zone saturée est en effet une zone
de haute activité microbienne due a la diffusion et 4 la convection des nutriments de I’eau
souterraine. La présence d’une autre source de carbone plus disponible que la
contamination (i.e., matiére organique du sol) n’est pas écartée (la mesure du carbone
organique total n'étant pas encore réalisée). L’'évolution des trois courbes de
minéralisation du polluant témoin correspondant aux trois types de sol (sol de la strate 1,
sol de la strate 2 et mélange des sols de deux strates) est présentée i la Figure 4.2. [l esta
noter que deux échantillons représentatits de chaque type de sol (sola et solb) ainsi qu’un
échantillon abiotique ont été suivis. L’effet de I'ajout d’eau (2 ml d’eau de robinet) et
d’eau et nutriments (1 ml d’eau de robinet et | ml de MSM) fut vérifié pour chacun des
échantillons. En effet, I'ajout des nutriments a amélioré le taux de minéralisation du
conytaminant témoin d'environ 30 %, tandis qu'une plus faible concentration en
nutriment mais la méme teneur en eau n’a amélioré le taux de minéralisation que de 15 %
(dans le cas du sol provenant de la strate 1). Les taux de minéralisation du sol de la strate
2 sont tres faibles et variables. Cela peut s’expliquer par une non-représentativité ainsi

que par une forte hétérogénéité de I’éachantillon de sol.
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Figure 4.2 Courbes de minéralisation de [1-"*C] hexadécane
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De cette étude préliminaire, il a été conclu que le sol se préte bien pour une étude de
biodégradation dans les conditions requises pour un traitement par bioaspiration puisqu’il
présentait une bonne activité microbiologique sur les substrats d’intérét. La section

suivante se consacre a sa caractérisation globale et plus exhaustive.

4.2 Caractérisation initiale du sol i I'étude

Cette section comporte les parametres physico-chimiques et géotechniques du sol, ainsi
que les paramétres microbiologiques mesurés selon les méthodes décrites dans le chapitre
3. L’interprétation des résultats obtenus a été faite sans tenir compte de ’historique de la

contamination.

4.2.1 Contamination du sol

Tous les paramétres considérés pour la caractérisation de la contamination ont été
mesurés a partir des échantillons représentatifs tant du sol (les deux strates mélangées et
homogeénéisées) que du produit libre. La teneur en contaminant a ¢té déterminée en
duplicata, tandis que la masse volumique, la tension interfaciale et la viscosité du produit
libre ont été déterminées sur plusieurs échantillons a 24°C. L’analyse chimique du
produit libre récupéré de la phase flottante, ainsi que de la contamination résiduelle dans
la zone vadose a montré qu’il s’agit d’'un mélange de deux classes d’hydrocarbures
pétroliers, soit les Cy4-C g et C29-C19, dont le diesel en fait partie. La détermination de la
viscosité cinématique a été effectuée, en considérant le diesel comme étant un fluide

newtonien (Tableau 4.2).
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Tableau 4.2 : Propriétés de la contamination du sol, du produit libre et de I’'eau

Contamination Produit libre

Parametre résiduelledu  Récupéré (mg/L) Eau
sol (mg/kg)

[Ci0-Cio] 7250 675000 -

[C10-Ca] 565 71700 -

Masse volumique (g/cm’) - 0,82 [0,8-0,85]"' [0,998]

Viscosité cinématique (cs) - 2,31-2,93 (0.935]

Viscosité dynamique (cp) - 1,.9-2,41 [1,1-3,5)"

Tension superficielle (dynes/cm) - 27.2 [25]"2 72,7

Tension interfaciale (dynes/cm) - VAN 7)? -

[} valeurs tirées de la httérature

Le sol posséde une concentration en hydrocarbures pétroliers allant de Cjp a Cjo
d’environ 7800 my/kg de sol sec. Le diesel récupéré de la phase flottante contient d peu
prés 25 % des composés en dehors du chromatogramme Cj-Cs, tandis que les valeurs
mesurées des autres paramétres se trouvent pour la plupart dans la gamme de valeurs

obtenues dans la littérature (Tableau 4.2).

A partir des valeurs des tensions interfaciales, le coefficient d'étalement du diesel a
l'interface air-eau, (X) a été calculé a I'aide de I’équation [8] et sa valeur est de 28,4.
Comme il s'agit d'une valeur positive, 1l en résulte que le diesel s'étale spontanément a

I'interface air-eau sous forme de film continu (Wilson et al., 1990).

La nature capillaire d'un milieu poreux non-saturé est définie par les deux parametres
critiques, soit la tension interfaciale et I’angle de contact. Etant donné que les angles de
contact aux interfaces fluide/fluide et fluide/solide n'ont pas été déterminés, il n'a pas été
possible de définir la mouillabilité du milieu d'étude et ainsi, de calculer les valeurs

approximatives des pressions capillaires s'exergant aux interfaces fluide/fluide.
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4.2.2 Propriétés géotechniques du sol

Selon le systéeme de classification des sols de ’'USDA (Duchaufour, 1991), la distribution
en pourcentage des particules du sol (i.e., 5 % d’argile, 23,5 % silt, 70,5 % sable et 1 %

gravier) référe a un sable silteux et sa courbe granulométrique est montrée a la Figure 4.3.
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Figure 4.3 Courbe granulomeétrique du sol

Des caractéristiques comme les masses volumiques, la densité des grains solides et la
porosité ont été mesurés sur plusieurs échantillons a 24°C et corrigées a la température de
20°C. Plusieurs teneurs initiales en liquides ont été testées (i.e., 4 %, 5,7 %, 10 % et 20
% respectivement). Un des sols asséchés a I'air, soit 5,7 % avait une teneur en diesel de

5200 mg/kg de sol sec, tandis que le sol a I'étude 7800 mg/kg de sol sec (Tableau 4.3).



Tableau 4.3 : Parameétres géotechniques du sol
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Parametres Valeurs

Masse volumique de I’eau d’essai ( g/n:m3 ) 0,998

Densité des grains solides (g/(:mj ) 2,734

Teneur en liquides (%) 4 5,7 10 20
Masse volumique du sol humide (g/cm}) 1,744 1,749 1,938 1,995
Masse volumique du sol sec (g/cml) 1,677 1,654 1,762 1,672
Porosité (%) 38,7 39,5 35.6 38,8

L'influence de la teneur initiale en liquides du sol sur la conductivit¢ hydraulique a

saturation a été vérifiée d'une part, sur le sol asséché a 'air ambiant (i.e., 5,7 % et 10 %

d'humidité) et d'autre part, sur le sol d'étude (i.e., 20 % d'humdité).

Les valeurs

moyennes des différentes conductivités hydrauliques obtenues, sont montrées au Tableau

4.4.

Tableau 4.4 : Valeurs de conductivités hydrauliques

Type d'essai Teneur en Charge  Kyiesel Keau Eczm-type
liquides (%) (cm H,O) (cm/s) (cm/s)
I. Triaxiale 57 158 - 55x10%  7x107
10 153 - 2,0x10°  3.1x107
2. Charge variable 5.7 55 2,0x10% - 2.2x107
73 - 3.0x10%  24x10°
3. Charge variable 20 59 1,9x107 - 7.5x10"°
91 2,1x107 - 3,7x10°
112 - 33x107  2.4x10®

A la fin du deuxiéme essai de conductivité hydraulique, deux échantillons représentatifs

de sol ont été prélevés et analysés. Les résultats ont révélé une teneur massique en diesel

d’environ 19 000 mg/kg de sol sec. Comme il peut étre constaté. les valeurs de la
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conductivité hydraulique a I'eau, ainsi qu'au diesel obtenues durant le troisiéme essai sont

trés faibles.

Quelque soit le type d’essai, aucune différence importante de conductivité hydraulique a
[’eau pour une teneur initiale en liquides de 5 d 10 % ne fut observée. Par contre, lorsque
la teneur initiale en liquides a augmenté a 20 %, la conductivité hydraulique tant a I’eau
qu’au diesel a diminué de trois ordres de grandeurs. Cela peut s’expliquer d’une part, par
la teneur elevée en eau (i.e., degré de saturation en eau proche de la saturation) ayant
engendré [’emprisonnement de grands volumes d’air dans les pores lors de la mise en
place du sol dans le perméameétre et d’autre part, par la tortuosité du réseau des pores

ayant causé des discontinuités dans les flux des fluides (air, diesel, eau).

4.2.3 Parametres chimiques

Afin de maintenir la croissance et 'activité des micro-organismes, les concentrations en
nutriments du sol doivent étre adéquates. Il est a rappeler qu’un rapport C/N/P oscillant
entre 300710/1 et 100/10/1 est habituellement adéquat pour une croissance optimale des
micro-organismes (Cookson, 1995, Godsy, 1998). Comte tenu du fait que la mesure du
carbone organique total du sol (matiére organique plus contamination) n’a pas été
validée, dans le rapport C/N/P uniquement la concentration en carbone provenant de la
contamination a été prise en compte. Ainsi, le rapport C/N/P du sol fut estimé a
7800/79/1300 (i.e., 100/1/16). Donc, une déficience en macro-éléments nécessaires a une
activité optimale de biodégradation est notée. La présence de la contamination dans le
sol a pu provoquer des déséquilibres aux cycles naturels du carbone, de |’azote et du
phosphore. Une faible teneur en azote total Kjeldahl (NTK) fut mesurée, soit 79 mg/kg.
Les concentrations en nitrates et nitrites ont été en-dessous de la limité de détection de la
méthode analytique, soit 1 mg/kg. D’une part, I’azote sous forme de nitrate, qui prend
naissance dans les horizons de surface, est rapidement entrainé par les eaux d’infiltration
vers la nappe phréatique, tandis que I’azote sous forme de nitrite, étant trés instable, se

transforme rapidement en nitrate. D’autre part, compte tenu que le sol provient des
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horizons profonds, il est vraisemblable que la diffusion de I’oxygéne y ait été limitée, ce
qui a pu créer des conditions anoxies voire anaérobies, engendrant ainsi [’utilisation

d’autres accepteurs d’électrons, parmi lesquels, le nitrate.

Bien qu’elle représente la forme d’azote la plus disponible aux micro-organismes,
’ammonique (i.e., ion d’ammonium, NH4™ et le gaz ammoniacal, NH;) n’a pas ét¢é

mesure.

La biodégradation des hydrocarbures pétroliers sous conditions dénitrifiantes a été

démontrée par des recherches de laboratoire (Sturman et al., 1995).

La teneur en phosphore du sol est assez ¢élevée (1300 mg/kg) et de nouveau, s’agissant
d’un horizon profond, il est fort probable qu’il soit d’origine minérale (i.c., désintégration
et décomposition des apatites, phosphorites). Cette forme de phosphore étant trés
insoluble dans la plupart des sols peut précipiter sous forme de phosphate de calcium ou

de magnésium ce qui la rend immobile dans le sol.

La valeur du pH initial du sol est de 7.47 ce qui est favorable a la biodégradation.

4.2.4 Paramétres microbiologiques

La densité de la flore indigéne du sol a été vérifiée par des dénombrements des micro-
organismes hétérotrophes totaux et spécifiques par la raéthode MPN et par la méthode de
culture sur plaque de Pétri. L'activité de la biomasse a été vérifiée par des tests statiques

de minéralisation d'un polluant témoin, en I'occurrence le diesel.

4.2.4.1 Biomasse

La présence et la densité des micro-organismes dans le sol ont été¢ vérifiées par la
méthode MPN ainsi que par la méthode de croissance sur plaques de Pétri. A partir de
cette derniére, il a été possible de voir la présence et la densité des micro-organismes

répondant positivement aux sondes génétiques ndoB et alkB (Tableau 4.5).
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Tableau 4.5 : Densité initiale des bactéries dans le sol ayant servi aux essais de

biodégradation en colonnes et comptant pour le temps initial, t;

Caractéristique Bal Ba2 Bac Bv
MPN
HT (cell./g sol) 1,3x10’ 6,1x10° 1,9x10’ 6.1x10°

HC (cell./g sol) 1,95x10 1,95x 10" 2,07x10* 3,66x 10"
Plagues de Pétri

HT (UFC/gsol)  1,92x10% 2,53x10° - 2.13x10%
Ecartype 1,90x10’ 2.66x10° 2,34x10’
alkB (UFC/g sol)  1,73x10" 2.13x10° - 1,73x10°
Ecartype 6,11x10° 6.11x10° 6,11x10°
ndoB (UFC/g sol)  2.67x10° 1,20x10° - 4,00x10°
Ecartype 2.31x10° 1.06x10° - 4,00x10°

Bal, Ba2 - colonnes traitdes en mode de bioaspiration: Bac - colonne abiotique traitée en mode de
bioaspiration; Bv - colonne traitée en mode de vioventilation: HT - hetérotrophes totaux; HC -
hydrocarbonoclastes: afkB - enzyme alcane-hydroxylase: ndfoB ~ enzyme naphtaléne dioxygénase: UFC -

unités formatrices de colonies.

La variabilité des décomptes hétérotrophes totaux observée par la méthode MPN peut
étre due a I’hétérogénéité des échantillons analysés car il s’agissait du méme sol au méme
moment de prélevement. Les décomptes bacténiens totaux ainsi que specifiques obtenus
par la méthode de culture en milieu solide (plaques de Pétri) sont supérieurs a ceux
obtenus par la méthode de culture en milieu liquide (MPN). Cela corrobore aux résultats
obtenus lors des études comparatives de plusieurs méthodes dont les deux utilisées dans
cette étude (Walker et Colwell, 1976). Des études additionnelles menées par Austin et
ses collaborateurs (1977) ont montré que ce n’est pas I'entiéreté des micro-organismes
apparaissant sur un milieu solide qui sont capables de dégrader les hydrocarbures
pétroliers. De plus, il a été montré que la méthode utilisant un milieu liquide minimal

avec ajout d'un composé organique spécifique représente la méthode la plus efficace pour
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le dénombrement des micro-organismes dégradant les composés organiques dans un

environnement estuairien et marin (Mills et al., 1978).

4.2.4.2 Activité de la biomasse

L'effet de la concentration en diesel du sol (7800 a 50 000 mg/kg) et de I’ajout de MSM
sur le taux de minéralisation de [1-'*C] hexadécane a été vérifié par des essais en
microcosmes pour une période d’incubation de 102 jours. Du diesel récupéré de la phase
flottante du site fut ajouté dans les échantillons de sol pour ainsi donner des
concentrations variant de 7800 (i.e., concentration initiale en diesel du) a 50 000 mg/kg
de sol sec. Les courbes de minéralisation obtenues sans et avec du MSM sont illustrées

aux Figure 4.4 et Figure 4.5, respectivement.

60 { —@— 7800 ppm
50 88— 15000 ppm
40 , | —&—=20000 ppm

L | —©&—215 000 ppm
—&— 30 000 ppm
—@— 40 000 ppm
' ‘;—X» -50 000 ppm

% de minéralisation

0 20 40 60 80 100 120

Temps (jours)

Figure 4.4 Courbes de minéralisation de {1-'*C] hexadécane sans ajout de MSM
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Figure 4.5 Courbes de minéralisation de [1-'*C] hexadécane avec ajout de MSM

Les réponses de minéralisation obtenues ont été qualitativement interprétées en utilisant
des paramétres indicateurs de l'aptitude du consortium bactérien a dégrader le
contaminant témoin (Millette et al., 1995; Tableau 4.6). Afin de bien comprendre cette
interprétation, une courbe typique de minéralisation, ainsi que ses parametres de reponse

sont montrés a la Figure 4.6; urée de Millette et al., (1995).
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Figure 4.6 Représentation graphique des paramétres de réponses



87

La signification des paramétres de réponse est la suivante:

Max - % final de radioactivité cumulée comme '*CO; de la radioactivité ajoutée;
Lag - le temps requis pour atteindre 1/SMax %;

Rmax - le taux de minéralisation entre Lag et 2/3Max %;

Rmoy - taux moyen de minéralisation entre 0 % et 2/3Max %;

BDI - indice de biodégradation;
NBDI - indice normalisé de biodégradation.

Tableau 4.6 : Parameétres indicateurs de minéralisation

Milieu Co-Cso Lag Max (%) Rmax Rmoy BDI NBD!
(mg/kg)  (jour) (“jour’)  (“ejour’)

Sol © 780 24 273 04 028 008 I
15000 27 3.6 0.12 0.08 0.01 0.13
20000 40 32 0.04 0.03 0.00 0.00
25000 illimité 195 0.03 0.02 0.00 0.00
30000 illimité 1,03 0.01 0,01 0,00 0.00
40 000 illimité 0,48 0.01 0.00 0.00 0.00
30 000 illimit¢  0.40 0.01 0,00 0,00 0.00

Sol + MSM 7800 8 54.9 0.8 0.56 031 1
15 000 17 44,3 0.61 043 0.19 0.61
20000 23 16,7 0.23 0.16 0,03 0,1
25000 29 12,0 0.17 0,12 0,01 0,03
30000 37 2.52 0,03 0.02 0.00 0.00
40000  illimité 1,16 0,02 0.01 0.00 0.00
50000 illimité 1.10 0.02 0,01 0,00 0.00

D’habitude, l'indice normalisé de biodégradation est calculé par rapport au témoin (i.e.,
sol non-contaminé). Dans ce cas, il a été calculé par rapport au niveau de la
contamination initiale, soit 7800 mg/kg pour mettre en évidence I’effet de I’ajout de

contaminant dans le méme sol.
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Sans exceptions, l'effet positif de 'ajout des nutriments s'est clairement fait sentir sur les
pourcentages maximaux de minéralisation et sur la période d’acclimatation (lag). Les
faibles pourcentages de minéralisation mesurés peuvent dénoter soit une inhibition par le
substrat soit une incorporation cellulaire du substrat, mais cette demiére n'a pas été
estimée. L'existence d'une source de carbone plus disponible que le contaminant n'est pas
écartée. Par ailleurs, la période d'acclimatation (lag) s'est avérée étre directement
proportionnelle a la concentration en diesel car les autres facteurs (e.g., température,
aération, nutriments) étaient égaux. Cela peut s'expliquer par une inhibition par le
substrat  ayant  engendré  une inhibition du  systtme  enzymatique
intracellulaire/extracellulaire et par conséquent, une faible prolifération de la population

microbienne.

[1 peut étre conclu qu'une concentration en diesel supérieure a 20 000 mg/kg (i.e. I'index
de biodégradation nulle. sans ajout des nutriments) s'est avérée toxique pour la flore

microbienne du sol ayant tait I'étude dans ce projet.

4.3 Comportement des fluides (air/diesel/eau) dans le milieu poreux

Comme il a déja été mentionné dans le chapitre 3, cette partie du projet vise a mieux
comprendre les mécanismes controlant le mouvement, et plus particuliérement
I’emprisonnement par capillarité des fluides (air/eauw/diesel) dans la zone vadose. Il est
essentiel de spécifier que les facteurs microbiologiques n’ont pas été considérés durant

cette etude hydrodynamique.

Afin d’atteindre le but fixé, deux types d’étude ont été réalisés : 1) essais de rétention
capillaire et déplacement des phases a basse pression et, 2) essais de rétention capillaire a
haute pression. Les deux types d’essais ont permis de produire les courbes
caractéristiques eau-sol et diesel-sol respectivement. Celles-ci sont trés importantes pour
la réussite technique des deux technologies de restauration étudiées. Il est a souligner
que les deux types d’étude sont complémentaires. Ainsi, I’étude de rétention capillaire a

basse pression est plus précise que celle réalisée a haute pression car elle est plus proche
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des conditions naturelles de la zone vadose, tandis que I’étude de rétention capillaire a
haute pression fournit les informations nécessaires a une bonne compréhension des

phénomeénes lorsqu’une pression importante s’y applique.

4.3.1 Rétention capillaire a basse pression

Premicrement, 3 'aide des essais en hautes colonnes simulant un milieu poreux non-
saturé, la distribution des fluides a été déterminée. Deuxiémement, par déplacement des
phases dans ce méme milieu poreux non-saturé, il a ¢&té possible d’étudier le

comportement hydrodynamique des fluides

4.3.1.1 Remonté capillaire

La distribution des fluides correspondant aux systémes air-eau et air-diesel a été estimée
par des essais de remonté capillaire. Pour caractériser ces systémes et interpréter les
résultats obtenus, une étape de caractérisation initiale du sol et des fluides a été nécessaire

et les résultats sont centralisés au Tableau 4.7.

Tableau 4.7 : Caractérisation des trois colonnes

Caractéristique Colonne 1 Colonne 2 Colonne 3
Hauteurcolonne (cm) 186 248 186
Hauteur du sol (cm) 163,8 2122 165.4
Masse du sol (g) 6055,2 7557,1 57839
Teneur massique en eau (%) 4,39 4,28 4,08
Cio-Cso (mg/kg) 5200 5200 5200
Porosité (%) 39,32 40,86 42,43
Masse vol. sol sec (¢/m”) 1,660 1,602 1,576

Masse vol. sol humide (g/cm’) 1,742 1,678 1,648
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La teneur en hydrocarbures, C;o-Cso a été déterminée sur un échantillon représentatif du
sol asséché a I’air ambiant et ayant servi au remplissage des trois colonnes a I’étude. Par

conséquent, cette valeur a été considérée égale dans toutes les trois colonnes.

Selon la méthodologie décrite, les trois colonnes remplies de sol furent mises en présence
de deux phases libres de la maniére suivante: la colonne | en présence de diesel et les
colonnes 2 et 3 en présence de 'eau. Un duplicata de expérience de rétention capillaire
en eau fut réalisé car une de deux colonnes (i.e., colonne 2), aprés avoir atteint
I’équilibre, allait étre soumise au déplacement des phases (déplacement de I'eau par le
diesel). Ainsi, la colonne 3 a servi comme témoin pour vérifier une éventuelle imbibition
supplémentaire d’eau.

L’équilibre des phases fut considéré atteint dans les trois colonnes lorsque leur masse
demeurait constante dans le temps (Figure 4.7) et par conséquent, les taux de variation

des poids dans le temps (i.e., les vitesses de pression) s approchaient des valeurs nulles

(Figure 4.8).

Rétention capillaire en diesel et en eau
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Figure 4.7 Variation du poids des colonnes dans le temps

Dm,, Dm; et Dm; - variation de la masse des colonnes I, 2 et 3, respectivement
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Figure 4.8. Taux de variation du poids des colonnes dans le temps

dt - variation du temps.

Bien que les trois colonnes aient atteint I’équilibre aprés une durée de 1968 heures, elles
ont ¢éte laissées en contact avec leurs phases libres respectives et cela, tout au long de
I"é¢tude de déplacement des phases d’une durée supplémentaire de 40 jours. A ia fin de
cette demiére étude, les colonnes furent désassemblées et des échantillons composites ont
été pris a l'intervalle régulier de 10 cm et analysés pour les teneurs massiques
respectives. Tous les résultats obtenus sont représentés graphiquement ci-aprés. Ces
résultats ont €té analysés en fonction des études réalisées par Abdul, (1988) et Wilson et

ses collaborateurs (1990).

4.3.1.1.1 Remontée capillaire en diesel

La réponse globale de cette expérience a permis de produire la courbe caractéristique
diesel-sol. Les informations qui peuvent étre tirées au premier abord sont la hauteur
capillaire (i.e., imbibition) et la distribution du diesel en fonction de la hauteur de la

colonne.

Le sol utilisé dans cet essati (i.e., colonne 1) a retenu une quantité de diesel égale a 220,9

g jusqu’a I’équilibre. Le profil de la teneur massique totale incluant la teneur massique
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initiale du sol (i.e., 4,39 % eau et 0,52 % diesel) et la teneur massique en diesel qui s’y est

rajoutée est montré a la Figure 4.9.

Hauteur colonne (¢em)
—
[,®]
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Figure 4.9 Teneur massique totale en liquides (eau et diesel)

zone (1) - teneur initiale en liquides du sol (4,39 % d’eau et 0.32 Y% de diesel)
zone (2) - augmentation de la teneur en diesel du sol (début de la frange capillaire de diesel jusqu’a la zone
capillaire de diesel);

zone (3) - teneur maximale en diesel du sol (1.¢., zone capillaire).

D'apreés l'examen de ce profil, trois zones peuvent étre démarquées : zone 1, qui
représente la teneur initiale en eau et en diesel du sol; zone 2, qui montre une
augmentation de la teneur massique en diesel et elle constitue la frange capillaire de
diesel; zone 3, nommée la zone capillaire de diesel qui se caractérise par une teneur
maximale en diesel, soit environ 18 %. La hauteur capillaire (i.e., frange capillaire plus
zone capillaire) est estimée 4 100 cm. La réponse de I’analyse des hydrocarbures C¢-Csp
fractionnée a la fin de I'essai de rétention capillaire en diesel montre implicitement la

méme distribution (Figure 4.10).
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Figure 4.10 Teneur en hydrocarbures fractionnés (rétention en diesel)

Enfin, les degrés de saturation suivent logiquement les profils de teneurs massiques en
fluides. Comme ’indique la Figure 4.11, 45,2 % du volume des pores a été occupé par le
diesel, tandis que 35,9 % des pores sont restés remplis d’air. Cela peut s’expliquer d’une
part, par la présence de pores de petit diamétre ce qu'y rend [’envahissement du diesel
difficile et d’autre part, par le manque d’affinité du diesel pour la matrice solide, traduite

par sa mouillabilité intermédiatre.
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Figure 4.11 Profil des degrés de saturation (essai de rétention en diesel)
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S, - degré de saturation en liquide organique (diesel); S, — degré de saturation en eau; S, - degré de

saturation en air

4.3.1.1.2 Remontée capillaire de I’eau

La réponse de cette expérience est traduite par la courbe caractéristique eau-sol. Les
deux colonnes utilisées ont montré le méme comportement jusqu’a [’équilibre. Ainsi,
une quantité d’eau semblable, fut imbibée (i.e., 237,3 g - colonne 2 et 2294 g - colonne
3), mais cette différence est associée a la différence de porosité résultée lors de la mise en
place du sol. Compte tenu du fait que la colonne 2 a été soumise a I’étude de
déplacement des phases seule la colonne 3 a servi @ montrer le processus d'imbibition de
Peau. La Figure 4.12, montre la courbe caractéristique eau-sol obtenue. Celle-ci est
assez semblable a la courbe caractéristique diesel-sol. Cependant, la distribution de I’eau
est plus réguliére sur la hauteur capillaire (i.e., frange capillaire plus zone capillaire).
Pour ce type de sol et dans les conditions spécifiques précisées. I’eau est maintenue dans
les pores sur une hauteur capillaire d’environ 75 cm représentant, dont la zone capillaire

s'étend sur une hauteur variant de 10 a 25 cm. La teneur massique maximale en eau est

d’environ 22 %.
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Figure 4.12 Profil des teneurs massiques (rétention en eau)
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La variation des degrés de saturations correspondants est montrée dans la Figure 4.13.
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Figure 4.13 Profil des degrés de saturation (rétention en ¢au)
4.3.1.2 Déplacement des phases

Durant cette étude, il a ¢été possible de représenter les conditions d’un déversement de

diesel dans un milieu poreux non-saturé (i.e.. colonne 2} a saturation résiduelle en eau.

L’injection du diesel fut faite 2 un débit moyen de 0.45 cm’/min durant les premiéres 24
h et ensuite, de 0,20 cm’/min jusqu’a la tin de I’essai, totalisant ainsi un volume de diesel
équivalant a trois volumes de pores, soit 4 L. Compte tenu des interruptions
d’alimentation, il n’a pas été possible de calculer rigoureusement une vitesse
d’écoulement et ainsi une conductivité hydraulique associée. Toutefois, les volumes
d’eau déplacée et de diesel a la sortie ont été mesurés. L’équilibre fut considéré atteint
aprés 40 jours lorsque les volumes de diesel injecté et récupéré furent égaux et que le
poids de la colonne demeura constante, et cela durant une période d’environ 135 jours.
Les analyses chimiques effectuées aprés le désassemblage de la colonne ont fourni des
résultats pouvant étre corrélés au bilan de masse globale, dont les composantes se

trouvent au Tableau 4.8.
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Composante Valeur (g)
Masse totale d’eau - 484.6
Masse initiale d’eau 261,5
Masse d’eau retenue par remontée capillaire 2231
Masse d’eau déplacée par le dicsel lors du déplacement 156
Masse d’eau restant dans la colonne apres le déplacement 328.6
Masse de diesel restant dans la colonne aprés le déversement  387.1
Masse initiale de diesel 30,1

La Figure 4.14, montre la répartition de I'eau et du diesel en fonction dans la colonne.

Comme !’indique la courbe de teneur massique en diesel, le diesel migre verticalement

tout en suivant la courbe caractéristique eau-sol jusqu'a ce qu’il atteigne la surface de la

zone capillatre d’eau en laissant derriére un volume emprisonné correspondant a sa phase

résiduelle. Au début, le diesel est sous tension comme 1'eau |’est également, mais au fur

et a mesure que le volume déversé s’accroit, il atteint la frange capillaire en eau et

déplace une partie qui avance sous forme d’un front humide devant lui. Une certaine

accurnulation est notée et cela constitue la phase flottante, ou le diesel se trouve sous une

pression positive. Cette accumulation engendre une diminution de I'épaisseur de la zone

capillaire jusqu’a ce qu’elle disparaisse et il arrive a la surface de I’eau.
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Figure 4.14 Profil de la teneur massiques (essai de déplacement)

La Figure 4.15, montre la distribution des fractions massiques de diesel en fonction de la
hauteur. On peut observer le profil d’accumulation du diesel dans la frange capillaire en
eau ainsi que la diminution de la teneur en eau dans cette zone. La Figure 4.16, illustre

les degrés de saturation qui en découlent.
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Figure 4.15 Profil des teneurs massiques en diesel (essai de déplacement)
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Figure 4.16 Profil des degrés de saturation (essai de déplacement)

Se - degré de saturation en eau avant son déplacement par le diesel; S,. - degré de sawration en eau

résiduelle (}'eau demeurée apres le déplacement par le diesel).

Les hauteurs approximatives d’ascension capillaire en diesel et en eau obtenues font
partie de la gamme typique a ce type de sol (Fetter, 1993). Quant a eux, les degrés de
saturation des trois phases sont variables dans la zone vadose et leurs valeurs relatives
corroborent a des valeurs de la littérature. Ainsi, la valeur du degré de saturation en
LNAPL dans un systéme tri-phasique varie généralement de 10 a 20 % dans le cas d'un
milieu poreux mouillant a 1’eau, (Mercer et Cohen, 1990, Wilson et al., 1990, Steffy et
al., 1997).

4.3.2 Rétention capillaire a haute pression

I1 est essentiel de rappeler I'importance des courbes caractéristiques dans l’étude de
I’écoulement tri-phasique dans un milieu poreux non-saturé. Deux caractéristiques clé
peuvent étre tirées, soit la pression d’entrée d’air et la saturation résiduelle. [l faut noter
que ['interprétation de ces courbes caractéristiques du sol fut faite en s’inspirant
principalement des études entreprises par Fredlund et Xing (1994) et Springer et ses

collaborateurs (1997).
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Trois séries de courbes caractéristiques ont ét¢ déterminées en duplicata et ce, en mode
de désorption (i.e., drainage). Une premiére séric a consisté a vérifier le sol asséché a
["air ambiant ayant servi tant a la détermination de la conductivité hydraulique qu'aux
essais de remontée capillaire en eau et en diesel a basse pression (5,7 % d’humidité
initiale). La Figure 4.17, montre la courbe de caractéristique eau-sol obtenue dans le cas

du so! ayant eu une teneur initiale en humidité de 5.7 %.
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Figure 4.17 Courbe caractéristique eau-sol (haute pression)

Teneur initiale en liquides 5.7 %; vs = 1.721 g/em’

D’aprés Iinterprétation de Fredlund et Xing, (1994), la pression d'entrée d’air (Py)
nécessaire a déplacer I’eau des pores est égale a 4,5 m H,O, tandis que la valeur de la
teneur volumique en eau correspondant a cette pression est estimée a 30 %. La teneur
résiduelle en eau (Si) est de 18 % (Figure 4.17). Ces valeurs corroborent avec les
valeurs de la littérature (Frediund et Xing, 1994, Mercer et Cohen, 1990). Comme ce fut

le cas des courbes caractéristiques a basse pression, elle peuvent étre divisées en trois
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zones. Une premiére zone, qui s’étend entre le sol étant sec et la saturation résiduelle en
eau ou théoriquement, la perméabilité a I’air du milieu doit atteindre sa valeur maximale.
La deuxiéme zone est comprise entre la saturation résiduelle en eau et la pression
d’entrée d’air, tandis que la troisiéme zone s’étend entre la pression d’entrée d’air et la
saturation compléte en eau. Dans cette zone, I’excés d’eau fait qu’il n’y ait pas des pores
interconnectés remplis d’air pouvant créer un écoulement continu d’air (i.e.. perméabilité

a I’air inexistante).

Les deux autres essais furent réalisés sur le sol a I'étude. Ainsi, un essai fut effectué sur
le sol & partir uniquement de sa saturation initiale en liquides, soit 22 % car il était proche
du degré de saturation maximal, soit 0,94 (94 %). L’allure de la courbe de désaturation

obtenue est montrée a la Figure 4.18.
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Figure 4.18 Courbe caractéristique eau-sol (désaturation du sol initial)
Teneur initiale en liquides 22 %; ys = 1.682 g/em’
La valeur de la pression d'entrée d’air est estimée a 2,8 m H,O, tandis que la valeur de la

teneur volumique en eau correspondant a cette pression est de 35 %. On observe que le

sol & I’étude posséde un degré de saturation en eau proche de la saturation, soit 95 %. La
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teneur volumique en eau correspondant i ce degré de saturation est de 0,37. Cette valeur
corrobore avec la valeur maximale obtenue pour un sol de ce type. Ainsi, Zacharias et
Bohne (1997), lors d’une étude des courbes caractéristiques eau-sol des plusieurs types
de sol, notent une teneur volumique maximale en eau de 0,3796 pour un sol s’approchant
du type du sol a I’étude, contenant de 5 & 8 % argile et de 10 a 25 % silt). Le degré de
saturation résiducllc en cau (S.) est de 29 %, et il peut étre obtenu en appliquant au sol

une succion matricielle égale a 40 m H,O.

La valeur de la capacité de rétention au champ i.e., teneur volumique en eau
correspondant a une succion matricielle de 0,3 atm, selon Dupont (1993) est estimée sur
la courbe caractéristique eau-sol ci-dessus représentée, a 0,30 (i.e., 17,83 % en termes de

teneur massique en eau).

A partir de la valeur de la capacité de rétention au champ. il a été possible d’estimer le
taux d’humidité optimal nécessaire au maintien d’un taux optimal de biodégradation du
contaminant. Dupont ei ses collaborateurs (1991), lors d’un traitement par bioventilation,
propose un taux d’humidité optimal allant de 35 a 50 % de la capacité de rétention au
champ, soit entre 6,24 et 8,92 %. D’apreés Cookson (1995). cela se trouve entre 50 et 80

% de la capacité de rétention au champ, soit entre 8,82 et 14,26 %.

Le troisieme essai de rétention capillaire a haute pression a consisté a déterminer la
courbe caractéristique diesel-sol (saturation/désaturation de diesel) du sol a I’étude (22 %
d’humidité). Le sol testé fut le sol saturé en diesel ayant servi a la détermination de la

conductivité hydraulique au diesel. La courbe obtenue est montrée a la Figure 4.19.
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Figure 4.19 Courbe caractéristique diesel-sol (haute pression)

Teneur initiale en liquides 22 %; ys = [.631 g/em”

L'allure de la courbe différe des autres, antérieurement représentées, et cela pourrait étre
due a la présence des trois phases. La pression d’entrée d’air est estimée 3 2 m H;O,
tandis que la teneur volumique correspondant a cette pression est de 34 %. C’est la
valeur de la pression négative qui sera appliquée lors des essais de biodégradation en
colonnes en mode de bioaspiration du présent projet. Le degré de saturation résiduelle en
diesel est estimée d 23 %. et il est peut étre obtenu en appliquant au sol une succion

matricielle égale a4 40 m H,O.

Compte tenu de la longue durée de ces essais (24 jours) et du nombre limité de cellules
de rétention Tempe, il n’a pas été possible de réaliser plusieurs essais permettant ainsi de

tirer d"autres conclusions.

4.4 Etude de la biodégradation du diesel en colonnes

L’efficacité des techniques de biorestauration in situ de la bioaspiration et de la
bioventilation a biodégrader le diesel a été étudiée et comparée en effectuant des essais en

colonnes. Les paramétres suivis et jugés comme étant des plus importants ont été d’une
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part, les parametres d’opération (pression et débit d’air injecté dans les quatre colonnes)
et d’autre part, les paramétres physico-chimiques (taux d’humidité, perméabilité a I’air et
concentration en contaminant) et microbiologiques (densité et activité de la population
microbienne, taux d’utilisation d’oxygéne et de production de dioxyde de carbone). La
corrélation des ces parametres a permis I'estimation du taux de biodégradation du diesel

durant la période d'opération des deux types de traitements.

4.4.1 Caractérisation des colonnes

Lors de la mise du sol dans les colonnes, plusieurs caractéristiques géométriques et
géotechniques nécessaires au suivi expénmental ont été déterminées et leurs valeurs

respectives sont présentées dans le Tableau 4.9.

Tableau 4.9 : Caractérisation des colonnes pour les essais de biodégradation

Caractéristiqué Bal Ba2 Bac Bv
Diametre inténeur (cm)‘ 10.15 10,16 771(7);71'5 10.15
Hauteur du sol (cm) 20,32 20,25 20,11 19,57

Masse de sol humide (g) 2990.9 2971.6 2906.8 2975.1

Masses volumiques (g/cm’)

Sol humide 1.818 1,811 1,785 1.878
Sol sec 1,542 1,546 1,555 1.59
Porosité (%) 44 43 44 42

Bal et Ba2 - colonnes traitées en mode de bioaspiration; Bac - colonne abiotique traitée en

mode de bioaspiaration; Bv - colonne traitée en mode de bioventilation.

Il est important de noter que la variabilité des données entre les colonnes est assez faible.
Mentionnons qu’une hétérogénéité minimale est désirable puisque des telles
hétérogénéités dans la structure du sol et un moindre changement peuvent avoir une

influence dramatique sur le comportement des fluides d'un milieu poreux (Wilson et al.,

. 1990).
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4.4.2 Saturation en diesel

Les colonnes de sol ont été saturées en diesel a I'aide des deux essais. Tout au long des
ces essais, la variation de la conductivité hydraulique du diesel en fonction du volume de
diesel injecté (exprimé en termes de volume de pores) a été suivie et les résultats obtenus

sont représentés graphiquement & la Figure 4.20.
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Figure 4.20 Conductivité hydraulique au diesel vs volume de pores circulé

Comme I'indique le graphique, la conductivité hydraulique au diesel a trés peu varié tout
au long des essais de saturation. Une bonne corrélation est remarquée quant a la valeur
de la conductivité hydraulique initiale des colonnes Bal, Ba2 et Bv qui est quasiment
égale tandis que la colonne Bac (i.e., abiotique) montre une conductivité hydraulique
légérement supérieure, ce qui pourrait paraitre logique compte tenu du fait qu'elle est
dépourvue des films bactériens. Le Tableau 4.10, présente les valeurs de la conductivité
hydraulique initiales et les valeurs moyennes enregistrées durant la période de saturation

ainsi que les écart-types enregistrés. Les valeurs sont normalisées a 20°C (Kyiesel 20 =
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R1Kaiesel» avec Ry égal a 0,910, facteur de correction pour T = 24°C, température de

’essai).

Tableau 4.10: Conductivité hydraulique initiale et moyenne au diesel mesurée

Caractéristique Bal Ba2 Bac Bv
Kyeq initiale (cmis) 271 x 10° 505 x 10° 1.22x 107 2,55« 107
Kgieset moyenne (cm/s) 1,06 x 10°  5.14x 10° 132x 10" 1,14 x 107

Ecartype 7,12x 10°  246x 10° 6,16 x 10° 6,89 x 107

4.4.3 Suivi des colonnes

La réalisation d’un essai préliminaire a permis d'une part, la validation du dispositif
expérimental et d'autre part, 'établissement des parametres d'opération, soit la pression et
le débit d'air.

Afin d'estimer la biodégradation du sol contaminé au diesel a saturation, une série de
parameétres physico-chimiques (i.e., taux d'humidité, concentration en contaminant, pH,
teneur en nutriments et taux de volatilisation) et microbiologiques (i.e.. densité et activité

des micro-organismes et taux de biodégradation) ont été mesurés ou calculés.

Au total, quatre colonnes ont été opérées. Trois colonnes ont été traitées en mode de
bioaspiration (i.e., un duplicata, Bal et Ba2 et un témoin abiotique, Bac) et une colonne
en mode de bioventilation, Bv. La durée des deux traitements fut de 50 jours. Tout au
long de cette période, sept échantillonnages de sol ont été réalisés et I'évolution des tous

les paramétres mesurés ou calculés est donnée sous forme de graphiques.

4.4.3.1 Parameétres d’opération des deux traitements

Les paramétres d'opération furent la pression et le débit d'air, et ils ont été gardés
constants durant toute la période d'opération des deux traitements. Une pression négative

‘ égale 4 2 m H.O a été appliquée aux trois colonnes traitées en mode de bioaspiration. Ce
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fut la valeur de la pression d'entrée d'air déterminée lors des essais de rétention capillaire
a haute pression (i.e., courbe caractéristiques de saturation diesel-sol; section 4.3.2). Une
pression égale a la pression atmosphérique a été appliquée a la quatrieme colonne traitée
en mode de bioventilation. Quant au débit d'aération, celui-ci fut de 2 ml/min, ce qui
correspond a 4 volumes de pores/jour. Cette valeur fait partie de la gamme de débits d'air
appliqués lors des traitements cn mode de bioventilation & pleine échelle, soit entre 0,11

et 6,5 volumes de pores par jour (Dupont et al., 1991).

4.4.3.2 Parameétres physico-chimiques

4.4.3.2.1 Teneur en eau

Lors de I’essai de saturation des colonnes en diesel (t;), un certain pourcentage d’eau des
pores du sol a été déplacé par le diesel. A la fin de cet essai, ce pourcentage ne variait
pas d’une maniére significative d'une colonne a lautre (i.e., Bal-0.7 %, Ba2-0,78 %,
Bac-0,81 % et Bv-0.72 %). Normalement, ces pourcentages doivent étre le résultat de la
différence des pourcentages entre les temps d’échantillonnage t; et t; respectivement
(Tableau 4.11), mais les valeurs présentées sont des valeurs estimées lors des analyses
des hydrocarbures C¢-Cy (i.€., par séchage au four a 105°C). L’hétérogénéité du sol et
I’interférence de la contamination dans ’évaluation de ces taux d’humidité pourrait

expliquer la différence observée.

Tableau 4.11 : Taux d’humidité du sol des colonnes d’étude de la biodégradation

Humidité (%) 6 t2 T; ts ts tr
E&;lM "»7#717,9 o 16,5 14 o 15 »“-14,4 14,1 o 13:5 o
Ba2 17,9 15,6 12 14 14,6 13,6 13,2
Bac 18,2 14,7 16 .15 13,6 12,8 12,6

Bv 18,7 16,6 12 13 12,4 12,8 13,2
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; - caractérisation initiale; t, - aprés le premier essai de saturation en diesel; t, - aprés |1 jours de

traiternent; t; - apreés le deuxiéme essai de saturation en diesel; t; - aprés 14 jours de traitement; t;

- aprés 41 jours de traitement; ty - fin des deux traitements.

Comme l'indique le Tableau 4.11, le taux d’humidité a légérement varié. A la fin des
deux traitements, il faut remarquer que les valeurs du taux d’humidité se retrouvent dans
la plage des valeurs d'humidité requises pour un processus de biodégradation, soit 8,8 et
14,3 % d’eau (section 4.3.2). L'analyse des échantillons prélevés sur toute la hauteur a la
fin des traitements a montré que le taux d humidité était uniforme sur toute la hauteur de

chacune des colonnes.

4.4.3.2.2 Perméabilité a I’air

La mesure de la perméabilité a l'air fournit des informations importantes quant a la
réussite d'un traitement par voie biologique. Premiérement, sa diminution pourrait
signifier un colmatage (i.e., biomasse, fraction fine sédimentée, précipitation des métaux)
ou un tassement. Cela entraine une diminution de l'efficacité de la circulation des
nutriments et de la diffusion d'oxygéne. Deuxiémement, son augmentation pourrait
porter l'attention sur l'apparition des chemins préférentiels et sur la dessiccation du
milieu. Comme I'indique le graphique de la Figure 4.21, la perméabilité a I'air dans les
trois colonnes traitées en mode de bioaspiration a varié en moyenne de deux ordres de

grandeur.
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Figure 4.21 Variation de la perméabilité a I"air du sol

Les grandes fluctuations de perméabilité observées sont dues a la mesure instantanee des
pertes de charges dans les colonnes entrant dans le calcul. Cela est remarqué uniquement
dans le cas des colonnes fonctionnant en mode de bioaspiration ou le débit d'air fut
régularisé a I'aide d'une pompe péristaltique. Quant a la colonne fonctionnant en mode de
bioventilation, la perméabilité a ['air est plus faible, ce qui est logique compte tenu de sa
faible porosité a l'air. Lorsque la perméabilité a I'air descend plus bas que 0,1 Darcy, le

courant d'air traverse principalement des chemins préférentiels (Hinchee, 1995).

Ces valeurs témoignent de la grandeur typique de la perméabilité a I'air d'un sol de type

sable silteux, soit entre 0,1 et 1 Darcy (Hinchee, 1995).

Comme la colonne Bac n'est pas demeurée abiotique, il n'a pas été possible de vérifier
l'impact du traitement en mode de bioaspiration sur les propriétés physico-chimiques et

hydrodynamiques du milieu a traiter.

4.4.3.2.3 Teneur en hydrocarbures

Afin de vérifier le devenir du contaminant, des échantillons de sol ont été prélevés des

colonnes i la méme profondeur, soit entre 5 et 10 cm a la partie supérieure (i.e., entrée de
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I'air) a des différents temps. Au temps d'échantillonnage final, I'analyse des échantiilons

composite a des hauteurs différentes a montré que les concentrations en hydrocarbures

augmentaient légerement avec la profondeur (Tableau 4.12).

Tableau 4.12 : Contamination en C,-C;o vs profondeur des colonnes

Profondeur (cm) Bal(mg/kg)

Ba2 (mg/kg) Bac (mg/kg) Bv (mg/kg)

0-5 19 000
5-10 20 000
10-15 19 000
15-20 22 000

20000
17 000
17 000
25000

19 000
17 000
22 000
30 000

40 000
44 000
47 000
52000

Il n'a pas été possible d’effectuer un bilan de masse précis sur le contaminant par

gravimétrie a cause des changements de poids des composantes des colonnes (i.e., pierre

poreuse, joints d'étanchéité. colle, connexion, etc.).

Cependant, si ces interférences

¢taient considérées comme égales pour toutes les colonnes, la quantité de diesel expulsée

des colonnes fonctionnant en mode de bioaspiration a éte supérieure a celle de la colonne

traitée en mode de bioventilation (Tableau 4.13).

Tableau 4.13 : Masse de diesel récupére

Colonne
Ba2

Bac

Bv

61 400
71 800
47 500
20 900

Masse de diesel (mg/kg)

L'évolution de la concentration en hydrocarbures pétroliers a des différents périodes lors

de l'opération des deux traitements est donnée a la Figure 4.22.
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Figure 4.22 Evolution de la contamination dans le sol durant les deux traitements

Un des résultats inattendus de cette étude fut la grande variabilité des résultats de
l'analyse de la concentration en contaminant du sol. Une telle variabilité a été également
notée par Vanderby, (1998) lors d’une étude d’optimisation de la technique de
bioventilation. Mentionnons qu’a partir du deuxiéme essai de saturation (t;), pour des
raisons de logistique il fut décidé de faire les analyses a I’interne (i.e., Laboratoire de
chimie analvtique de I'[RB). A notre grande surprise, nous avons observé une différence
notable dans les niveaux de concentration pour toutes les colonnes au méme point de
prélevement de sol (Tableau 4.14) bien qu’apparemment, les mémes meéthodes
analytiques furent utilisées. Cela pourrait expliquer en partie le bas niveau de
concentration mesuré aprés le premier essai de saturation (t;). Des aspects tenant de
I'hétérogénéité du sol en place et du volume élémentaire représentatif requis pour que les
analyses soient considérées plus fiables ne sont pas écartés. Une telle variabilité a été

notée également par Vanderby, (1998) lors d’une étude de la technique de bioventilation.
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Tableau 4.14 : Variabilité des analyses des hydrocarbures

C10-C30 au méme point de prélévement

Colonne Laboratoire externe  Laboratoire de I’IRB

Sol initial 7800 8800

Bal 12 000 20 000
Ba2 14 000 17 000
Bac 10 000 22000
Bv 16 000 16 000

Les fractions volatilisées de la contamination du sol ont été évaluées en faisant circuler
I"effluent gazeux des colonnes a travers des tubes contenant du charbon de noix de coco.
Les hydrocarbures retenus étaient désorbés et analysés par chromatographie en phase

gazeuse couplée a un détecteur a ionisation de flamme.

Les résultats d’analyse révelent I’identification de fractions volatilisées qui s’apparentent
tantdt 4 un mélange de diesel et essence tantdt a I'essence. Les concentrations des
hydrocarbures pétroliers perdus par volatilisation durant les 50 jours de traitement sont

données dans le Tableau 4.135.

Tableau 4.15 : Concentration des COV (durant 50 jours)

Colonne COV (mg/kg de sol sec)
Bal 1700
Ba2 1600
Bac 1400
Bv 1500

Compte tenu des interférences avec les fractions volatiles des composés de I'essence,
présentes elles aussi dans le sol (600 mg/kg de sol sec), il n'a pas été possible de calculé

un taux de volatilisation propre au diesel.
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4.43.2.4 pH

L'analyse du pH est importante car ce paramétre permet d'évaluer s'il y a déséquilibre
nutritionnel. L'opération 4 long terme d'un systéme de traitement des sols dépend
essentiellement du maintient d'un pH optimum par le contrdle du pouvoir tampon du sol.
Pour toutes les colonnes le pH initial du sol fut de 7,47, valeur qui se trouve dans la plage
cstimée optimale (Cookson, 1995). A la fin des deux traitements, des échantillons de sol
composite prélevés sur la hauteur des colonnes (i.e.,, 0-5 cm, 5-10 cm, 10-15 cm et 15-20
cm) ont démontré que la valeur de pH a augmenté, atteignant une valeur moyenne de 9,3

pour les colonnes Bal, Ba2 et Bv et une valeur moyenne de 8,9 pour la colonne Bac.

L'augmentation du pH peut s'expliquer d’une part, par I'élimination des déchets
métaboliques basiques lors des étapes intermédiaires de biodégradation et d’autre pan,
par la production d’ammoniaque (Prescott et al., 1993). L'enlévement du dioxyde de
carbone de la solution du sol par le processus d'aération pourrait également expliquer

cette augmentation de pH (Sawyer, et al., 1994).

4.4.3.2.5 Nutriments

Comme il a déja été mentionné lors de la caractérisation initiale du sol, la teneur en
macro-nutriments a été évaluée en terme de C/N/P comme étant égale a 100/1/16 mg/kg
de sol sec. Rappelons que les teneurs en nitrates et nitrites étaient en dega de leur limite
de détection respective, soit | mg/kg. Comme il peut étre constaté, bien que déficitaire
par rapport a !a teneur en carbone total (rapport optimal de 100 a 300/10/1), il n'y a pas eu
apport d'une autre source inorganique d'azote. Cette décision a été prise compte tenu du
fait que sur le terrain les techniques actuelles ne permettent pas un apport de nutriments
directement au niveau de la frange capillaire. A la fin des traitements, les teneurs en
nitrates et nitrites mesurées furent en dega de leur limite de détection respective, soit 1
mg/kg, tandis que la teneur en azote total Kjeldahl a été de 96 mg/kg pour la colonne Bal
traitée en mode de bioaspiration, de 66 mg/kg pour la colonne Bac abiotique traitée aussi

en mode de bioaspiration et de 80 mg/kg pour la colonne Bv traitée en mode de
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bioventilation. Notons qu’il y a eu une conservation sinon une légere augmentation de la
teneur en azote total Kjeldahl. Par exemple, dans la colonne traitée en mode de
bioaspiration cette augmentation corrobore avec le taux de biodégradation noté qui fut
supérieur a celui enregistré dans la colonne traitée en mode de bioventilation. Quant a la
teneur en orthoposphates, a la tin des traitements elle fut en dega de la limite de détection,
soit 2 mg/kg. Bien que supérieure a la teneur optimale au début des traitements, elle a
diminué ce qui dénote que le phosphore a été consommeé en totalité et qu’il n'y a pas eu

de régénération durant la période de traitement.

4.4.3.3 Paramétres microbiologiques

4.4.3.3.1 Comptes bactériens hétérotrophes totaux

La densité des micro-organismes hétérotrophes totaux présents dans le sol des colonnes a
été évaluée par des dénombrements sur des échantillons de sol prélevés a des temps
différents durant toute la période d'opération des deux traitements. L’intégralité des
dénombrements bactériens se trouve a 1'Annexe IlI, tandis que leur évolution est

présentee a la Figure 4.23.

H
L*d
; BHT - Bal
3 OHT - Ba2
w
€ HT- Bac
B HT -Bv

Figure 4.23 Evolution des comptes hétérotrophes totaux dans les colonnes
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La caractérisation microbiologique initiale a montré la présence d'une concentration
importante de micro-organismes, soit 2,47x10% cell/g de sol. Le milieu de croissance
utilisé s’est avéré excellent pour les hétérotrophes totaux aérobies. Cependant, apres le
premier essai de saturation la population des micro-organismes totaux a baissé de deux
ordres de grandeur et ce, dans toutes les colonnes. Bien que la concentration en
contaminant n’ait presque pas changeée, il semble que Ie passage du diesel ait entrainé un
lessivage des micro-organismes dont, probablement ceux en suspension dans 1’eau du sol
vivant dans les portions plus grossiéres et perméables du milieu poreux (i.e., gorges des
pores) par ou le diesel est suspecté de circuler sélectivement durant sa migration (Wilson,

1990).

Aprés une période d'aération de 11 jours, la population bactérienne a augmenté d'un ordre
de grandeur. [l est intéressant de voir que cette méme population bactérienne n'a pas été
affectée aprés le deuxiéme essai de saturation en dépit de l'augmentation de la
concentration en contaminant. [l s’agit probablement de micro-organismes ou de
bactéries majoritairement localisées dans les pores fines ou le diesel prend plus de temps
a les envahir. Dans des telles pores, I'eau est plus fortement retenue et plus difficile a
déplacer par le diesel. La population microbienne a continue a s'accroitre durant les 50
jours de traitement dans toutes les colonnes. Malgré tout, la densité initiale n'a cependant
plus été atteinte. Aucune différence notable ne fut observée entre la population des
colonnes Bal, Ba2 (4,59x107 et 5,45x10’ cell./g, respectivement) fonctionnant en mode
de bioaspiration et celle de la colonne Bv fonctionnant en mode de bioventilation

(5,12x107cell./g).

Contrairement aux attentes, aprés une peériode de traitement de 15 jours suivant le
deuxiéme essai de saturation en diesel, une flore bactérienne s'est développée dans la
colonne Bac abiotique (i.e., irradiée) traitée en mode de bioaspiration (6,21x10° cell./g).
Il parait peu plausible que I'irradiation n’ait été pas suffisante. La récontamination par
les manipulations faites lors des échantillonnages de sol pour le suivi de la

biodégradation ainsi que par I’air ambiant (durant [’aération) qui n’a pas été filtré est plus
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probable. Il est important de souligner que la morphologie des colonies développées dans
la colonne Bac était fort différente de celle des colonies développées dans les autres
colonnes. La prolifération d’une souche résistante et active pourrait étre attribuée a un
environnement propice en nutriments causé par la lyse d’autres types de souches apreés
I"irradiation et par conséquent, a un manque de compétition. Il a été également observé
qu’'a peu pres les mémes colonies répondaient positivement aux deux sondes génétiques
utilisées. Jusqu'a la fin du traitement, la population bactérienne hétérotrophe a augmenté

d’un ordre de grandeur étant plus taible que celle des autres colonnes (1,51x 107 cell./g).

4.4.3.3.2 Comptes bactériens spécifiques

Aprés le premier essai de saturation en diesel, les résultats des sondes biomoleculaires
démontent une baisse d'environ deux ordres de grandeur pour les souches répondant
positivement 4 la sonde génétique ndoB (de 1.2x10° 4 2,67x 10" cell./g de sol, en mode de
bioaspiration et de 4x10° a 5,33x10° cell./g de sol, en mode de bioventilation). Aprés un

processus d'aération de 1| jours ces mémes souches ont augmenté d'un ordre de grandeur
(Figure 4.24).
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Figure 4.24 Comptes bactériens spécifiques ndoB
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Quant a la sonde génétique alkB, il n’y a pas eu des réponses positives ni apres le premier
essai de saturation ni aprés 11 jours de traitement. Apres le deuxieme essai de saturation,

il n'y a pas eu des réponses positives pour aucune des deux sondes génétiques (Figure
4.25).

Quant a la colonne Bac, le méme ordre de grandeur a été observé tant pour les micro-
organismes hétérotrophes totaux (6,21x10%ell./g de sol; Figure 4.23) que pour les micro-
organismes répondant positivement aux deux sondes génétiques ndoB et alkB (2,68x10°
et 4,52x10° cell./g de sol, respectivement; Figure 4.25). De plus, les mémes colonies

répondaient positivement aux deux sondes génétiques utilisées.

cell./g de sol

Figure 4.25 Comptes bactériens spécifiques alkB

Afin d’expliquer la baisse de viabilité des hydrocarbonoclastes dans les autres colonnes,
il faut analyser la technique utilisée pour leur détection, soit la technique d’hybridation.
Par exemple, I’échantillon de sol analysé pourrait posséder un niveau de population pius
bas que la limite de détection de la technique (Whyte et al., 1999). La toxicité causée par
le niveau élevé de la contamination pourrait également entrer en compte et alors, la

compétition avec les non-dégradeurs. Les micro-organismes du sol ont pu également
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emprunter d’autres voies métaboliques pour la dégradation de diesel ques celles dans

lesquelles les deux enzymes (alkB et ndoB) sont impliquées.

Quelques facteurs influengant la technique d’hybridation du point de vue méthodologie
expérimentale ont été soulevés par Sayler et Layton (1990). D’abord, il s’agit du type de
milieu de cultire utilisé pour faire croitre les micro-organismes avant de les soumettre a
la technique d’hybridation. Probablement, les micro-organismes hydrocarbonoclastes
ayant survécu a la saturation en diesel du sol n'y sont plus cultivables (i.e., aprés avoir
subi le stress de la saturation en diesel), bien que lors de la caractérisation initiale de la
flore microbienne existante dans le sol, les hydrocarbonoclastes étaient présents. Il est a
ajouter le fait que la spécificité est grandement contrélée par la précision de I'hybridation

et les conditions de lavages durant la procédure expérimentale.

4.4.3.3.3 Activité de la biomasse a la minéralisation du [l-”C] hexadécane

L aptitude des micro-organismes du sol a minéraliser [1-"*C) hexadécane a été mesurée
sur des échantillons de sol provenant des colonnes apres les deux essais de saturation en
diesel en mini-microcosmes.. Un premier test a été réalisé sur des échantillons de sol
prélevés des colonnes suite au premier essai de saturation en diesel et la durée
d’incubation fut de 170 jours. Les taux de minéralisation ont été variables, soit entre 6,8
et 18 % pour le sol provenant des colonnes Ba2 et Bv, respectivement et moins de 1%
pour le contrdle abiotique, soit la colonne Bac. L'ajout d'eau (i.e., 12 % p/p) apres une
certaine période d'incubation n'a pas influencé de fagon importante le taux de
minéralisation, tandis que I'ajout de nutriments (i.e., 250 mg N/kg de sol humide sur une
base massique) dans le sol provenant de la colonne Bal a amelioré le taux de
minéralisation plus de 30 % (Figure 4.26). La disponibilité des nutriments plutét que
I'absence des micro-organismes hydrocarbonoclastes a pu contribuer a la variabilité de

l'activité de minéralisation observée.
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Figure 4.26 Courbe de minéralisation de [1-'*C] hexadécane

-premier essai de saturation en diesel

Un deuxiéme test a été effectué sur des échantillons de sol prélevés aprés le deuxiéme
essai de saturation. Apres 140 jours d’incubation, des taux de minéralisation plus faibles

que 1% furent enregistrés (Figure 4.27).
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Figure 4.27 Courbe de minéralisation de [1-'*C) hexadécane

-deuxiéme essai de saturation en diesel
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En dépit du nombre des hétérotrophes totaux mesuré aprés le deuxiéme essai de
saturation, la concentration élevée en contaminant (i.e., supérieure a 20 000 mg/kg) s'est
avérée toxique en termes de minéralisation du contaminant témoin, en ’occurrence, le [1-
"*C] hexadécane. Le faible degré de minéralisation du substrat peut indiquer que ce sont
plutét les micro-organismes non-dégradeurs qui ont été stimulés durant les deux

traitements.

Dans la présente étude, aucune corrélation significative n'a pu étre établie entre 'activité
de minéralisation du polluant témoin et le nombre de micro-organismes hétérotrophes

totaux.

4.4.3.3.4 Test de respirométrie en mode dynamique

Premiérement. des mesures d'oxygene et de dioxyde de carbone dans le gaz a la sortie des
colonnes furent effectuées a une fréquence de deux fois par semaine durant toute la
période des traitements. Les taux journaliers d'utilisation d'oxygene ont été calculés sur
une base d'hexadécane (i.e., témoin du diesel). La porosité a l'air est un paramétre
important qui entre dans le modele empirique d'estimation du taux de biodégradation.
Ainsi, il a été montré que les conditions anaérobies débutent a des valeurs de porosité a
I’air plus faibles que 10-20 % (Lyman et al., 1990). Pour chaque colonne, la porosité a
l'air a été récalculée apres le deuxiéme essai de saturation, t; et aprés 15 jours de
traitement, soit a la fin de la récupération des liquides, t; (Tableau 4.16). Les valeurs de
porosité prises en compte pour le calcul du taux d'utilisation d'oxygene ont été celles
correspondant aux conditions d’aprés 15 jours de traitement. Et comme il sera vu plus
loin, cgla ne représente pas une grande approximation car, la perméabilité a l'air n'a pas

beaucoup changé durant la période d'opération des traitements.
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Tableau 4.16. Variation de la porosité a I'air dans les colonnes

Colonne Ny, Ny3 Ny

Bal 036 0.39 T 0,34
Ba2 0,38 0,40 0.36
Bac 0,44 0,45 0,39
Bv 0,31 0,33 0,18

.....

saturation en diesel; n, — porosite a I'air au temps aprés 15 jours de waitement

La production de dioxyde de carbone a été estimée en considérant que I’adsorption sur les
particules du sol et la production anaérobie comparée a la production aérobie sont

négligeables (Wood et al, 1993):

L'évolution des deux paramétres biochimiques (i.e.. O»/CO3) pour les quatre colonnes
(1.e., Bal, Ba2, Bac, traitées en mode de bioaspiration et Bv. traitée en mode de

bioventilation) est présentée graphiquement a la Figure 4.28 et Figure 4.29).
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Figure 4.28 Consommation de I’oxygéne en mode dynamique
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Figure 4.29 Production de dioxyde de carbone en mode dynamique

Les valeurs du taux de biodégradation ont toutes été calculées sur base de données
d'utilisation en oxygéne, car cette mesure semble étre plus consistante et sensible que la
production de dioxyde de carbone (Dupont et al., 1991, Hinchee et Ong, 1992, Leeson et
al.. 1995). La minéralisation de I'hexadécane fut utilisée comme témoin représentatif du

diesel. Les résultats obtenus sont présentés dans le Tableau 4.17.

Tableau 4.17. Taux de respiration de I’hexadécane

Colonne K, (%/jour) Kg (mg/kg/jour)
Bal o062 052
Ba2 0,57 0,51

Bac 0,35 0,33

Bv 0,27 0,10

Kg - taux d'utilisation d’oxygene;

Kg - taux de biodégradation de I’hexadécane.

La demande en oxygene dans les colonnes fonctionnant en mode de bioaspiration (i.€., en
moyenne 0,60 %0Oy/jour) est supéricure a celle enregistrée dans la colonne traitée en
mode de bioventilation (i.e., 0,27 % Oy/jour). Bien que des bactéries spécifiques (i.e.,
repondant positivement aux sondes génétiques ndoB et alkB) n’aient pas été détectées

dans les colonnes Bal, Ba2 et By, les taux de respiration enregistrés dans ces colonnes
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pourraient étre attribués a ’utilisation d’une autre source de carbone disponible (e.g.,

matiére organique) par les micro-organismes ayant survécu a la saturation en diesel.

En dépit de la flore microbienne spécifique détectée et quantifiée dans la colonne
abiotique (Bac), la demande en oxygéne fut inférieure a celle enregistrée dans les
colonnes traitées également en mode de bioaspiration (Bal et Ba2) et ce, de 40 %. Cela

pourrait s’expliquer par le manque d’une population mixte dans le sol.

4.4.3.3.5 Test de respirométrie en mode statique

Deux tests de respirométrie en mode statique ont été effectués durant 10 et 14 heures
respectivement (i.e., pas plus car la concentration en oxygéne aurait baissé en déca de 5
%) et ce. a un intervalle de deux semaines |'un de ["autre. Les résultats obtenus sont

présentés aux Figure 4.30 et Figure 4.3 1, respectivement.
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Figure 4.30 Evolution des concentrations en O,/CQ2

-premier test de respirométrie en mode statique
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Figure 4.31 Evolution des concentrations en O,/CO2

-deuxiéme test de respirométrie en mode statique

Les valeurs du taux d'utilisation d'oxygéne horaire estimées durant ces deux tests de

respirométrie en conditions statiques sont présentées dans le Tableau 4.18.

Tableau 4.18 : Taux d'utilisation d'oxygene en mode statique

Colonne Taux d'utilisation d'oxygene, K, (mg/kg heure)
Testl Test 2 “

Bal 1,87 1,32

Ba2 1,58 1,33

Bac 0,35 0,43

Bv 0,44 0,44

Les deux tests répétés de respirométrie montre que la biodégradation aérobie continue et

le taux d'utilisation d'oxygéne se maintient quasi-constant entre les deux.
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Un quotient respiratoire (i.e., efficacité de biodégradation) horaire, soit le rapport entre le

pourcentage de dioxyde de carbone produit et le pourcentage d'oxygéne consommé a été

calculé (Tableau 4.19).

Tableau 4.19 : Valeurs du quotient respiratoire

Colonne Quotient respiratoire, CO./O;
Test 1 Test 2

Bal 0,41 0,40

Ba2 0,44 0,37

Bac 0,52 0,31

Bv 0,41 0,38

Mentionnons qu’un quotient de respirométrie de 0,85 dénote une minéralisation complete

des hydrocarbures aromatiques et la quantité de biomasse créée est négligeable (Leeson

et al., 1995).

Les données des deux types de tests respirométriques (i.e., dynamique et statique)

démontrent que les valeurs du taux d'utilisation d'oxygéne des colonnes traitées en mode

de bioaspiration sont plus élevées que celles des autres colonnes et que les taux de

biodégradation sont comparables aux données publiées dans la littérature (Tableau 4.20).

Tableau 4.20 : Quelques valeurs des taux de biodégradation (Hinchee, 1994).

Contaminant Ko (%/h)
P4 >052
JP-4 0,1-10
Diesel 0,42
Diesel nd

Kg (mg/kg/jour) Type d'échelle

> 10

2-20

8
0,2-20

Pleine échelle
Echelle pilote
Echelle pilote

Pleine échelle

Il est difficile de trouver une corrélation entre les décomptes bactériens, 'activité de

. minéralisation et les valeurs du taux de biodégradation et, la relation entre le taux de
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biodégradation et les propriétés du sol n'est pas trés forte. Quelques faibles relations ont

pu étre trouvées mais ce, uniquement a l'aide des modeles statistiques (Leeson et al.,
1995)

4.4.4 Bilan de masse

La masse de diesel (sur une base d’hexadécane) biodégradé lors de I'essai durant 50 jours
a €té estimée a partir des valeurs moyennes du taux de biodégradation obtenues durant le

test de respirométrie dynamique (Tableau 4.21).

Tableau 4.21 : Masse de diesel biodégrade sur base d’hexadécane

Colonne Masse de diesel biodégradé (mg/kg)
Bal 6 '

Ba2 25,5

Bac 16.5

Bv 5

Comme I’indique le tableau ci-dessus, les taux de biodégradation enregistres durant les
50 jours de traitement furent assez faibles. Notons que le traitement en mode de
bioaspiration a engendré des taux de biodégradation supérieurs que celui en mode de

bioventilation.

Le haut niveau de concentration en diesel ayant engendré une toxicité aux micro-
organismes de biodégradation, le manque des nutnments et probablement. la courte

pénode de traitement pourraient expliquer les faibles taux de biodégradation observés.
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CHAPITRE V : DISCUSSION GENERALE

L’ hypotheése sur laquelle s’est basée cette recherche fut la suivante :

Comparativement au mode de bioventilation, la succion accrue en mode de bioaspiration

d'un snl contaminé a saturation en diesel tend de reduire la_saturation réesiduelle au

niveau de la frange capillaire, ce qui stimule le processus de biodégradation.

En effet, les résultats obtenus ont montré une diminution de la saturation résiduelle en
diesel en mode de bioaspiration comparativement au mode de bioventilation.
Evidemment, toutes les conditions portaient a croire que le déplacement des phases ayant
engendré 1'élimination de I’excés du diesel des pores du sol entrainerait une meilleure
diffusion de I'oxygéne et des nutriments et de lors une stimulation de [!’activité
microbienne. Mais, les résultats ont plutdt montré le contraire (i.e., plus de respiration

mais pas nécessairement une forte activiteé).

Afin de comprendre ce qui a pu diminuer voire éliminer ’activité de minéralisation du
contaminant, nous devons revoir le début de la recherche, soit la caractérisation initiale
du systéme d'étude. Celle-ci a montré que la flore microbienne indigéne du sol était
adaptée et apte a la biodégradation de la contamination présente dans le sol (7800
mg/kg). En effet, plus de 55 % du polluant témoin fut minéralisé en 100 jours et le
nombre des hétérotrophes totaux atteignait 2,47x10°cell./g de sol. Cependant, une
concentration supérieure @ 20 000 mg/kg en contaminant avait diminué [I’activité
microbienne du sol. De plus, le fait que I’ajout des nutriments ait engendré un meilleur
taux de minéralisation du polluant témoin indique que la présence et la disponibilité des

nutriments pourraient étre des facteurs limitants.

Deuxiémement, la simulation d’un déversement du diesel dans le sol saturé a la saturation
résiduelle en eau a montré que 26 % du volume des pores du sol était occupé par le
diesel. Cela indique d’une part, que ce type de sol possédait une grande capacite de

stockage et d’autre part, que I’évolution de la contamination (i.e., diminution par drainage
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hydraulique et/ou biotransformation voire minéralisation) était importante. L’effort de
diminution de la saturation résiduelle en diesel par I'application d’une succion en mode
de bioaspiration a engendré le changement d’une variété des facteurs environnementaux
localisés (locaux) et il semble donc que l'activité de biodégradation s’est avéré étre
contr6lé par les caractéristiques hydrogéologiques plutdt que par I’aptitude inhérente de
la communauté microbienne. Cette considération est importantc ct apparait logique
lorsque 1’on considére la problématique que représente la distribution de la saturation
résiduelle en contaminant, en l'occurrence un LNAPL, dans un milieu poreux en
présence des trois phases. Wilson et ses collaborateurs (1990) ont réalisé une étude
compléte sur la migration multi-phasique et les mécanismes de transport associés lors du
déversement d’'un contaminant (LNAPL) dans la zone vadose. Des
photomicrographiques effectués a 1’échelle des pores ont montré la complexité de la
distribution de la saturation résiduelle du contaminant dans la matrice du sol. La
distribution de la saturation résiduelle apparait principalement sous forme des films, mais
aussi sous forme d’anneaux pendulaires, de gouttes et de poches emprisonnées dans des
gorges ainsi que dans les corps des pores. Ces différentes formes étaient dépendantes de
la présence d’autres fluides, de la géométrie des pores, de I'affinité pour la matrice solide
et de I'hétérogénéité spatiale du sol. Cependant, I’apparition de films s’est avérée étre le
mécanisme le plus important d’invasion d'un LNAPL dans la zone vadose. D’une
maniére générale, le LNAPL avance en déplagant le gaz et/ou I’eau des corps et des
gorges des pores. Lorsqu'il y a des poches de LNAPL, elles s’accumulent et
s’interconnectent pour former un écoulement continu & travers le film, ce qui rend
possible le drainage par extraction (succion). Dans le cas ou les gorges des pores sont
remplies de gaz, I’eau peut les contourner ou sauter au-dessus pour pénétrer finalement
dans les corps des pores. Dans ces conditions, des bulles de gaz sont emprisonnées dans

les corps des pores mais également a I’intérieur des gouttes de contaminant.

Il est essentiel de souligner I'importance de la formation des films par le LNAPL dans la
zone vadose. Premiérement, ils exposent une grande surface a la phase gazeuse, rendant

ainsi possible des processus comme par exemple la ventilation. Deuxiémement, ils
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exposent une trés grande surface a la phase aqueuse, augmentant ainsi I’efficacité de la

solubilité du LNAPL.

Quant aux micro-organismes, ils vivent soit en suspension dans I’eau libre des pores soit
attachés aux parois des pores & 'interface entre le solide et I’eau. Ainsi, leur présence et
leur activité dépendent des conditions locales. La distribution des films et des poches de
LNAPL peut donc influencer ["activité des micro-organismes. Lorsqu’il y a de larges
pores remplis d’air, donc un accés rapide a I'oxygéne, mais un trés mince double film
d’eau et de LNAPL, ce demier ne pourra pas fournir les nutriments nécessaires aux
micro-organismes. Par ailleurs, un milieu formé des gorges des pores remplies d’eau
peut occasionner un manque d’oxygeéne, car la présence du film de LNAPL va supprimer
le transfert d'oxygéne dans la phase aqueuse. La redistribution et possiblement la
séquéstration des fluides (air, diesel, eau) et des nutriments (tels que présents) dans les
micro- et nano-pores lors du déplacement du diesel a probablement fort changé la
distribution et leur accés aux micro-organismes du sol (Hatzinger et Alexander, 1997).
La migration des micro-organismes a pu également étre influencée par la distribution

spatiale de la saturation résiduelle en diesel.

Les changements transitoires de la saturation résiduelle en fluides ont toutefois amélioré
les conditions environnementales des micro-organismes aérobies. En effet, des taux
moyens de respiration atteignant 0,79 mg O./kg heure en mode dynamique et 1,53 mg
O»/kg heure en mode statique ont été observés dans les colonnes ayant fonctionné en
mode de bioaspiration, tandis que dans la colonne ayant fonctionné en mode de
bioventilation ceux-ci furent de 0,2 mg Oykg heure en mode dynamique et 0,44 mg
O/kg heure.

L’étude de la littérature scientifique couplée aux observations effectuées tout au long du
suivi des deux traitements nous aménent a conclure que la présence de phases multiples,
I’hétérogénéité spatiale, les limitations du transport de masse et les mécanismes de
transfert interphasique ont conduit a une modification de la biodisponibilité (i.e, des

nutriments, d’eau, d’oxygeéne) ce qui a causé la diminution de [’activité microbienne.
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Ainsi, 1a diminution de la biodisponibilité des macro-éléments et de I’eau s’est avéré étre

plus importante que la biodisponibilité du contaminant.

En conclusion, nous avons observé que le processus de biodégradation implique des
interactions biologiques, physico-chimiques et hydrogéologiques trés complexes. La
connaissance et la compréhension des changements des facteurs environnementaux
(cinétique microbienne, cinétique d’absorptiorvadsorption, biodisponibilité, transport,
transfert de masse, colmatage) pouvant avoir lieu dans un milieux poreux en présence des
trois phases représentent une nécessité impérieuse quant a la réussite d’une technique de

remeédiation des sites contaminés.
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CONCLUSIONS

Le but de cette recherche était d’évaluer I'effet de la succion sur [’activité microbienne

lors du traitement d’un sol contaminé au diesel par un procéde simulant la bioaspiration.

Pour rencontrer cet objectif, il a été décidé de comparer deux technologies de
biorestauration 1 siru de la zone vadose, soit la bioaspiration et la bioventilation. Ces
technologies ont été sélectionnées puisqu’a I’exception de la pression appliquée au puits,
des telles technologies possédent des conditions similaires d’opération. La bioventilation
survient sous des conditions de pression atmosphérique ou faiblement sub-
atmosphérique, alors que la bioaspiration s’effectue sous une succion intermédiaire. Des
essals au laboratoire en colonnes ont été réalisées afin de comparer ces deux

technologies.

Cette étude s’est divisée en trois grandes parties : 1) caractérisation physico-chimique et
microbiologique du sol, 2) développement d’un dispositif expérimental et des
méthodologies permettant de caractériser le sol notamment au niveau de I'écoulement tri-
phasique (i.e., air/diesel/eau) et, 3) conception ¢t développement d’un dispositif
expérmental et des procédures permettant de simuler les conditions rencontrées lors des
deux traitements et leur comparaison tant en termes d’élimination de masse

d’hydrocarbure que d’efficacité de biodégradation de 1a contamination.

La caractérisation du sol a I’étude, en microcosme, a permis de vérifier |’effet de la
concentration du contaminant et de 1’ajout des nutriments sur ’activité de minéralisation
d’un polluant témoin. Les essais ont démontré qu’une toxicité aux micro-organismes
survient a des concentrations en diesel supérieures a 20 000 mg/kg de sol sec et que

I’ajout de nutriments résulte en une augmentation de I’activité de minéralisation.

La détermination des courbes caractéristiques des systémes bi- et tri-phasiques (i.e.,
relation entre la teneur en liquides et la pression) a permis d’estimer un paramétre clé de
I’écoulement tri-phasique essentiel a la conception d’un traitement en mode de

bioaspiration, soit Ia pression d’entrée d’air en dega de laquelle le diesel ne serait pas
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mobilisé. Pour le type de sol a I’étude, la succion appliquée a la matrice du sol doit étre

supérieure a 0,2 atm.

Le suivi des deux technologies durant 50 jours de traitement a permis de démontrer que
la succion appliquée en mode de bioaspiration a engendré un degré d’élimination de
masse d’hydrocarbure 3 fois supérieure a celui observé en mode de bioventilation. Cette
diminution physique de la teneur en hydrocarbures a résulté en une activité
microbiologique accrue en mode de bioaspiration. En effet, les taux moyens d’utilisation
d’oxygene et de biodégradation calculés en conditions dynamiques ont été plus élevés
pour le traitement en mode de bioaspiration, soit 0,60 %%o/jour et 0.51 mg/kg/jour,
respectivement comparativement a ceux en mode de bioventilation, soit 0,27 %f/jour et
0,10 mykg/jour respectivement. Egalement, le taux moyen d'utilisation d’oxygene
horaire calculé en conditions statiques a été plus élevé pour le traitement en mode de

bioaspiration, soit 1,15 %/heure que celui en mode de bioventilation, soit 0,69 %/heure.

D’aprés le taux moyen de biodégradation estimé lors des tests de respirométrie en
conditions dynamique, une masse relativement faible d’hydrocarbures, soit 25 mg/kg de
sol a été dégradée en mode de bioaspiration et 5 mg/kg de sol en mode de bioventilation

durant les 50 jours de traitement.

Le haut niveau de concentration en diesel ayant engendré une toxicité aux micro-
organismes de biodégradation, le manque des nutnments et probablement, la courte
période de traitement pourraient expliquer les faibles taux de biodégradation observés.
L.’opération du systéme a une succion plus élevée pourrait corriger ces lacunes puisque la
concentration résiduelle inférieure qui résulterait ferait en sorte que les besoins en

nutriments et la toxicité seraient moindres.
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RECOMMANDATIONS

Les recommandations ci-aprés sont de deux natures, soit au niveau des méthodologies et

deuxiémement, concernant le design de la technologie de bioaspiration en soi.

Comme les résultats du suivi analytique de la concentration en contaminant n’ont pas été
concluant du processus de biodégradation survenu, il est recommandé qu'un bilan
massique des liquides par gravimétrie soit fait. Alors, les composantes du dispositif
expérimental utilisé doivent étre rigoureusement caractérisées du point de vue massique
et faire en sorte que chaque composante puisse étre individuellement caractérisée durant

le suivi du traitement.

Quant aux parameétres d’opération de la technologie en mode de bioaspiration, il est
recommandé qu’une succion supérieure a 0,2 atm soit appliquée au puits dans le cas de
remédiation d’une frange captllaire ayant des conditions semblables a la présente étude
(i.e.. saturée en diesel et perméabilité¢ a I'air de Pordre de 10 cm?®). En effet
I’augmentation de la succion diminuera la toxicité du contaminant aux micro-organismes
du sol et par conséquent, augmentera l'efficacité de la biodégradation du méme

contaminant.

Comme I'oxygeéne n’a pas été I’élément limitant de la biodégradation du diesel, il est
recommandé que des études se fassent sur I’effet conjugué de I’ajout des nutriments et de
’eau sur le taux de respirométric et ce. en tenant compte de la problématique
qu’engendre le choix et I’implantation d’un systéme d’alimentation en nutriments et en
eau. Le suivi du taux de respiration sous différentes conditions environnementales
permettra d’optimiser davantage ces deux technologies de bioremédiation de la zone non-

saturée,
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ANNEXE I: RELATIONS DE CALCUL DE LA SATURATION EN FLUIDES
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Saturation en eau

e Teneur massique en eau

X

w, =-—=
L4

M

'
ot :

w,. — teneur massique en eau (g/g);
M. — masse d’eau (g);

M, - masse totale du sol (g)

® Teneur volumique en eau

g =2

S

ol :

0. - teneur volumique en eau (m’/m’. %);
V. - volume d’eau (m“);

V, — volume total (m?).

® Degré de saturation en eau

=é Se =Ser +S¢l
n

ou:

n — porosité (%);
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S.: — saturation résiduelle en eau (%);
Se — saturation en eau libre (%).

@ Saturation résiduelle en eau

S e discantunu

ur P’

’
ou:

Ve disconuna — Volume d’eau immobilisé (m?);
V, - volume des pores (m3).

Saturation en LNAPL

® Teneur massique en LNAPL

ou:
w, — teneur massique en LNAPL ou organique (g/g);
M, - masse de LNAPL (g).

® Teneur volumique en LNAPL
A
4

ou:

0, - teneur volumique en LNAPL (m*/m’);



V, - volume de LNAPL (m?).

e Degré de saturation en LNAPL

Son":fQ, S0=Sor+Slo
v, n

ou:
S, - degré de saturation en LNAPL (%);
Ser - saturation résiduelle en LNAPL (%);

S.i - saturation en LNAPL libre (%);

4
S _ " udiscontnu
rm T
L/
rd

ou :

V., gisconunu — VOolume de LNAPL immobilisé (mj ).

Degré de saturation total
S{ = SL'+SU +Sﬂ
ou :

S, — saturation en air (m3 )
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ANNEXE II : PROTOCOLES EXPERIMENTAUX
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tre:

. [Dénombrement total de micro-organismes hétérotrophes parla méthode du nombre le
lus probable (NPP)

1.00 Domaine d’application

Cette méthode de dénombrement s’spplique & toute substance pouvant conténir des
micro-organismes (ex. écbmﬁllomdenolsetd’wu)

‘2,00 Principes de la méthode
Il s*agit d’une estimation de la densité moyenne de

micro-organismes hétérotrophes
dans un échantillon donné, par un test statistique. L’échantillon est dilué en série, et
des aliquots de chaque dilution sont incubés dans un milieu de croissance dans des

tubes. I y a croissance dans les tubes d'incubation lorsqu'un organisme ou plus sont -

présents. Le nombre de micro-organismes hétérotrophes dans ['échantillon est
déterminé d'aprés le nombre de tubes od il y a eu croissance pour chaque dilution et en
se servant des tables de I'index NPP.

3.00 Matériel

- solution saline 0.85 % dans I’eau distiliée, soit NaCl 8.5 g/L
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- Nutrient Broth (Becton Dickinson, MD, USA)

- eau distillée (pH 7)

- bouteilles & dilution de 150 mL (1 par dilution), et bouchons

- tubes de verre & bouchon vissé de 15 mL (5 par dilution + 2 pour les contrdles), et
bouchons

- pipettes stériles de 10 mL

- vortex

- dispensettes 10 et 25 mL (dispensette 25 mL & emprunter au local A-660.1)

- micropipette 1000 pL

- embouts & micropipette stériles

Pour un dénombrement sur un échantitlon de sol, il faut en plus :

- matériel pour déterminer le taux ¢’humidité (pso A7)

- 30 billes de verre de 3 mm de diamétre (glass beads solids, Fisher) par échantillon
- une cupule en aluminium et deux spatules par échantillon

- agitateur Wrist Action (Burrel, PA, USA)

- balance (Mettler Toledo PB302)

- éthanol 70%

4.00 Mode Opératoire
Un schéma opératoire est présenté en annexe.

4,01 Choix du nombre de dilutions

Si la densité de micro-organismes dans I'échantillon est inconnue, il faudra effectuer 7
dilutions de la suspension anwe (donc 8 bouteilles 4 dilution identifiées 10° 4 107, et
5x8 tubes identifiés de 10 & 10°* plus 2 tubes de contrdle).

Si la plage de densité microbienne est connue, il est possible de n'effectuer que trois
dilutions pour obtenir ¢ NPP. Le tableau 4.1 indique quelles dilutions effectuer dans
les tubes suivant la deasité prévue. Mais il faudra quand méme prépager—toutes les
dilutions successives dans les bouteilles (3¢ colonne du tableau 4.1).

Tableau 4.1 dilutions & effectuer suivant la plage de deasité microbieane lorsqu’elle est
connue

densité de micro-organismes | dilution dans les tubes bouteilles &

prévue/100 mL ow/10 g de sol préparer
20416090 . 10" -10%.10% 10°4 10°
200 & 160 900 10%-10°- 107 10°4 10°

2000 4 1 609 000 107 -10°-10° 10°4 107

152



4,02 Préparation des tubes

1- prendre 5 tubes par dilution souhaitée plus 2 tubes pour les contréles

2- préparer une solution de Nutrient Broth 8 g/L dans de I’eau distillée

3- placer 9 mL de cette solution dans chaque tube & I’aide de la dispensette de 10 mL.
Calibrer avant la dispensette avec un cylindre de 10 mL.

4- gjouter 1 mL de solution saline 0.85% dans chacun des 2 tubes de controle

5- vérifier le pH dans les tubes de contréle, il doit étre de 7.010.2

6- fermer les tubes, les autoclaver 20 minutes (121 °C, 103.4 kPa) et les laisser refroidir

7- identifier les tubes (on peut identifier avant autoclavage mais le feutre s’efface)

4.03 Préparation dcs dilutibns en série
Pour un échantillon de sol

1- déterminer le taux d’humidité du sol (voir pso A7)

2- préparer la bouteille pour la suspension primaire (dilution 10°): mettre 95 mL de
solution saline avec la dispensette 25 mL dans la bouteille identifiée 10°, et ajouter 30
billes de verre. On peut aussi mettre les 95 mL en remplissant un ballon jaugé de 100
mL et en enlevant S mL 4 la pipette.

3- mettre 90 mL de solution saline dans chaque autre bouteille.

4- fermer et autoclaver toutes les bouteilles 20 minutes (121 °C, 103.4 kPa); les laisser
refroidir

5- identifier les bouteilles (10°, 10°, ...)

travailler dés maintenant en conditions stériles- passer les goulots des tubes et des -
bouteilles & la flammme aprés ouverture et avant fermeture

6- stérilisation du matériel : placer une cupule en aluminium et deux spatules sous la
hotte laminaire, et actionner la lumiére UV pendant 10 minutes
7- mettre en place la balance sous Ia hotte (lumiére normale), sjuster son niveau et la
calibrer (voir pso El). Nettoyer le plateau de la balance avec de I'éthanol 70%
8- peser approximativement 10 g de sol (noter e poids exact) dans la cupule
9- sjouter tout le contenu de la cupule dans la bouteille de dilution 10° avec P'autre
spatule. Si le sol est difficile & décoller de la cupule et de la spatule, rincer la cupule
et la spatule avec un peu de solution de la bouteille
10- agiter la bouteille au Wrist Action pendant 30 minutes
11- préparer les dilutions successives :
- ouvrir la bouteille identifiée 10" et passer le goulot & la flamme
- brasser manuellement la bouteille 10° pendant 10 secondes, ouvrir, passer le
goulot & la flamme
- rebrasser, pipeter 10 mL avec une pipette neuve et les placer dans la bouteille
identifiée 10™
- passer les goulots & la flamme et fermer. La bouteille 10 est préparée
- répéter le point 11 en utilisant [a nouvelle dilution préparée comme inoculum,
jusqu’a [a demiére dilution voulue
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Pour un échantillon aqueux

1- mettre 90 mL de solution saline dans chaque bouteille de 150 mL avec la dispensette
25 mL, ou bien avec un baflon jaugé & 100 mL auquel on aura enlevé 10 mL 4 la
pipette

2- fermer, autoclaver 20 minutes (121 °C, 103.4 kPa) et laisser refroidir

3- identifier les bouteilles de 150 mL (10, 10?, ...). La suspension primaire, soit la
dilution 10°, correspond & I'échantillon initial & tester

travailler dés maintenant en conditions stériles- passer les goulots des tubes et des
bouteilles & la flamme aprés ouverture et avant fermeture

4- préparer les dilutions successives:

- ouvrir la bouteille identifiée 10" et passer le goulot 4 la flamme

- brasser manuellement la bouteille 10° pendant 10 secondes, ouvrir, passer le
goulot & la flamme

- rebrasser, pipeter 10 mL avec une pipette neuve et les placer dans la bouteille
identifiée 10"

- passer les goulots i la flamme et fermer. La bouteille 10! est préparée

- répéter le point 4 en utilisant la nouvelle dilution préparée comme inoculum,
jusqu'a la demiére dilution voulue

4.04 Inoculation des tubes
Toujours travailler en conditions stériles- passer les goulots a la flamme

1- brasser la bouteille 10° pendant 10 sccondes
- pipeter 1 mL & la micropipette, en continuant de brasser

- placer dans un tube identifi¢ 10"

Répéter cette opération dans les quatre autres tubes identifiés 10" = on obtient les S
aliquots de [a dilution 10°. ==
Evidemment, si la plage de densité de micro-organismes est connue et qu'on n's pas
besoin des tubes10™, on ne les fait past .

2- reboucher les tubes, et les agiter 3 secondes au vortex

3- changer d’embout et répéter les points 1 et 2 avec chaque autre bouteille 4 dilution :
avec la bouteille 10 on obtient les 5 tubes 10, et ainsi de suite

4- incuber tous les tubes & 30°C, y compris les deux contriles, pendant 7 jours ou
jusqu’d ce que les résultats ne changent plus avec le temps

4.05 Décontamination des fubes apris lecture des résultats
Cette étape est gbligatoire afin de ne pas infecter le réseau d'égout. Tous les tubes

doivent &tre autoclavés 20 minutes (121°C, 103.4 kPa). Leur contenu refroidi est
ensuite jeté i Iévier. '
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5.00 Calculs

1- aprés la période d'incubation, observer chaque tube (I'inverser 2 fois pour mieux
observer la présence de turbidité). Si une turbidité est notée, le tube est compté
positif, si il est resté limpide, comme les contréles, il est compté négatif. Noter pour
chaque dilution le nombre de tubes positifs sur les 5 incubés, sur un tableau
récapitulatif (exemple au tableau 5.1).

2- sélectionner la combinaison de positifs : trois dilutions successives sont choisies pour
déterminer I'index NPP, de la maniére suivante : choisir la plus grande dilution qui
donne un résultat positif maximum (5/5 est le maximum, 0/5 le minimum) et les deux
dilutions suivantes. Les nombres de tubes positifs pour chacune de ces trois dilutions
constituent la combinaison de positifs (voir I'exemple a).

exception I: il y a un résultat positif i une dilution plus grande q&e la demiére choisie
par la régle précédente : additionner ce résuitat a la demniére dilution, ce qui donne la
méme combinaison que I'exemple c.

exception 2 : choisir les trois dilutions de maniére & retrouver le résultat positif
“maximum” au centre des trois dilutions.

Tableau 5.1 Exemple de tableau de résultats

exemples dilution dans les tubes combinaison | Index NPP§ cellules/100 mL

107 J10% . | 10° | 10° | depositifs ou /10 g sol
a 5/5* |8/5 s | .0/5 5-2-0 50 50-10° = 5000
b 5/5 |4/5 vs | 05 5-4-2 220 }220-10' = 2200
c 85 |3/5 25 | O/5 §-3-2 140 140-10' = 1400
exception 1 |5/5 |3/5 s fus| s32 140 ] 140-10' = 1400
exception 2 |0/ |1/5 os o5 o0-1-0 2 2.10' = 20

* (nombre de tubes positifs)/(nombre de tubes easemencés)
3- noter I'index NPP correspondant & cette combinaison & I'aide de la table 5.2.
4- Multiplier I'index NPP par 10%, la plus petite dilution de la combinaison de positifs

étant 10*.
exemple a : les dilutions de la combinaison sont 10?, 10® et 10®. La plus petite
dilution est donc 102, il faut alors multiplier I'index NPP par 102, soit 50-10* = 5000.

Ce résultat correspond au nombre de micro-organismes hétérotrophes par 100 mL
d*échantillon liquide, ou par 10 g de sol pesé (soit le poids exact pesé).

5- On exprime les résultats en fait en nombre de micro-organismes par mL de liquide,
ou par g SEC de sol, connaissant le taux d'humidité du sol déterminé en début
d’expérience. '
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Tableau 5.2 Index NPP avec une limite de confiance de 95% selon les combinaisons de
résultats positifs, lorsque 5 tubes par dilution sont utilisés

93% Conlidence | 95% Confidence
Combination MPN Index/ Limits Combination  MPN Index/ Limits
of Positives 100 mL ———————| of Positives 100 mL
Lower Upper Lower Upper
090 <? - —_ 420 n 9.0 56
L0 _ ___ 2 _ g0 10 421 26 12 (1]
010 ___1__ 1o 10 430 by 1 61
T 020 T 4 10 13 431 n 15 7
440 7] 16 80
100 2 1.0 ] 500 2 9.0 8
10-1 4 1.0 Is 501 30 10 110
I-1-0 4 1.0 15 $0-2 «© 20 140
1-8-1 5 20 18 .10 30 10 120
120 6 20 18 $-1-1 50 20 150
512 60 30 180
200 ‘ 0o 1 |_Ts20 _ s, 20 1o
201 7 20 20 L8] 70 30 210
2-10 1 20 1] 522 %0 40 250
211 9 30 24 530 80 30 2%0
220 9 30 s | s uo_, 40 300
230 ©Q 50 | Sl "W e 360
300 ] 30 24 5-33 170 0 310
301 1 40 29 540 130 50 390
310 1" 40 9 | _41 _ _ _wo 7 40
311 1 60 35 | “$a2 T_T T a0, 100 530
320 1" 60 b1 543 280 120 €0
321 17 70 40 S44 30 160 " 820
400 13 50 38 550 240 100 940
401 ” 70 43 [X K 300 -100 1300
410 17 70 4 $.52 500 200 2000
&1l n 90 ss $.5.3 900 200" 1900
“12 2 12 (3] $.54 1600 €00 $300
$-5.5 2 1600 - -

(source : Standard Methods fot‘th'cmmina\fi;nofwuecmdw.w. APHA, AWWA,
WEF, ed., 18* edition, 1992)

6.00 Limites de la méthode

La précision de la méthode est assez faible, mais elle a I'avantage d’étre une méthode
statistique. Si un échantillon contient 100 micro-organismes/100 mL, la probabilité que
les cinq tubes de dilution 10" donnent tous des résultats négatifs (i.e. sucune
croissance) est de 1%.
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Cette méthode tend & surestimer la densité bactérienne réelle.

Il y aura sous-estimation du nombre de micro-organismes si certains facteurs inhibant la
croissance de [a biomasse sont présents, ou encore si les bouteilles ne sont pas
suffisamment brassées pour homogénéiser les différentes dilutions avant I'inoculation
dans les tubes.

7.00 Références

APHA, AWWA, WEF, ed., 1992. Standard Methods for the examination of Water and
Wastewater, 18* edition.

Cochran W. G., 1950. Estimation of bacterial densi eans of the «mo

pumbem, Biometrics, june 1950.
8.00 Notes

Autochvage des tubes et des bouteilles : on peut ne pas visser complé(emeat les
bouchons et €S fermer correctement  la sortie de I'autoclave, mais il y a un risque
d’évaporation durant I’autoclavage. Si au contraire les bouchons sont bien fermés, il y
& un risque de bris. Le mieux est de choisir une fois pour toutes une des 2 méthodes et
de I'sppliquer constamment. Une méthode encore meilleure serait d’autoclaver les
tubes et bouteilles vides et de les remplir stérilement avec les solutions autoclavées &
par. Cependant, la dispensette ne s'autoclave pas, ce qui rend le remplissage & la
pipette fastidieux(

Le délai standard entre le recueillement d'un échantillon aqueux sur le site et I'analyse
est idéalement inférieur & 30 heures, en conservant I'échantillon & 4°C.

L’extraction des micro-organismes du sol dans la alspénsion pnmme peut nécessiter
un temps d’agitation supérieur & 30 minutes si les micro-organismes sont ‘trés attachés
(par ex. sur un sol argileux).

11 arrive que la croissance soit rapide et qu'une lecture puisse s'effectuer aprés 48
heures d'incubation. Cependant, il est préférable de confirmer ce.résultat en faisant une
nouvelle lecture aprés les 7 jours d’incubation.

La méthode est réalisable avec 3 tubes par-dilution au lieu de S, mais Ia précision en est
affectée (voir pour plus de détails «Standard Methods for the examination of Water and
Wastewater). De plus la table d'index est différente de celle indiquée dans ce
protocole.
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dénombrunent des hét&ouophes et des micro-organismes hydrocarbonoclastes dans des sols :
contaminés aux hydrocarbures du site de Havre-aux Maisons (Tles de Ia Madeleine), par la méthode du

nombr;: plus probable (NPP)
1.00 Objectif(s) '

L'M&d‘éuhud‘mpﬂhmnbnﬂd‘h&amhuud'mmkm«
microorzanismes pouvant dégrader les hydrocarbures (micro-organismes hydrocartbonoclastes), dans huit
sols provenant du site de Havro-sux Maisons. uhnﬁnddumueudem:'ily.m
wﬁmwd’mmﬂemum . .

" 2,00 Matérfels et Méthodes

2.01 Matériel
- matériel du pso A12. Il faut compter 61 tubes par sol, soit 61x8 = 488 tubec. mais seulement 8
bouteilles & dilution de 150 mL
Il faut en plus pour le dénombrement sélectif des hydrocarbonoclastes :
- micropipette 200 uL et un embout approprié
- n-hexadécane (Sigms)
- MgS0¢7TH0 (Anachemia)
- KCl (Anachemis)
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- KHyPO, (Anachemia)

- KsHPO, (Anachemia)

- NH(NO; (Anachemia, labo A-674)

- eau pure (resistivité 18.2 MQ/cm ; labo de génie civil)

2.02 Méthode
La méthode est semblable & celle du pso Al2 A ceci prés :
- Extraction des microorganismes des gols : les bouteilles de 150 mL ont été agitées environ 40 minutes

au Wrist Action. Ces suspensions primaires servent pour inoculer les tubes pour les deux types de
dénombrement. .

- Méthode de dilution : pour chaque sol et pour chacun des deux dénombrements, la suspension
primaire est brassée manuellement puis 1 mL est recueilli & la micropipette et placé dans un tube
identifié 10" contenant 9 mL du milieu de croissance spéuﬁque au dénombrement. La procédure est
répétée pour les quatre autres tubes 10, Chaque tube 10 est agité au vortex et va servir
d'inoculum pour le tube 107 de sa série, en prélevant 1 mL. Les dilutions successives de tube i tube
sont effectuées jusqu'a la dilution 10 pour les hétérotrophes totaux et Ia dilution 10 pour les
hydrocarbonoclastes.

- Dénombrement sélectif des hydrocarbonoclastes : le milieu d'incubation est différent du milieu
indiqué pour les hétérotrophes totaux. La source de carbone est un hydrocarbure. L'hexadécane est
choisi comme hydrocarbure type.

Les tubes sont remplis de 9 mU de solution minérale, puis 50 pL d’hexadécane sont micropipetés dans
chaque tube. Les tubes sont alors autoclavés 25 minutes. Deux contrbles supplémentaires consisteat
umm«mwmm.ﬁn«mhm«mwmm
mmm«(whmwwmwmdcmammudmﬁwmerh
%@Wmmédﬁqummmm)

0

Solution minérale (par litre d’eau pure) : MgSO7H;0, lg;Ka.o1g;KHaPOg.23:KzHl’0‘.31g;
NHNO,, 1 g (Mills er al., 1978; milieu MMC sans NaCl) .

3.00 Conservation des échantillons

. L'expérience s &6 effectuée dans les 24 heures suivant I'échantillonnage. Lupoueontmntlcmtedes
solsontumiteaéconsetvalfc

’

4.00 Résultats

4.01 Identification des différents échantillons de sol

S1 = SOF-16,0 S$§ = SOF-17,0
S2 = FISSURE-2 S6 = MEF-15,0
§3 = MSF-15,0 §7 = §8F-17,0

§4 = SEF-16,0 $8 = SEF-17,0



4.02 Résultats

Tableau 4.1 Taux d’humidité des sols et masses séches ajoutées dans les bouteilles & dilution :

sol taux d"humidité masse séche
(g sec/g humide) (g sec)
S1 0.8517 8.69
- §2 0.8290 8.33
S3 "0.8419 8.42°
S4 0.8419 8.47
85 0.8336 8.35
S6 0.8647 8.65
§7 0.8625 8.67
S8 0.8424 8.43
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Les tubes ont été mis & incuber 4 30°C. L'observation des tubes.a été effectuée régulidrement jusqu’ un
résultat stable. Le NPP est calculé d’aprés la table dans le pso A12. Pour le décompte des
hydrocarbonoclastes, un résultat positif a été indiqué par la formation d'une émulsion d’h=xadécane i la
surface du tube (au lieu d'avoir deux phases bien séparées) et des particules de biofilm autour des bulles

ou prés de I'émulsion.’ Les micro-organismes hydrocarbonoclastes ont en effet des propriétés

émulsifiantes (Zajic ef al., 1974).

Tableau 4.2 Dénombrement des hétérotrophes totaux (aprés 4 jours d’Wﬂ)

sol [ 107 [ 105 | 10° | 10° | 10° | 10° | combinaison | NPP/100 | NPP/g sec
— . depositifs .| mL ~
s1] &St sisl sis|sis] - us] ois] s-1-0 3010 | 3.410°
2| ss| sis| sis| S| ois| os) Sk [ 3.010° | 3.610
I'ssT sis] sis] sis] sisl SISl siS| 555 |>16100] >1.910°
'sel ss|_ sis| ws] oSl ois| o] s-s-1 | 3.0100 | 3.510°
'ss|_ sl - sis] sis| ws| ois| os] S5l 3010° | 3.610
se| s sis| sisl aisl sl ois] s4-1 17100 | 2.010°-
STy Si5|__S/5|° SISl -5is5| _ SIS| /S| s-s-3 9010° | 1.010°
S8|  si5| s/s|  sis| 2sf o] ois| - s-2-0 5010° | 5910
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Tableau 4.3 Dénombrement sélectif des hydrocarbonoclastes (aprés 32 jours d'incubation)

- !'

sol [ 10 | 10 | 10® | 10* | 10® [ 10T sans | combinaison | NPP/100 mL | NPP/g sec
hexad. | de positifs
st|s/s | sis | sis| 35| o 12 5-3-0 8.0 10° 9.210°
s21si5 ] 55 35 ors | ofs o/1 5-3-0 8.010° 9.6 10°
s3tsis | sis ) sis | as | 3s 12 | 53-3 1.710° 2.0 10°
se] s/s |35 o5 | ors | oo 02 5-3-0 8.0 10* 9410 -
ssi{si5 | sis | us | s oS 12 5-1-1 5.010° 6.0 10°
s6l s/is | sis | as ] s | oS 22 5-4-1 1.7 10* 2.010°
S71s5/5 ] sis | sis | si5s | us 12 5-5-2 5.0 10° 5.8 10°
s8] si5 | sis ) 3s ] ors | oS 17 5-3-0 8.010° 9.5 10*

Une croissance & été observée sur fa majorité des contrdles sans hexadécane, aprés une période :
d'incubation supérieure & 17 jours (avant, aucune croissance n'était visible). Ceci indique que la matiére
organique du sol a pu servir de source de carbone & des micro-organismes non hydrowbonoclaste
Ainsi, I'observation de croissance dans les tubes de dilution 10" et probablement 107 peut é&tre due & des
* micro-organismes autres que hydrocarbonoclastes, surévaluant le nombre d'hydrocarbonoclastes dans

I"échantilion. Il faut & ce moment éviter dutiliser ces dilutions pour le calcul du NPP. Cependant, Ia
croissance dans les tubes 10" avec hexadécane a & beaucoup plus rapide que dans les tubes sans

" hexadécane (5 tubes positifs sur 5 aprés seulement 7 jours d"incubation). II est donc possible que
I'interfécence due 4 la matidre organique soit minime. I n' e:upas ét¢ tenu compte dans le calcul des

.NPP de cette expérience.

Tableau 4.4 Récapitulatif des dénombrements
so_Thétrorophes tofands mm«_mﬁ%,@m
S1 -341 921

S2 3610 9.6 1 1
S3 >1.910° 2010

S4 35100 ' 9.4 10°

S5 361 6.0 1

 S6 2010° 2.010°

87 1.0 10° 5.8 10°

S8 5910° ~____9510°

5.00 Recommandations

- La solution minérale pour les hydrocarbonoclastes a été difficile & préparer. On a fait cette solution dix
fois plus concentrée et les sels ne se dissolvaient pas. 1l faudrait peut-&tre la préparer non concentrée
directement pour éviter ce probléme. I est possible qu'alors la solution ne précipite pas ensuite dans les

o =
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- Il est possible d’sjouter 100 pL. d’hexadécane au lieu de 50 dans les tubes pour accélérer la croissance.
6.00 Limites de la méthode _

Le décompte des hydrocarbonoclastes par la méthode du NPP a été effectué dans le laboratoire pour fa
premiére fois. Aucun contrdle sur pétri n'a été réalisé, ne permettant pas une comparaison de 1a méthode .
utifisée.

7.00 Références ' .
Mills, A. L., Breuil, C. et Colwell, R. R. (1978), Enumeration of petroleum-degrading marine and
estuarine microorganisms by the most probable number method, Can. J. Microbiol., 24, 552-557.

Zajic, J. E., Supplisson, B. et Volesky, B. (1 974), Bacterial degradation and emulsification of no 6 fuel
oil, Env. Sci. & Technol., 8 (7), 664-668.

8.0 Notes
Le milieu minéral pour le décompte des hydrocarbonoclastes a précipité dans les tubes. Les tubes ont été
alors inversés trois fois tous les deux jours eaviron afin d’homogénéiser la solution le plus possible.
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OBJECTIF

Le but de ce protocole est de décrire la procédure utilisée pour ’estimation de la capacité
intrinséque de rétention en eau et en diesel du sol et d’obtenir ainsi les courbes de saturation
versus pression capillaire. Le déplacement du diesel par 1'eau est également étudié. Par
conséquent, les valeurs de deux caractéristiques du sol, trés importantes pour la réalisation de la
troisiéme phase du projet, soit la saturation résiduelle en eau et en diesel sont déterminées. Les

objectifs sont les suivants :

1. Déterminer la valeur de la saturation résiduelle en eau dans un milieu poreux non-saturé que

représente la zone vadose

2. Déterminer la valeur de la saturation résiduelle en diesel dans un milieu poreux non-saturé que

représente la zone vadose
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3. Etudier le comportement des fluides (air, diesel et eau) dans le milieu poreux non-saturé que

représente la zone vadose

Pour ce faire, un systéme de 3 colonnes de 186 cm de long et de S cm de diamétre intérieur est
mis au point. Ces colonnes sont réalisées des tubes en PVC de 62 cm de long et filetés. Une
premiére colonne est saturée en eau par remontée capillaire (systéme air-eau). Une deuxiéme
colonne est saturée en diesel également par remontée capillaire (systéme air-diesel). Ces essais
donnent les courbes caractéristiques de saturation en eau et en diesel (pression capillaire vs degré
de saturation en eau et en diesel respectivement) correspondant aux systémes air-eau et air-diesel
respectivement. Dans une troisiéme colonne, le comportement de deux fluides est étudié simulant
les conditions d'un déversement de diesel dans un milieu poreux, en I’occurrence, le déplacement

du diesel par I'eau (systéme air-diesel-eau)

Pour caractériser le systéme d’étude et interpréter les résultats obtenus, une étape préliminaire de
caracténsation du sol et des fluides est nécessaire. Les résultats de cette caractérisation sont

illustrés dans les tableaux 1, 2 et 3 correspondant a chacun de trois objectifs.
MATERIEL

e deux colonnes constituées de tubes en PVC de 62 cm de long et S cm de diamétre intérieur
filetés ayant une hauteur totale de 186 cm servant pour la détermination de la saturation

résiduelle en eau et en diesel respectivement;

e une colonne constituée de tubes en PVC de 62 cm de long et 5 cm de diamétre intérieur filetés

ayant une hauteur de 248 cm servant pour I’étude du déplacement de 1’eau par le diesel par
gravité;
o | plaque (support), 3 tiges et 6 pinces métalliques pour le soutien des colonnes en position

verticale;

e 3 récipients d’alimentation en eau et en diesel respectivement prévus des couvercles pour

minimiser |’évaporation des deux fluides;

e 3 filtres fins en géotextile (5 mm de diamétre) pour prévenir le déplacement du sol;

3 filtres fins en géotextile (5 mm de diamétre) humectés placés a la partie supérieure des
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colonnes pour minimiser 1'évaporation;

e 3 bouchons filetés en plastique pour couvrir la partie supérieure des colonnes afin de

minimiser I’évaporation;
e | balance mécanique d’une précision de 0.1g pour pouvoir peser une colonne enti¢re (16kg);
e 3 plaques poreuses en céramiques (Smm de diamétre) ;
® | pompe péristaltique standard (Masterflex®) ;

e | téte de pompe pour un tube #14 (D; = 1,6 mm), débit de 0,06 — 6 ml/min avec moteur de 1 4
100 rpm ;

@ 4m de tube Masterflex®spécial pour le transport des carburants et lubrifiants, Tygon (série
06401) ;

» | récipient de collecte de fluides d’une forme cylindrique et d’un diamétre un peu plus grand

que celui de la colonne prévu d’un trop plein ;

e cylindre gradué (capacité de 250 ml) pour la séparation et la quantification des deux fluides

(eau et diesel) ;

o fluides (eau distillée et diesel) ;

e 20 kg de sol passant le tamis de S mm.

METHODOLOGIE

Les tubes en PVC constituant les colonnes sont lavés et rincés avec de |’eau distillée. Ensuite, ils
sont assemblés et pesés sans sol 4 I'aide d’une balance de 0.1g de précision. Le remplissage de

colonnes s'effectue de la maniére décrite ci-dessous.

Le sol est préalablement séché a I’air ambiant durant un jour afin de ’amener a une teneur en eau
d’a peu prés 5 %; le séchage est accéléré a l’aide d'un ventilateur. Ensuite, il est bien
homogénéisé et laissé se reposer pour 12 heures dans un récipient fermé afin d’uniformiser
I’humidité. Avant de passer au remplissage des colonnes, des échantillons de sol sont prélevés
afin d’analyser la teneur en diesel résiduelle, C-Csq aprés le séchage du sol et I'humidité. Les

résultats de ces analyses sont données dans les tableaux caractérisant les colonnes trouvés dans
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les annexes de ce protocole.

Les tubes de bases sont munis 4 la partie inférieure des filtres en géotextile (5 mm de diamétre) et
des pierres poreuses (5 mm diamétre). Le pourtour des pierres poreuses sont pourvus des bandes
de silicone pour bien les étanchéifiés a 1’intérieur des tubes de base. Ensuite, ils sont attachés a
I'aide d’une pince sur un support métallique posant sur un carton afin d’éviter que les pierres
poreuses se brisent suite a 'application de coups lors du compactage du sol dans les tubes. Le sol
est placé en couches successives ayant a peu prés la méme hauteur, donc a peu prés le méme
poids du sol ajouté. Chaque couche de sol est compactée a I'aide d’un cylindre en acier
inoxydable pesant 4553,2 g par un nombre de 4-5 coups. Une fois que le premier tube est rempli,
un deuxiéme est fileté. Le filet est graissé au préalable avec une graisse minérale pour bien se
fileter. L'opération se poursuit jusqu’au remplissage total de chaque colonne. Un espace
d’approximativement 10 cm est laissé a la partie supérieure pour |'uniformité de la pression de
I’air atmosphérique. Les données enregistrées lors de ’opération de remplissage sont illustrées

dans les tableaux 1, 2, et 3, trouvés dans les annexes.

Les teneurs en humidité sont déterminées en triplicata également a la fin du remplissage de

chaque colonne. Les valeurs moyennes sont illustrées dans les mémes tableaux.

De cette maniére des paramétres physiques du sol (masse volumique humide et séche, porosité,
essai Proctor, humidité) peuvent étre comparés afin de bien caractériser et interpréter les résultats

obtenus pour chaque colonne.

Le remplissage des colonnes s’est fait aussi rapidement que possible pour éviter la volatilisation

des fractions volatils du diesel et ainsi perdre une proportion des composés organiques volatils.

Deux colonnes sont soumises a un processus d’imbibition d’eau et une autre & une imbibition en
diesel. La remontée capillaire (imbibition) évite I’emprisonnement de I’air dans les pores du sol,
et comparée au drainage, les propriétés du sol en place ne varient pas dans le temps. Les colonnes
remplies de sol sont positionnées verticalement a 1’aide de supports, tiges et pinces métalliques.
Les deux premiéres, au-dessus d’un récipient contenant de I’eau et la troisiéme, au dessus d’un
récipient contenant du diesel. Les trois récipients seront fermés a l'aide de couvercles pour
prévenir I’évaporation d’eau et du diesel respectivement. Les niveaux des fluides y sont
maintenus constants durant |'expérience. La partie inférieure des colonnes est immergée dans les
fluides sur une hauteur d’a peu prés 5 cm, soit la partie filetée. Les colonnes sont pesées a I'aide

d’une balance d’une précision de 0,1g au début de I’expérience et ensuite, chaque jour afin de
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déterminer la courbe de saturation en fluides (eau et diesel) en fonction du temps. Le moment et
le degré de saturation sont déterminés a 1'équilibre des trois phases (air, diesel et eau), ¢a veut

dire lorsqu’un plateau de la courbe va s’y établir.

A ce moment, les expériences de remontée capillaire prendraient fin si le troisiéme objectif, soit

le déplacement de I’eau par le diesel ne serait étudié.

Pour ce faire, une de deux colonnes saturées en eau sert a |’étude du déplacement de [’eau par le
diesel, simulant ainsi ce qui se peut se passer sur un terrain lorsqu’il y a un déversement en
surface. Elle est alimentée en diesel par la partie supérieure i I’aide d’une pompe péristaltique
Masterflex®de type standard ayant une téte spécifique au tube Masterflex® #14. Le débit
correspond a un écoulement goutte a goutte (il est a déterminer); le diesel va déplacer I’eau des
pores du sol jusqu'a ce qu’un équilibre s’établit entre les trois phases du systéme (air/diesel/eau).
La partie inférieure de la colonne est maintenue dans I’eau (niveau constant afin de simuler la
nappe phréatique et ainsi, prévenir la désaturation de la colonne a la pression atmosphérique qui
agirait & la partie inférieure. Le mélange des deux fluides (eau et diesel) est récupéré a la base de
la colonne dans le récipient de collecte et qui a le niveau d’eau initial (volume initial d’eau
connu). Ce récipient est munt d’un orifice servant comme trop plein auquel un tube en Tygon
spécial est connecté et, qui conduit I’effluent dans un cylindre gradué. L’eau et le diesel récupérés
sont séparés et quantifiés. Lorsque le volume de diesel rentré dans la colonne est égal au volume

récupéré, 1’équilibre dans la colonne est considéré atteint et cela représente la fin du déplacement.

Durant toute cette période de déplacement de I'eau par le diesel, les deux autres colonnes
demeurent toujours en imbibition (eau et diesel respectivement). De cette maniére, il est possible
de voir quel sera le volume d’eau pris par la colonne en eau durant ce processus. Par conséquent,
il est prudent de laisser également la colonne d'imbibition en diesel en marche pour avoir les
mémes temps de départ et d’amrét des toutes les trois colonnes. .Par soustraction des quantités
récupérées de celles a I’entrée, les teneurs résiduelles en eau et en diesel dans la colonne sont
déterminées. Finalement, les colonnes sont segmentées et des échantillons composite sur une
hauteur d’environ 10 cm sont prélevés et analysés. Ainsi, les profiles de saturation en fluides en
fonction de la hauteur sont représentés; par gravimétrie apres séchage au four dans le cas de la
colonne saturée en eau et par des analyses des hydrocarbures C,,-Csq (GC/FID) pour les colonnes

saturées en diesel.
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Figure 1: Montage expérimental pour la détermination de la capacité de rétention du sol :
Annexes: Caractérisation du dispositif
Colonne 1: Systéme bi-phasique AIR-DIESEL

But: Déterminer la saturation résiduelle en diesel a I’équilibre (forces visqueuses + forces de
gravité = forces de capillarité) par imbibition; niveau du diesel maintenu constant dans e

récipient d’alimentation.

Caraciéristiques initiales du systéme:

Hauteur de la colonne 186 cm

Hauteur du sol dans la colonne 163,83 cm

poids de la colonne+sol 8280,2 g

poids du sol dans la colonne 60552 ¢g

teneur en eau 4,39%

teneur en diesel C1o-Cyo : 4600 mg/kg

Czo'Cm : 510 mg/kg
C10-Cso: 5200 mg/kg

Volume de pores 1367,82 cm’
indice de pores 0,648
Porosité 39,32%
masse volumique de sol sec 1660 kg/m3
masse volumique de sol humide 1742 kg/m3

densité relative 2,734
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Dés que I’équilibre dans la colonne est atteint, la colonne sera désassemblée et la concentration en
diesel en fonction de la hauteur de la colonne (pression capillaire) sera estimée par des analyses
des hydrocarbures C,-Cso. Suite a cette analyse, la variation des deux fractions composant le

diesel sera observée.

Caractéristique obtenue: Saturation résiduelle en eau Sre

Colonne 2: Systéme biphasique AIR-ean
But: Déterminer la saturation résiduelle en eau & |'équilibre (forces visqueuses + forces de
gravité = forces de capillarité) par imbibition; niveau de I'ecau maintenu constant dans le récipient

d’alimentation.

Caractéristiques initiales du systéme:

Hauteur de la colonne 186 cm

Hauteur de sol dans la colonne 165,4 cm

poids de la colonne +sol 81947 g

poids du sol dans la colonne 57839¢

teneur en eau 4,08 %

teneur en diesel C10-Cyo : 4600 mg/kg

Czo'clo : 510 mg/kg
C|0-C5q : 5200 mg/kg

Volume de pores 1490.39cm3
indice de pores 0.737
Porosité 4243 %
masse volumique de sol sec 1576 kg/m3
masse volumique de sol humide 1648kg/m3
Densité relative 2,734

Deés que I’équilibre dans la colonne est atteint, la colonne sera désassemblée et la concentration en
eau en fonction de la hauteur de la colonne (pression capillaire) sera estimée par pesage et
séchage au four. Une analyse des hydrocarbures C;-Cso sera faite sur deux échantillons
composites prélevés de la colonne afin de voir s’il y des changements par rapport i la teneur

initiale en diesel.

Caraciéristique obtenue: Saturation résiduelle en diesel Sor (o — organigue)
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Colonne 3: Systéme tri-phasique AIR-DIESEL-EAU
But:

1. Etudier I'emprisonnement du diesel et le déplacement de 1’eau résiduelle (obtenue au préalable
par imbibition) par le diesel. La pression en eau dans la colonne est maintenue constante en la

maintenant dans le récipient d’alimentation en eau.

2. Déterminer la saturation résiduelle en eau et la saturation en diesel a I'équilibre (forces

visqueuses + forces de gravité = forces de capillarité) aprés le drainage du diesel.

Caractéristiques initiales du systéme:

Hauteur de la colonne 248 cm
Hauteur du sol dans la colonne 2122 cem
poids de la colonne+sol 10391,8 g
poids du sol dans la colonne 75571 ¢

Teneur initiale en eau

Teneur en diesel

4,28 %

Cy5-C10 : 4600 mg/kg
Cy0-Cio: 510 mg/kg
C10-Cso : 5200 mg/kg

Volume de pores 1841,51 cm®
indice de pores 0,691

Porosité 40,86 %
masse volumique de sol sec 1602 kg/m3
masse volumique de sol humide 1678 kg/m3
Densité relative 2,734

Teneur en cau résiduelle a noter a la fin

Des que I’équilibre dans la colonne est atteint, la colonne sera désassemblée et la teneur en eau et
en diesel seront estimées en fonction de la hauteur de la colonne (pression capillaire) par des

analyses des hydrocarbures C,-Cso (Humidité totale ~ [C4-Cso] = humidité en eau).

Caracteéristiques obtenues: Saturation résiduelle en eau Ser et saturation en diesel
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OBJECTIF

Caractériser le potentiel microbiologique du sol a I’étude afin de valider le concept de

biodégradation lors d’un traiterent par bioaspiration et bioventilation.

Afin de pouvoir réaliser cet objectif une premiére étape des essais préliminaires a été effectuée

pour la définition du systéme d’étude. Cela a consisté en la :

¢ Détermination des propriétés initiales physiques, géotechniques et chimiques du sol,
e Caractérisation initiale du potentiel de dégradation de la flore microbienne indigéne du sol,

e Caractérisation initiale de la contamination du sol.

Le dispositif expérimental utilisé pour I’étude de la remédiation biologique d'un sol contaminé &
saturation en diesel est composé d’un ensemble de 4 colonnes en acier inoxydable, affectées de la

manieére suivante:
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e Bal, Ba2: Etude de I'influence du traitement par bioaspiration (pression négative) sur la
biodégradation du diesel dans le systéme d’étude,

e Bac: Etude de [I'influence du traitement par succion (pression négative) sur les
caractéristiques physico-chimiques du systéme (colonne abiotique),

e Bv: Etude de la dégradation du diesel dans le systtme d’étude dans des conditions de

bioventilation (pression positive) et cela. uniquement a titre de comparaison.

La gamme de pressions négatives pour le traitement par bioaspiration proposée dans la littérature
spécialisée est de 1 a 0,1atm (Hoeppel et al., 1995). A partir des résultats des essais de rétention
capillaire, il fut conclu qu’une pression égale ou supérieure a 0,2 atm (i.e., pression d’entrée d’air,
Pb - bubbling pressure) déplace les liquides (eauw/diesel) présents dans le milieu. Par conséquent,

la pression négative a appliquer est égale 4 0,2 atm (i.e., 6 psig).

Pour le traitement par bioventilation, une pression positive égale 4 la pression atmosphérique est

appliquée.

Dans les deux traitements, le débit d’air est égal @ 2 ml/minute, soit une valeur d’environ 4
volumes des pores/jour. Ce débit est régulé a I'aide d’une pompe péristaltique dans le cas du
traitement par bioaspiration et d'un régulateur de débit dans le cas du traitement par

bioventilation.

Quant au témoin abiotique, il est difficile de les créer sans affecter I’entiéreté des caractéristiques
du systéme d'étude. Toutefois, une colonne, soit la colonne Bac constitue la colonne abiotique,
stérilisée a I’aide de HgCl, (0,5 % p) dans laquelle I'influence du traitement par succion sur les

propriétés physico-chimiques du milieu poreux pourra étre estimée.

Afin d’assurer la reproductibilité des résultats, les propriétés géotechniques du sol déterminées
durant la premiére phase du projet servent comme paramétres indicateurs lors du remplissage et
de la préparation des colonnes, i.e., toutes les colonnes auront autant que possible les mémes

caracténstiques géotechniques et physico-chimiques. Les aspects suivants ont été pris en compte :

- pour minimiser les effets des parois, la longueur de la colonne est deux fois le

diametre,
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— pour bien distribuer le liquide a I’entrée et & la sortie, les couvercles des colonnes
sont pourvues des cannelures,
- pour prévenir la ségrégation radiale des particules de sol et ainsi les chemins

préférentiels une méthode uniforme de compaction est utilisée.

En ce qui concerne les caractéristiques microbiologiques, des essais (i.e., décompte bactérien des

hétérotrophes totaux el spécifiques, minimicrocosmes) sont faits pour chaque colonne au début,

durant les deux traitements et d la fin des traitements.

La cinétique de la biodégradation est estimée en mesurant la consommation d’oxygéne et

la production de dioxyde de carbone en mode dynamique, les deux étant des parametres

principaux associés a I’enlévement du substrat organique et & la croissance de la

biomasse. Des tests de respirométrie en mode statique (arrét de I’aération des colonnes)

seront faits.

MATERIEL

source de pression positive et négative (1'air et le vide de I’école) ;

4 colonnes en acier inoxydable de 20 cm de hauteur et 10 cm de diametre intérieur, Acier
Vaudreuil ;

8 rondelles en acier inoxydable de 10 cm de diamétre et de 0,85 cm d’épaisseur prévues
d’orifices, Acier Vaudreuil;

4 plaques poreuses en céramiques de 10 cm de diamétre et 0,6 cm d’épaisseur (bubbling
pressure = lbar, i.e., = 10 m d’eau en traction) ;

filtres fins en géotextiles ou métalliques (maille 0,2 mmy), pour prévenir le déplacement du
sol ;

8 plaques carrées en acier inoxydables de 15 cm de coté et 1,2 cm d’épaisseur servant de
couvercles ;

deux ports sont prévus pour chaque plaque, (lieu des connexions des entrés et sorties
respectivement) ;

8 connecteurs femelle en acier inoxydable SS-QC4-B-4PM, Laurentian valve & fittings ;

8 connecteurs male en acier inoxydable, $S-QC4-D-400, Laurentian valve & fittings ;

9 connecteurs femelle en laiton, B-QC4-B-4PM, Laurentian valve & fittings ;
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2 connecteurs femelle en laiton, B-400-7-4, Laurentian valve & fittings ;

8 raccords cannelés, SS-4-HC-A-401, Laurentian valve & fittings ;

8 bouchons (plugs) % NPT, SS-4-P , Laurentian valve & fittings ;

2 manomeétres allant de -30 psi a +30 psi, précision +/-1%, Labcor ;

1 erlenmeyer (1800 m!) servant comme récipient d’humidification de I'air a ’entrée de la
colonne traitée en bioventilation ;

1 bouteille en verre résistante a la pression (20 1) servant comme récipient d"humidification de
1’air 4 [’entrée des trois colonnes traitées en bioaspiration ;

2 pierres a air, (e.g., type A-964) servant comme diffuseurs d’air dans I'eau contenue tant dans
I'erlenmeyer que dans la bouteille en verre, Magasin d'animalerie;

1 régulateur de pression avec filtre a air, Canada Panel ;

tube «Tygon» avec parois internes en T4flon, type SE-200 Y 1/8 pour la connexion des
colonnes, Miller;

1 connexion en croix, type B-400-4 pour la connexion de trois colonnes a |’air d’entrée (1/4po
de Di), Laurentian valve & fittings ;

6 connexions en Té, type B-400-3 pour la connexion des colonnes i la source de pression et a
I"analyseur O,/CO,, Laurentian valve & fittings ;

8 valves a trois voies, type E-30600-10 avec les joints appropniés: mile, type E-30504-12 et
femelle, type E-06359-62, Labcor :

4 récipients (e.g..fioles biométriques) adaptés et servant a la collecte des liquides récupérés des
colonnes durant les traitements) ;

8 bouchons en caoutchouc, 4 type 10 et 4 type 8 pour fermer les fioles biométriques ;

1 régulateur de débit massique d’air, type Mass-Flo™ controller, opérant de 0-20cm?*min,
précision +/-1% pour réguler le débit d’air, MKS Instruments inc. ;

1 débitmétre a bulle de savon;

1 pompe péristaltique opérant de 0-100 rpm munie de trois tétes # 14 (Di = 1,6 mm, plage de
débits : 0,21-21 ml/minute) pour la régulation du débit dans les trois colonnes affectées au
traitement par bioaspiration,

balance mécanique d’une précision de 0,1g pour le pesage des colonnes (capacité de 16 kg) ;
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1 appareil analytique muni d’une sonde électrochimique pour mesurer la concentration en
phase gazeuse d’oxygéne et d’un détecteur infrarouge pour mesurer la concentration en phase
gazeuse de dioxyde de carbone, type Nova Analytical Systems inc. modéle 309BWP ;

1 ordinateur PC avec le logiciel LABVIEW et une carte d’acquisition de données ;

I convertisseur analogue digital ;

tubes de charbon activé, type ORBO-32 pour I’absorption des composés organiques
volatils (COV), Supelco Canada.

METHODOLOGIE

Préparation et remplissage des colonnes

Avant de procéder i la mise du sol en colonnes, les opérations suivantes s’effectuent :

laver bien les colonnes et ensuite les rincer avec de I'eau purifiée;

placer les filtres au-dessous de la colonne de sol pour prévenir la pertes des particules fines;
saturation préalable des plaques céramiques poreuses en diesel;

placer les plaques poreuses et les filtres a la partie inférieure des colonnes,

pesage des colonnes sans sol.

Le sol bien homogénéisé est mis en colonnes en couches successives d’une maniére que la masse

volumique en place soit 4 peu prés identique pour chacune. Cette caractéristique engendre un

méme indice de pores donc, une méme porosité. Cela est réalisé de la maniére suivante :

peser une quantité de sol de 150 g de sol comptant pour une premiére couche;

compacter le sol 4 I’aide d’un cylindre de compactage en acier inoxydable (poids de 2318,3
g) en appliquant un nombre de 7 - 8 coups;

scarifier les 2 premiers mm de la couche pour bien faire le lien avec la couche suivante et
procéder de la méme maniére comme pour la premiére couche jusqu'au remplissage des
colonnes;

obtenir une densité séche et une porosité constantes (i.e., la densité représente I'indicateur de

reproductibilité entre les couches de sol et par conséquent, entre les colonnes).

Note:Le remplissage des colonnes se fait aussi rapidement que possible pour éviter la

volatilisation des fractions volatiles du diesel et ainsi perdre une proportion des composés

organiques volatils.
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® pesage des colonnes remplies de sol.

Validation du dispositif expérimental

Le dispositif expérimental est testé afin de valider son fonctionnement et d’établir les paramétres
d’opération (i.e., débit et pression d’air). D’abord, des tests d’étanchéité du montage sont

effectués :

—

. sur la colonne vide :

2. sur la colonne vide + connexions (tubes, valves) ;

3. sur la colonne remplie de sol + connexions ;

4. sur la colonne remplie de sol + connexions + erlenmeyer d’humidification de I'air ;
5

. sur la colonne remplie de sol + erlenmeyer d’humidification + appareil de mesure des gaz.

Le débit volumique d'air de chaque colonne est vérifié tant i ’entrée qu’a la sortie 4 [’aide d’un

débitmétre a bulle de savon (25 ml).

[1 est & souligner que la teneur en eau du sol d’étude est assez élevée (20 %), vu qu'il provient de
la frange capillaire, ol le degré de saturation s’approche de la valeur unitaire. Par conséquent, la

teneur en eau est suffisante sinon, trop élevée.
Saturation des colonnes en diesel

Compte tenu des objectifs du projet, les quatre colonnes sont soumises @ un processus de
saturation en diesel. Pour ce faire, elles sont connectées a deux burettes (100 cm’) : une d’entrée,
pour I’alimentation en diesel et I'autre, de sortie pour la récupération du diesel. Une charge
hydraulique variant de 45 4 80 cm colonne d’eau est appliquée a chaque colonne. Les colonnes
sont considérées saturées lorsque les volumes de diesel a I'entrée sont égaux aux volumes de
diesel a la sortie (une représentation graphique du volume entré vs le volume sorti montre une
droite & 45°) et de plus, lorsque les masses des colonnes demeurent assez constantes dans le
temps. A la saturation la conductivité hydraulique au diesel est mesurée. Un volume de dicsel

équivalent a plus de 25 volumes de pores sera appliqué.
Suivi expérimental

Des échantillons de sol 20 g (10 g pour les analyses des hydrocarbures C,o-Cso €t 10 g pour des

analyses microbiologiques) sont prélevés a la partie supérieure de chaque colonne (profondeur de
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7-10 cm) a I'aide des spatules en acier inoxydables sous conditions stériles (dans la hotte
microbiologique). Les endroits de prélévement varient a chaque échantillonnage sur la section
transversale des colonnes, mais tout en gardant 1a méme profondeur. L'espace libre formé par les

prélévements de sol est atténué en nivelant le sol autour de I'endroit et ensuite compacté.

Durant la période d’opération du dispositif, tant la consommation d’oxygéne que la production de
dioxyde de carbone sont suivis d I’aide de I’analyseur O,/CO- auquel les colonnes peuvent étre
raccordées séquentiellement a 1'aide des connexions en Té et des valves a trois voies. Ces valeurs
permettent de tirer les informations suivantes :

e temps d’acclimatation (Lag),

e temps d'initiation de la consommation en O, et/ou production de CO,,

e temps de terminaison ou de déclin de la croissance,

e taux de respirométrie (taux de biodégradation du contaminant),

e facteurs limitants la biodégradation,

e optimisation de la biodégradation.

Les trois colonnes destinées au traitement par bioaspiration sont raccordées au systéme de vide de
I’école par la partie inférieure, tandis que la quatriéme est raccordée a la pression atmosphérique.
L’air est d’abord humidifié et ensuite, régulé a 2ml/minute a I’aide de la pompe péristaltique dans
les trois colonnes de bioaspiration et d I’aide d’un régulateur de débit massique "dans la colonne
de bioventilation. [l entre par les orifices pratiqués a la partie supén'eure des colonnes et ensuite,
passe a travers les récipients étanches de récupération des liquides expulsés des colonnes (i.e.,

fioles biométriques).

Afin de réaliser le bilan de masse pour chaque colonne, durant les traitements les COV issus sont

absorbés sur charbon activé dans des ampoules insérées en ligne pour les quatre colonnes.

Par des mesures de pressions a |’entrée et i la sortie des colonnes a I’aide des manomeétres et d’un
différentiel & I'eau, il est possible d’estimer la perméabilité a I’air du milieu. Des régulateurs de
pression (positive et négative) sont installés pour les deux traitements. L’évolution de la

perméabilité a I’air du milieu se calcule avec la relation suivante (Springer et al., 1997) :
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ou:

k, — perméabilité du milieu a I'air (cm?);

Qo - débit d"air 4 la sortie (cm'/s);

p - viscosité cinématique de ’air (g/cm s).

L - longueur d’écoulement (cm);

A — section transversale d’écoulement (cm®);
P, — pression d’air a la sortie (Pa);

P; - pressior: d’air a I’entrée (Pa).

Plusieurs temps d’échantillonnage (i.e., temps d’arrét) sont proposés pour le suivi de ’efficacité
du processus de biodégradation. Le tableau 1, montre les paramétres physico-chimiques et

microbiologiques suivis et leur fréquence durant la période d’opération des deux traitements.



Tableau 1. Liste des paramétres d’analyse lors des essais en colonnes.

Milieu Catégorie Paramétre Temps d’échantillonnage
it |6 ol 1t |ts {t
Sol Physique Bilan massique 4 4
Perméabilité c|CcC|C |C |C C|C
Teneur en eau L
Chimique C0-Cso AN AR AR IV A BV AR IV 4
Ph 4 7
Nutriments 4
coT v/
Microbiologique Comptes totaux AR AEAEArAarars
Sondes génétiques A Arararars
Microcosmes 4
Minimicrocosmes 4 4
Gaz Physique Débit cj|c|CcyjCc [C |C |C
Pression c|Cc |C }|C |C |C |C
Chimique CO, D|D|D!D|D D |D
0, D|D{(D|D (D |D|D
cov

Note : C - continu; D - discontinu (2 fois par semaine)

La signification des temps d’échantillonnage est comme suit :

t;: temps initial, soit le remplissage des colonnes;

~— -

-2 11 jours de traitement;

i: 1" essai de saturation en diesel;

t;: 2™ essai de saturation en diesel (début proprement dit des traitements);

ty: 14 jours apres le début des traitements;

~

s: 41 jours aprés le début des traitements;

180

te: tin des traitements.
Lorsque les courbes de consommation de O- et de production de CO- montrent un palier (facteurs
limitants la biodégradation) les traitements sont arrétés.

La figure [, présente le montage ¢xpérimental utilisé pour l’atteinte de I’objectif fixé.
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Figure 1. Dispositif expérimental pour vérifier la biodégrdation durant les traitements

de biocaspiration et bioventilation

Bilan de masse

Le taux de biodégradation dans les quatre colonnes est estimé par le modéle empirique basé sur la

cinétique d’ordre zéro d’utilisation d’oxygéne, elaboré par Ong et al., (1994). D’une part, le taux

d'utilisation d'oxygeéne en conditions dynamiques peut étre estimé comme suit:

Q[Co "CrJ

Ko = Vn

ou:

Ko - taux d’utilisation d’oxygene (%/jour);
Q - débit d’air entré (cm*/jour);

C, - concentration initiale en oxygene (%),
C¢ - concentration finale en oxygéne (%);
V - volume de sol (cm’);

n — porosité du milieu (cm’/cm”).
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A partir du taux d’utilisation d’oxygene ci-dessus décrit, le taux de biodégradation peut étre

estimé en connaissant 1a masse volumique et 1a porosité du milieu a traiter:

_ -K,AD,C
8 100%

Kg - taux de biodégradation (mg/kg/jour);

Kq - taux d’utilisation d’oxygeéne (%/jour);

A - rapport entre le volume d’air et le volume de sol (Vm’)
D, — masse volumique de I’oxygene (kg/m’);

C - rapport massique entre I’hydrocarbure et I’'oxygéne;
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OBJECTIF

L’objectif de ce protocole est de déterminer la population bactérienne vivante, extraite d’un sol
contaminé par des hydrocarbures pétroliers légers (e.g., diesel), diluée et inoculée sur un milieu
nutritif solide appropriée, en I’occurrence, YTS 250 (i.e., Yeast — extrait de levures, Tryptone -

tryptone et Starch — amidon, en proportion de 250 mg/L d'eau de chacun).

MATERIEL

¢ 5 gde sol ou moins (i.e.. 1-2 g), s’il y a une limitation en sol;

¢ spatules ;

*

tubes de 50 m! (25 mm x 150 mm) ;
tubes de dilution () ;

billes de verre (3 mm de diamétre) ;

¢ & o

pyrophosphate de sodium Na,P.O,eH,0, (0,1 % w/v) ;

*

chlorure de sodium NaCl (0,85 % w/v) ;
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¢ extrait de levure ;

¢ tryptone;

¢ amidon;

¢ agar:

¢ deux erlenmeyers ;

¢ pipettes stérilesde 1 mletSml ;
¢ un bécher;

¢ un cylindre gradué ;

¢ un barreau aimanté ;

¢ plaque chauffante agitatrice ;

¢ ecau de robinet ;
¢ balance mécanique d'une précision de 001 g.
METHODOLOGIE

Il est a mentionner que le déploiement de I'expérience doit avoir lieu a 1'intérieur d’une hotte

microbiologique.
Préparation des dilutions successives

Le tube de culture contenant 2,5 g de billes de verre est d’abord stérilisé par autoclavage. La
solution a dilution consiste en un mélange de pyrophosphate de sodium Na,P,0,¢10 H,0, 0,1 %
p/v dans I’eau (pH = 7,0). Cela donne une dilution de I’échantillon de 1:4. De cette solution, une
partie est gardée pour la dilution originale du sol dans le tube de culture et une partie pour la
préparation des tubes de dilution. Les tubes de dilution contenant 9 mi de solution et Ia bouteille

contenant la solution a dilution pour le tube 50 ml sont ensuite stérilisés par autoclavage.

L'échantillon de sol est prélevé du systéme d’étude et gardé sur glace. La série de dilution doit
étre faite aussi rapidement que possible. Une quantité de 5 g de sol ou moins (1-2 g) est prélevée
a I'aide des spatules stérilisées a I’alcool et & la flamme et ensuite, mise dans le tube de culture. II
est important de noter que durant le déploiement de I’expérience tant le tube de culture que les
tubes de dilution contenant le sol sont gardés aussi sur glace. Un volume de solution de dilution

égal i trois fois la quantité de sol est ajouté dans le tube de culture. Par la suite, le tube de culture
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contenant le sol, les billes en verre et la solution de dilution est agité au vortex durant 2 minutes
exactement a haute vitesse. A 1’aide d’une pipette stérile, 1 ml de cette solution est transféré dans
un premier tube de dilution. La série de dilutions continue dépendant de la dilution qui sera étalée
sur les plaques de Pétri. Par exemple, pour un sol modérément contaminé, il est usuellement
utilisé I’étalement de 107, 10° et 10™ sur un milieu non-sélectif et 107, 107 et 107 sur un milieu
sélectif. Dans le cas ol le site n’est pas connu, il est bon d’effectuer les quatre dilutions, soit 10",
10'2, 107 et 10™. Par contre, pour un sol non-contaminé et nche en matiére orgamque, 1l est meux
d’étaler des dilutions plus grandes, soit 10~, 10™ et 10, Par ailleurs, si le sol est amendé avec des

nutriments ou bicaugmenté, la série de dilutions sera en concordance ajustée.
Préparation du milieu nutritif solide

Le milieu de croissance est composé de YTS 250 (i.e., 250 mg/L) et d’agar (15 g/L), ce dernier

servant aussi comme agent de solidification.

Les deux erlenmeyers, le bécher et le cylindre gradué sont d’abord bien lavés pour éliminer toute
trace de savon. Le bécher contenant 250 ml d’eau de robinet et un barreau aimanté est posé sur
une plaque agitatrice et chauffante (a trés faible température, pour accélérer la dissolution des
composants du milieu). Lorsque I’eau est un peu chauffée, les trois composants (i.e., extrait de
levure, tryptone, et amidon), en proportion de 250 mg sont versés dans le bécher et aprés
quelques minutes le restant de 750 ml d’eau de robinet. Dans chaque erlenmeyer sont mis 8,5 g
d’agar. Ensuite, le mélange préparé dans le bécher est partagé en deux a l'aide du cﬂindge
gradué et versé dans les deux erlenmeyers. Ceux demniers sont bouchés a I’aide de bouchons en
thermo-mousse couverts par du papier en aluminium, stérilisés par autoclavage et ensuite,

refroidis dans un bain d’eau a 50°C.

Les plaques de Pétri sont préparées en conditions stériles i.e., sous la hotte microbiologique. Le
goulot de I'erlenmeyer est passé a la flamme avant et aprés la préparation de chaque plaque de
Pétri. Ensuite, les plaques de Pétri contenant le milieu nutritif sont laissées refroidir et ensuite,
conservées i |'envers durant 3 jours avant de procéder a I'étalement. Cela assure une surface

séche qui prendra moins de temps pour I’absorption.
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Etalement des plaques de Pétri

Les plaques de Pétri ainsi préparées, sont numérotées en y mettant le numéro de I’échantillon, la
dilution (e.g., 107, 107) et 1a date. Le tube de dilution est agité durant 10-15 sec avant de prélever
I’échantillon a étaler. Les plaques sont effectuées en triplicata pour chaque dilution. Un volume
de 0,3 ml est prélevé du tube de dilution en question a |’aide d’une pipette de 1 ml stérile et, un
tiers (i.e.,0,1 ml) est versé au centre de la surface de chaque plaque constituant le triplicata. [l faut
s’assurer que la surface des plaques ne soit pas endommagée ou percée et il ne faut pas la toucher
avec la pipette pour pas I'endommager. Ainsi, la pipette doit étre tenue aussi verticalement que
possible lorsque le volume de 0,1 ml de suspension est versé. Les plaques de Pétri sont posées
chacune a son tour au centre du disque rotatif et la suspension présente au centre est étalée a
’aide d'un biton en verre dit “de hockey™, au préalable trempé a 1’alcool et passé a la flamme
avant et aprés chaque étalement. Le biton est laiss¢ a refroidir avant son utilisation. Il doit
légérement glisser sur la surface tout en faisant tourner le disque rotatif afin de créer une
répartition uniforme de la suspension sur toute la surface de la plaque. Dans le cas ou les plaques
de Pétri sont utilisées pour [’enlévement des colonies néces<aires aux sondes biomoléculaires, il
est fortement recommandé de ne pas étaler la suspension trés loin vers les bords des plaques mais,

a I'intérieur de la membrane ayant un diamétre de 82 mm.

L’étalement doit étre continué jusqu’a ce que la surface est asséchée et cela est indiqué par
I’adhésion du baton a la surface. Si la plaque n’a pas été étalée jusqu’'a son asséchement, les
colonies ne pourront pas étre comptées car, plusieurs d’entre elles rentreront dans le liquide
restant sur la surface.

Les plaques de Pétri ainsi inoculées doivent étre incubées en position inversée a la température de
la piéce.

Le décompte des colonies se fait deux fois: une fois aprés une semaine d’incubation, et une autre
fois aprés deux semaines d’incubation, en laissant ainsi le temps aux colonies plus lentes de
croitre. Le premier décompte se fait avec une couleur indélébile pour pas que les colonies soient
recomptées durant un subséquent décompte ol une autre couleur est utilisée.

Les décomptes significatifs de point de vue statistique sont ceux compris entre 30 et 300 colonies.
Les résultats des décomptes des unités formatrices de colonies (UFC) sont enregistrés sur chaque

plaque correspondant a une dilution donnée.
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RESULTATS

Les décomptes obtenus sont donnés sous forme de UFC/plaque et afin de les calculer, il faut tenir
compte de la premiére dilution faite (i.e., une masse de sol et 3 volumes de solution a dilution),
soit 4, du facteur 10 (i.e., 0,1 ml de suspension étalée sur chaque plaque) et de la dilution. A titre

d’exemple, pour une dilution 107, le résultat sera :
CFU/g de sol = 4x10x10000 CFU/plaque

Il est & noter que dans le cas ou I’enlévement des colonies est envisagé pour la réalisation des
sondes biomoléculaires, un nombre supérieur des colonies devra étre utilisé (i.e., 100 - 600) afin
d’avoir une meilleure chance d'obtenir des nombres significatifs (colonies répondant
positivement), en sachant qu’elles se trouvent en une faible proportion (parfois inférieur a 1 % de

toutes les colonies présentes sur plaque).
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ANNEXE II : SUIVI DES COMPTES BACTERIENS TOTAUX ET
SPECIFIQUES DURANT LES DEUX TRAITEMENTS



(CFU/g de sol) ¢, 4 t; t; t ts t
HT-Bal 2,16E+08 3,07E+06 3,56E+07 1,88E+07 5,77E+07 5,76E+07 4,59E+07
HT-Ba2 2,89E+08 3,47E+06 5,20E+06 1,30E+07 4,64E+07 4,96E+07 5,45E+07
HT-Bac nd 2,86E+05 nd nd 6,21E+06 7,28E+06 1,51E+07
HT-Bv 2,35E+08 1,7SE+06 2,68E+07 3,16E+07 3,01E+06 5,11E+07 5,12E+07
ndoB-Bal 2,67E+05 2,80E+04 8,00E+05 - - - -
ndoB-Ba2 1,20E+06 2,67E+04 2,67E+05 - - 1,00E+06 5,73E+05
ndob-Bac nd - nd nd 2,68E+06 3,41E+06 1,60E+05
ndoB-Bv 4,00E+05 5,33E+03 - - - - 2,31E+05
alkB-Bal 1,73E+06 - - - - - -
alkB-Ba2 2,13E+06 - - - - - -
alkB-Bac nd nd nd nd 4,52E+06 4,40E+06 3,32E+05
alkB-Bv 1,73E+06 - - - - - -

Bal, Ba2 — colonnes traitées en mode de bioaspiration;

Bac - colonne abiotique, traitée en mode de bioaspiration,

Bv — colonne traitée en mode de bioventilation,;

HT - hétérotrophes totaux;

ndoB - enzyme alcane-hydroxylase;

alkB - enzyme naphtaléne-dioxygénase.
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