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J'entends et j'oublie,
Je vois et je me souviens,
Je fais et je comprendes.

Confucius.
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Titre
Compréhension du fonctionnement biologique et physico-chimique d’'un biofiltre
végétalisé pour le traitement de polluants atmosphériques urbains gazeux

Mots clefs
Biofiltration, pollution atmosphérique, BTEX, NOx, biofiltre végétalisé, activité microbienne,
diversité bactérienne

Résumé

En ville, les parcs de stationnement couverts représentent un milieu confiné dans lequel
s’accumule une pollution importante et complexe. Ils constituent également une source de
pollution pour leurs abords puisqu’aucune obligation de traitement n’est imposée sur la qualité
de l'air rejeté dans 'atmosphere par les systemes de ventilation.

Dans le cadre du traitement de I'air, I'utilisation d’un biofiltre végétalisé, faisant intervenir
des bactéries et des plantes en association, constitue une solution innovante contribuant a
I'amélioration de la qualité de I'air en ville en réduisant la dispersion de polluants gazeux dans
I'atmosphere.

Dans un contexte de «recherche et développement», l'objectif est de comprendre le
fonctionnement biologique et physico-chimique du biofiltre dans le but d’en améliorer la
maitrise opérationnelle. Le caractére innovant de I’étude porte sur le traitement d’'importants
volumes d’air viciés contenant de faibles concentrations de polluants, tels que les NOx et les COV
(de l'ordre de 100 a 200 pg/ms3), par un biofiltre planté d’épaisseur modeste.

L’utilisation d’'une unité pilote de biofiltration a permis d’évaluer I'influence de la présence de
plante, ainsi que la nécessité d’'un apport d’engrais, sur les capacités d’épuration d’'un tel
systeme. Afin d’optimiser les volumes d’air traités tout en limitant 'empreinte au sol des
biofiltres végétalisés, la vitesse de passage de I'air a été augmentée et 'épaisseur de garnissage
réduite. Le rble des bactéries indigenes a été caractérisé par une étude fonctionnelle des
communautés bactériennes impliquées dans la dégradation des NOx et des TEX d’une part, et
par une étude quantitative et qualitative de la communauté bactérienne totale, en utilisant des
approches de biologie moléculaire, telles que I'amplification par PCR en temps réel et le
pyroséquencage a partir de 'ADN métagénomique.

Les résultats ont montré des capacités d’abattement supérieures a 97% quelles que soient les
conditions environnementales testées. Il parait donc possible de traiter d’'importants volumes
d’air pollué par de faibles concentrations de TEX a travers un biofiltre végétalisé de faible
épaisseur. La présence de plantes ne semble pas avoir d'impact a court terme sur les capacités
d’épuration dés lors qu’'un apport d’engrais favorise la disponibilité de I'azote dans le garnissage.
L’évaluation du fonctionnement microbiologique global a permis de rendre compte du potentiel
des communautés microbiennes impliquées dans la biodégradation des NOx et des TEX au sein
du biofiltre végétalisé. Les communautés bactériennes indigenes du garnissage et de la motte
sont capables de s’acclimater rapidement aux conditions de fonctionnement d’un tel systeme.

Laboratoire d’accueil :

Université Lyon, F-69622, Lyon, France ; Université Lyon 1, Villeurbanne ;
CNRS, UMR5557, USC 1193 INRA, Laboratoire d’Ecologie Microbienne
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Title
Understanding of biological and physico-chemical operation of planted biofilter for the
treatment of urban gaseous pollutants

Keywords
Biofiltration, urban pollution, BTEX, NOx, planted biofilter, microbial activity, bacterial diversity

Abstract

In town, underground car parks are confined spaces in witch large and complex pollution are
accumulated. They are also a source of contamination of the external environment since the
treatment of the air pumped out by ventilation system sis not regulated.

In the framework of air treatment, using planted biofilter, combining bacteria and plants, is
an innovative solution contributing to the improvement of urban air quality by reducing the
dispersion of gaseous pollutants in the atmosphere.

In a « research and development » context, the objective is to understand the biological and
physico-chemical operation for improving operational control. This innovative study focuses on
the treatment of high volumes of air containing a low concentrations of pollutants, such as NOx,
VOCs (about 100 a 200 pg.m-3) through a thin planted biofilter.

The use of a pilot-scale unit of biofiltration allowed to evaluate the influence of the plant, as
well as the necessity of a fertilization, on the removal efficiency of such a system. In order to
maximize the volumes of treated air while limiting the footprint of the planted biofilters, the
superficial gas velocity has been increased and the thickness of the packing material decreased.
The indigenous bacteria have been characterized by a functional study of the bacterial
communities involved in the degradation of NOx and TEX on one part, and by a quantitative and
qualitative study of the total bacterial community on the other part, by using molecular biology
approaches, such a real-time PCR amplification, and pyrosequencing from metagenomic DNA.

Results on pilot-scale unit have shown a removal efficiency greater than 97%, in all
environmental conditions tested. Consequently, it seems possible to treat high volumes of air
containing low concentrations of TEX through a thin planted biofilter. The presence of plants
does not seem to have short-term impacts on the removal efficiency when a fertilizer promotes
the nitrogen availability in the packing material. The evaluation of the global microbiological
functioning showed the potential of microbial communities in the biodegradation of NOx and
TEX in planted biofilters. The indigenous bacterial communities of the packing material and the
mound of soil are rapidly able to adapt to the functioning conditions of such a system.

Lab
Université Lyon, F-69622, Lyon, France ; Université Lyon 1, Villeurbanne ;
CNRS, UMR5557, USC 1193 INRA, Laboratoire d’Ecologie Microbienne
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« Notre maison briile et nous regardons ailleurs ». Cette phrase, prononcée lors du
[veme Sommet de la Terre en 2002 par Monsieur Jacques Chirac, alors Président de la
République francaise, illustre bien la prise de conscience tardive des problemes liés a la
pollution atmosphérique et au réchauffement climatique. Il est aujourd’hui admis que
les activités humaines sont responsables de la pollution atmosphérique et ont pour
conséquence un déreglement climatique menacant les équilibres écologiques des
écosystemes et la survie des étres vivants s’y développant. Cette prise de conscience a
suscité de nombreuses questions et 'émergence d'une volonté d’instaurer des pratiques
plus respectueuses de I'environnement et de la santé. En France, la partie législative du
Code de I'environnement a été approuvée en I'an 2000 et la Charte de 'environnement a
été intégrée a la Constitution en 2005. En 2007, le Grenelle de I'environnement a fixé les
premiers objectifs clairs et ambitieux visant a réduire la pollution atmosphérique,

notamment en milieu urbain.

La pollution atmosphérique se traduit par I'’émission et 'accumulation de molécules
modifiant gravement la composition de I'air que nous respirons. Parmi les polluants les
plus dangereux, les oxydes de carbone, les oxydes d’azote, 1'ozone, les composés
organiques volatils et les particules fines peuvent étre cités. En milieu urbain, les
sources de pollution sont multiples et souvent mobiles (véhicules a moteur). Les
polluants, souvent tres volatils, diffusent rapidement dans I'atmospheére. L’architecture
des villes, composée de batiments plus ou moins hauts, de rues étroites ou d’arteres tres
larges constituant des canyons urbains, favorise le déplacement ou la stagnation des
polluants. Il en résulte des volumes d’air pollué considérables et des niveaux de
pollution tres disparates dans les différents flots urbains (Alexandri et Jones, 2008 ;

Mansha et al., 2011).

La pollution atmosphérique urbaine est un probléme préoccupant qui a des
conséquences reconnues et dramatiques sur la santé humaine et sur I'’environnement.
Des études récentes ont montré qu’elle provoque une diminution de 'espérance de vie
des citadins, notamment dans les grandes villes du monde qui sont aussi les plus
polluées (Krewski, 2009 ; Eilstein, 2010 ; Anderson et al., 2011 ; Parrish et al, 2011). Il
apparait donc urgent de mettre en place des solutions de lutte efficaces contre cette

pollution. Pour cela, deux types d’action peuvent étre engagés.
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Le premier est de réduire de facon drastique la production et les émissions de
polluants urbains. Une politique ferme limitant la circulation automobile et favorisant
les économies d’énergie, par exemple, a permis de diminuer ces émissions au cours des
dernieres années (figure i.1). Plusieurs directives européennes constituent la base
juridique de ces réductions d’émissions polluantes et fixent les regles en matiere
d’évaluation et de gestion de la qualité de I'air ambiant (Directive n°1996/62/CE) ainsi
que les valeurs limites de nombreux polluants, tels que les oxydes d’azote, les particules
(Directive n°1999/30/CE), le benzene (Directive n° 2000/69/CE) et 'ozone (Directive
n°2002/3/CE). Ces actes ont été rassemblés sous une directive unique en 2008
concernant la qualité de l'air ambiant et un air pur pour I'Europe (Directive
n°2008/50/CE). Mais, au regard des niveaux de pollution actuels, ces mesures
préventives semblent malheureusement insuffisantes pour enrayer un phénomene déja
tres présent.
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Figure i.1. Evolution de l'indice de la pollution de l'air par polluant pour les stations de fond
urbain en France métropolitaine entre 2000 et 2010 (source : MEDDE, 2012 d’apres les données
BDQA, ADEME, 2011).

Le second type d’action envisageable est d’ordre curatif et vise a traiter la pollution.
Cependant, le traitement de I'air urbain dans sa globalité n’est pas une solution réaliste.
Les volumes d’air a traiter sont considérables, ils représentent plusieurs dizaines de
milliards de meétres cube, et la pollution est trop diluée. Il parait plus pragmatique de
traiter cette pollution a partir de zones ou elle est plus concentrée, par exemple au

niveau des sources, comme cela se fait déja au niveau de la pollution dite « industrielle »
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(industrie pétrochimique, STEP, décharge, par exemple). En effet, les industriels,
émetteurs réels ou potentiels de polluants atmosphériques, sont soumis a des normes
de rejet concernant certains polluants par une réglementation spécifique selon le type
d’activité.

Les espaces urbains confinés qui ne relevent pas de I'habitat au sens large (domicile
et bureau inclus), regroupent de nombreux lieux publics tels que les gares routieres et
ferroviaires, les réseaux de métro, les tunnels routiers et les parcs de stationnement
couverts. Tous ces lieux concentrent une pollution liée au trafic qui est 10 a 100 fois
supérieure a celle de 'atmosphere de la ville et dépasse trés largement les valeurs
guides proposées par 'OMS (OMS, 2006 ; INVS, 2012). La pollution rencontrée dans ces
espaces confinés a des conséquences a deux niveaux. D'une part, elle est préoccupante
pour la santé des travailleurs et des usagers. D’autre part, elle impacte nécessairement la
qualité de l'air des alentours puisqu’elle diffuse inexorablement dans I'atmospheére sans
qu’aucune réglementation n’encadre ces rejets. Il apparait donc judicieux de développer
des technologies capables de réduire la pollution intérieure de ces structures afin de

limiter la diffusion de la pollution émise dans ces espaces vers I'extérieur.

Les Parcs de Stationnement Couverts (PSC) sont classés Etablissement Recevant du
Public (ERP) depuis 2006. A ce titre, ils font 'objet d’'une réglementation particuliere,
qui impose actuellement une ventilation mécanique et une surveillance partielle de la
qualité de l'air concernant uniquement le monoxyde de carbone (CO) (Chapitre VI de
I'’Arrété du 9 mai 2006). En revanche, il n’existe aucune obligation sur la qualité de I'air
rejeté directement dans I'atmospheére par les systemes de ventilation. La loi « Grenelle
2 » (2010) désigne comme objectif majeur la lutte contre la pollution de l'air. Elle integre
dans le Code de l'environnement la surveillance obligatoire de la qualité de l'air
intérieur des ERP et devrait entrainer un durcissement de la réglementation dans les
PSC (Article L125-5 du Code de I'environnement, modifié par la loi n°2008-788 du 12
juillet 2010).

Globalement, I'air des PSC est caractérisé par des volumes importants contenant des
centaines de polluants a des concentrations relativement faibles (de 'ordre de quelques
dizaines a quelques centaines de pg.m=3). Les composés majoritairement retrouvés sont

les oxydes de carbone (CO et CO:), les oxydes d’azote (NO et NO2), les composés
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organiques volatils (COV) et les particules fines (AFSSET, 2007). Parmi les COV, les

Benzene, Toluene, Ethylbenzene et Xylenes (BTEX) sont les plus connus.

Dans le cadre du traitement de I'air, les bioprocédés semblent étre les plus adaptés
aux volumes importants et aux concentrations en polluants relativement faibles, telles
que celles rencontrées dans les PSC. Parmi ces procédés biologiques, la biofiltration est
la technique la plus utilisée a I'échelle industrielle principalement en raison de sa
simplicit¢ de mise en ceuvre et de ses faibles colits d’investissement et de
fonctionnement (Estrada et al, 2012). Le principe de ce procédé repose sur l'utilisation
d’'un matériau support humide, permettant la croissance de microorganismes, au travers
duquel le passage de l'air pollué est forcé. Ce procédé actif fait intervenir des
meécanismes physico-chimiques de transfert des polluants de la phase gazeuse vers la
phase aqueuse, et des processus biologiques liés a I'oxydation, compléete ou partielle, des
composés par les microorganismes qui les utilisent comme substrat ou source d’énergie.
De nombreux parametres influencent les performances épuratoires des biofiltres, tels
que les éléments qui les composent, les parametres physico-chimiques et les

caractéristiques de l'effluent a traiter.

La biofiltration a été trés largement utilisée pour le traitement d’odeurs et d’effluents
industriels chargés en COV. Par contre, la biofiltration d’effluents contenant de trés
faibles concentrations en polluants a été peu étudiée et les rares recherches réalisées
dans ce domaine ne portent que sur la problématique de l'air intérieur d’habitat
(Ondarts et al, 2012). Jusqu'a présent, aucune étude sur la biofiltration de I'air issu

d’espaces urbains confinés, tel que les PSC, n’a été recensée.

Le procédé de biofiltration destiné au traitement de I'air d’espaces confinés nécessite
une taille de réacteur conséquente ce qui implique une emprise au sol importante.
L’espace foncier urbain disponible étant rare et cher, ce parametre est particulierement
crucial lors de l'installation de biofiltre en ville. La diminution de la dimension des
réacteurs (en surface et en épaisseur), sans pour autant diminuer les performances
épuratoires, est donc un enjeu capital qui influe directement sur la viabilité économique
de ce type de procédés. Dans cet objectif, 'augmentation des débits d’air traité est une

solution envisageable qui a été peu étudiée.
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Notre étude a consisté a évaluer les performances épuratoires d'un biofiltre
végétalisé pour le traitement de l'air issu de PSC, contenant de faibles concentrations de
polluants, et le role des différents acteurs intervenant dans la dégradation de ces

composés. Elle repose sur deux systémes expérimentaux :

- un systéme expérimental pilote semi-industriel, fonctionnant dans des conditions
réalistes et maitrisées. Il integre les contraintes techniques et économiques liées
aux applications industrielles et tient compte des limites imposées par le travail
en laboratoire.

- un biofiltre végétalisé de taille réelle sur site. Il s’agit d'un mur végétalisé installé

fin 2007 sur une facade du Centre d’Echange de Lyon Perrache (CELP).

Le caractere innovant et pluridisciplinaire de cette étude a nécessité la collaboration
de trois partenaires aux domaines de compétences complémentaires. La structuration

de I’étude est schématisée dans la figure ci-dessous (figure i.2) :

CELP in situ
Canevaﬂor""—‘

F Unlte pilote in vitro j

Axe 1l _ Axe 2 —
Etude microbiologique Etude physico-chimique
Quantitatif Gaz entrant
Qualitatif Gaz sortant
Fonctionnel <::">
Communauté totale Meélange gazeux = TEX
Communautés dégradant Pollution complexe =
les BTEX et les NOx BTEX + NOx

Y ¥

Compréhension du fonctionnement biologique et physico-chimique
d’un biofiltre végétalisé pour le traitement
de polluants atmosphériques urbains gazeux

Systemes Axes de recherche
expérimentaux méthodologie ARSI
Figure i.2. Structuration de I’étude, basée sur l'utilisation de deux systemes expérimentaux
d’échelle complémentaire et déclinée en deux axes de recherches. Les partenaires impliqués

dans la collaboration sont : La société Canevaflor®, le Laboratoire d’Ecologie Microbienne (LEM)
et '’Ecole des Mines d’Alés (EMA)
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Ce travail a été financé par l'entreprise Canevaflor®, détentrice du brevet de la
technologie (brevet n° FR-2968891, Peleszezak, 2010). Elle a bénéficié du soutien
financier de ’ANRt (CIFRE n°® 1241-2008) et d’Oséo. Elle a également apporté un soutien
matériel, logistique et technique en mettant a disposition son savoir faire et le site

expérimental in situ du CELP.

Au sein du Laboratoire d’Ecologie Microbienne (LEM), UMR 5557 CNRS - INRA,
I’équipe « Groupes Fonctionnels Microbiens et Cycle de I’Azote» a apporté ses
compétences en écologie, microbiologie environnementale et biologie moléculaire (axe

1: « étude microbiologique »).

A 1'Ecole des Mines d’Ales (EMA), I'équipe « Odeurs et COV » du Laboratoire Génie de
I’Environnement et des Risques Industriels a accueilli la phase expérimentale sur 'unité
pilote de biofiltration (axe 2: «étude physico-chimique »). Elle a apporté ses

compétences en génie des procédés et son expérience sur les bioprocédés.

Dans un contexte de recherche et développement, la compréhension du
fonctionnement biologique et physico-chimique du biofiltre végétalisé est indispensable

pour assurer sa maitrise opérationnelle. Cette étude présente plusieurs originalités :

- L’utilisation d’'un biofiltre végétalisé dont les caractéristiques sont la présence de
la plante, une épaisseur de garnissage modeste en comparaison des biofiltres
classique et I'absence d’inoculation du garnissage,

- Le traitement de l'air issu de PSC, ce qui implique de faibles concentrations en
polluants et des débits d’air tres élevés,

- La caractérisation fonctionnelle de la communauté bactérienne impliquée dans la
dégradation des NOx dans le biofiltre, basée sur des mesures d’activité
potentielle de dénitrification,

- L’étude quantitative et qualitative de la communauté bactérienne totale du
biofiltre par une approche moléculaire, basée sur l'utilisation de la PCR en temps

réel et du pyroséquencage.

Les parametres opératoires clefs, tels que la température, I'humidité du garnissage,
les pertes de charge et I'apport d’engrais ont été suivis avec attention. L’irrigation et la

fertilisation du garnissage ont été ajustées. L'influence de la présence de la plante a été
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évaluée dans différentes conditions d’amendement. L’'influence du débit de I'effluent a

été étudiée afin de déterminer les limites de fonctionnement du systéme.
Ce manuscrit est organisé de la fagon suivante :

Le premier chapitre présentera une synthese bibliographique qui a pour but de
positionner le contexte de la pollution urbaine en décrivant ses sources et ses effets
ainsi que I'état de la législation a son encontre. Un intérét particulier sera porté aux
polluants gazeux ciblés dans cette étude, les COV, dont les BTEX, et les NOx. De plus, les
caractéristiques propres aux PSC seront détaillées. Dans une seconde partie, les
procédés de traitement de l'air, plus spécifiquement la biofiltration, seront présentés.
Les parametres influencant les performances épuratoires de la biofiltration seront
décrits ainsi que le principe de fonctionnement d'un biofiltre végétalisé. La derniere
partie concernera les aspects biologiques de la dégradation des composés ciblés. Les
microorganismes connus et les grandes voies métaboliques impliquées dans la

biodégradation des BTEX et des NOx seront présentés.

Les trois chapitres suivants peuvent étre regroupés selon deux phases

expérimentales :

* Une premiére phase expérimentale ayant pour objet d’étude une unité pilote de
biofiltration fonctionnant en conditions de laboratoire. Elle rassemble les chapitres II et
[II. Plusieurs parametres opératoires clefs seront examinés afin de déterminer leur

influence sur les performances épuratoires du biofiltre végétalisé.

Le deuxiéme chapitre s’articule en deux parties. Dans un premier temps, l'influence
de la présence de la plante et la nécessité d'un apport d’engrais seront évaluées. Dans un
second temps, l'irrigation et la fertilisation seront ajustées de fagon a simplifier la mise
en ceuvre des biofiltres. La détermination du niveau de performances atteint ainsi que la
stabilité de la capacité épuratoire dans le temps sont particulierement importantes et
seront mises en relief avec les faibles concentrations en polluants traitées. Une étude
fonctionnelle des microorganismes permettra de rendre compte de l'activité de
biodégradation des TEX (performances épuratoires), de la biomasse hétérotrophe totale
(respiration) et du potentiel de dégradation des NOx (dénitrification) au sein des

biofiltres végétalisés.
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Dans l'objectif de réduire I'emprise au sol des biofiltres, 'augmentation des débits
d’air traité ou la réduction de I’épaisseur du garnissage entraine une diminution du
temps de résidence des polluants dans le biofiltre. Ce parametre ayant une influence
importante sur les performances épuratoires, le troisieme chapitre vise a déterminer les
capacités limites du fonctionnement des biofiltres végétalisés. Par ailleurs, les biofiltres
végétalisés ne sont pas inoculés et leur fonctionnement repose sur le développement
des microorganismes indigenes du garnissage et de la motte de terreau. Afin
d’appréhender les conséquences des conditions de fonctionnement sur 'abondance et la
diversité des microorganismes dans les biofiltres, une étude quantitative et qualitative
de la communauté bactérienne totale sera réalisée selon une approche moléculaire a
partir de I’ADN métagénomique. La quantification des bactéries sera effectuée par PCR
en temps réel. L’analyse de la diversité sera réalisée par la technique de pyroséquencage

a partir de la communauté bactérienne totale.

* La seconde phase expérimentale correspond a la mise en place et au suivi d'un
mur végétalisé biofiltrant d’échelle réelle sur site (CELP). Dans ces conditions, de
nombreux parametres tels que la complexité de l'effluent gazeux, les conditions
climatiques et le couvert végétal peuvent influencer les performances épuratoires. Ce
dispositif permettra de réaliser une caractérisation microbiologique du biofiltre au
cours du temps, des saisons et en fonction des especes végétales avant la mise en route
de la biofiltration. Puis, une premiere évaluation des performances épuratoires sera
effectuée par une analyse qualitative et quantitative des composés de 'effluent gazeux
en amont et en aval du biofiltre. Les résultats obtenus feront I'objet du quatrieme et

dernier chapitre.

Enfin, la conclusion générale rappellera les principaux résultats obtenus permettant
d’apporter les éléments nécessaires a une meilleure compréhension du fonctionnement
biologique et physico-chimique du biofiltre végétalisé. Les pistes permettant d’améliorer
la maitrise opérationnelle de ce nouveau procédé et les perspectives soulevées par ce

travail seront également présentées.
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CHAPITRE I. LA POLLUTION ATMOSPHERIQUE
URBAINE ET SON TRAITEMENT : UNE APPROCHE

PLURIDISCIPLINAIRE
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Introduction

La compréhension du fonctionnement biologique et physico-chimique d'un biofiltre
végétalisé pour le traitement de l'air urbain fait appel a des notions relevant de
domaines scientifiques différents. En effet, des connaissances en matiere de chimie
atmosphérique urbaine, de législation, de génie des procédés et d’écologie microbienne
ont été nécessaires pour mener a bien I'étude présentée dans ce manuscrit. Cette
synthese bibliographique a donc pour but de positionner le contexte particulier et

pluridisciplinaire de I'étude.

Dans un premier temps, il est indispensable de définir ce qu’est la pollution
atmosphérique urbaine. Quelles sont ses sources et sa composition ? Quels sont ses
effets sur la santé et 'environnement ? Comment sont encadrées ses émissions d’'un
point de vue législatif et reglementaire ? Les réponses concernant les polluants gazeux
qui seront décrites portent sur les oxydes d’azotes (NOx) et les Composés Organiques
Volatils (COV), en particulier les BTEX (Benzene, Toluene, Ethylbenzeéne et Xylénes). Les
spécificités des parcs de stationnement couverts, en termes de pollution et de

réglementation seront spécifiquement détaillées.

Dans le cadre du traitement de I'air, différents procédés sont disponibles et leur mise
en ceuvre dépend des caractéristiques des gaz a traiter. Les technologies adaptées au
traitement de gaz caractérisés par des débits élevés et de faibles concentrations seront
présentées en mettant 'accent sur les procédés biologiques et notamment sur la
biofiltration. Quels sont les principes de fonctionnement de ces bioprocédés et leurs
différences ? Quels sont leurs avantages et leurs inconvénients ? Quels parametres
opératoires faut-il prendre en compte pour maitriser les performances des biofiltres ?
Qu’est ce qu'un biofiltre végétalisé ? La deuxieme partie de ce chapitre apportera les

réponses a ces questions.

Le fonctionnement des biofiltres s’appuie principalement sur les communautés
microbiennes se développant dans le matériau de garnissage au travers duquel circule
I'air a traiter. Il est donc primordial de connaitre les microorganismes et les voies
métaboliques impliqués dans la dégradation des polluants ciblés (NOx et BTEX). Ceci

fera I'objet de la troisieme partie de ce chapitre.
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1. La pollution atmosphérique urbaine

La pollution atmosphérique est le résultat d’'une utilisation excessive et irrationnelle
des ressources planétaires. Cette pression anthropique a des conséquences graves sur
I'environnement et la santé humaine. L’épisode du grand smog de Londres en 1952,
durant lequel 12000 déces ont été attribués a la pollution (Bell et Davis, 2001), a
fortement contribué a la prise de conscience du lien étroit entre pollution
atmosphérique et augmentation de la mortalité. A la suite cet évenement dramatique, les
impacts de la pollution atmosphérique sur la santé humaine et I'environnement en
général ont recu une attention croissante. Cela s’est traduit par un grand nombre
d’études sur les impacts sanitaires ainsi que sur la détection et la quantification de

composés toxiques dans 'air extérieur, et plus récemment dans l'air intérieur.

Depuis 2007, la moitié de la population mondiale vit en zone urbaine (Véron, 2007).
En 2010, cette proportion a atteint 75% en Europe et 81% en Amérique du Nord (ONU,
2010). L’INSEE estime que 77% des francais résident en zone urbaine et que 95% vivent
sous l'influence des villes (Brutel et Levy, 2011). Les villes regroupent a la fois les plus
grandes densités de population et les plus fortes émissions de polluants gazeux et
particulaires (OMS, 2006). C’est pourquoi, la composition atmosphérique du milieu
urbain, soumis a une pollution de nature chimique variée, fait aujourd’hui I'objet d'une

attention particuliere.

1.1. Caractéristiques de la pollution atmosphérique urbaine
1.1.1. Définition

La pollution atmosphérique est définie comme la contamination de I'air par un
élément étranger, ou par 'accumulation d’un élément déja naturellement présent, a une
concentration suffisante pour provoquer un effet toxique ou écotoxique (Clean air act,

1956).
Deux caractéristiques de la pollution atmosphérique rendent tres difficile son analyse
fine, que ce soit sur un plan qualitatif ou quantitatif :

- sa complexité : elle est composée de plusieurs dizaines de milliers de substances

solides ou gazeuses qui modifient les proportions normales des constituants de
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I'air dit pur. L’air pur est composé exclusivement d’azote (78%), d’oxygéne
(21%) et de gaz rares: argon (0,97%), dioxyde de carbone (0,03%), hélium
(traces) et méthane (traces) (ADEME, 2012). Seulement 250 molécules environ,
considérées comme nuisibles pour la santé et I'environnement, sont utilisées en
tant qu’'indicateurs de pollution et font actuellement I'objet d’'un suivi (CITEPA,
2011). En termes de pollution liée au trafic, 275 composés ont été recensés par

I’AFSSET en 2007.

- la pollution atmosphérique urbaine est extrémement diffuse. Les polluants se
dispersent tres rapidement apres leur émission. Les volumes d’air contaminés
sont donc colossaux alors que les concentrations en polluants sont relativement

faibles, au regard de celles réellement émises au niveau des sources.

1.1.2. Composition de I'air urbain

Les polluants de I'air peuvent étre séparés en deux catégories, selon leur nature :

- les polluants particulaires, abiotiques (poussieres, métaux lourds..) ou

biologiques (bactérie, virus, pollen...),

- et les polluants gazeux (organiques ou inorganiques) qui feront I'objet d'une

attention particuliere dans cette étude.

IIs peuvent également étre classés selon leur mode d’action (OMS, 2006) :

- les polluants directs: ayant un impact direct sur I’environnement ou la santé.
C’est le cas de nombreux polluants urbains, tels que le monoxyde de carbone, les
oxydes de soufre et d’azote, les Composés Organiques Volatils (COV) et les

particules fines,

- les polluants indirects : dont la présence affecte indirectement I'environnement
et la santé. Le dioxyde de carbone, par exemple, a peu d’effets directs sur la santé
mais est un gaz a effet de serre et participe donc au réchauffement climatique. Il
s’agit également de polluants formés en présence de précurseurs dans des
conditions météorologiques particulieres. Cest le cas de l'ozone (03)
troposphérique, par exemple, dont la formation est liée a la réactivité des NOx et
des COV dans l'atmosphére sous l'effet du rayonnement solaire (UV). Ces

derniers participent donc indirectement au réchauffement climatique.
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Les principaux polluants détectés dans I'air des villes sont regroupés dans le tableau

[.1:

Familles Polluants sigles

Oxyde de soufre Dioxyde de soufre 50,

Ozone ozone 0,

Hydrocarbures Aromatiques Polycycliques :
Naphtaléne, Benzoecpyréne...

Tableau I.1. Familles de polluants urbains (OMS, 2006).

Les deux familles de polluants ciblés dans cette étude sont les NOx et les BTEX

appartenant a la famille des COV. C’est pourquoi, seuls ceux-ci sont détaillés ci-dessous.

1.1.2.1. Oxydes d’azote (NOx)

Les oxydes d'azote, notés NOx, regroupent historiquement les composés azotés
comportant au moins un atome d’oxygene, soit le monoxyde d'azote (NO), le dioxyde
d'azote (NO2), le protoxyde d’azote ou oxyde de diazote (N20), le trioxyde de diazote
(N203), le peroxyde d’azote ou tétraoxyde de diazote (N204) et le pentoxyde de diazote
(N205). Cependant, le nombre de molécules regroupées sous la nomenclature NOx est

souvent réduit aux seuls NO et NOa.

Bien que traditionnellement exclu de cette terminologie au niveau des inventaires de
rejets, le N2O est également considéré comme un polluant important. Sa classification a
part est due aux particularités de ses effets par rapport aux NO et NO2. Polluant indirect,
il a trés peu d’effets sur la santé mais est un puissant gaz a effet de serre. Son pouvoir de

réchauffement global sur 100 ans est 298 fois plus élevé qu'une masse équivalente de
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dioxyde de carbone. Les sources de N0 étant a 84% d’origine agricole (CITEPA, 2011),
ce gaz ne sera pas discuté par la suite en tant que polluant urbain. Les deux principaux
NOx quantifiés pour évaluer de la qualité de I'air, notamment en zones urbaines, sont le

NO etle NO..

1.1.2.2. Composés Organiques Volatils (COV)

La définition des COV differe selon les pays. En Europe, la signification du terme COV
est précisée par la directive 1999/13/CE, du 11 mars 1999 ainsi que par la directive
européenne 2010/75/UE du 24 novembre 2010. Elle définit un COV comme un composé
organique ayant une pression de vapeur saturante de 0,01 KPa ou plus a une
température de 293,15 K ou ayant une volatilité correspondante dans les conditions
d'utilisation particulieres. La législation francaise exclut le méthane de cette définition,
par l'arrété du 29 mai 2000, on parle alors de COV Non Méthanique (COVNM).

Les COVNM forment un groupe vaste et hétérogéne de composés organiques définis
par leurs propriétés physiques (forte volatilité) et/ou par leur comportement
hydrochimique (circulation sous la double forme liquide et gazeuse dans la porosité du
sol) (BRGM, 2001).

Les principaux COV rencontrés dans l'air des villes sont les Hydrocarbures
Aromatiques Polycycliques (HAP), ainsi que les BTEX (Benzene, Toluéne, Ethylbenzéne
et Xyléne) qui sont des hydrocarbures aromatiques monocycliques (Barletta et al,

2005 ; Roukos et al., 2009 ; Parra et al., 2010 ; Mansha et al,, 2011).

Benzene et dérivés, famille des BTEX

Les BTEX dérivent de I'anneau benzénique (figure 1.1). La résonance des doubles
liaisons confere a ces molécules une bonne stabilité et une faible réactivité. Ils sont
considérés comme des solvants organiques volatils et hydrophobes bien que,
comparativement a d’autres hydrocarbures aromatiques (comme les HAP), ces
composés possedent une solubilité dans I'eau relativement importante (Andreoni et

Gianfreda, 2007).
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CHs
Benzéne Toluéne Ethylbenzéne
CH,  CH, CH,
@\ CH,
CH,
CH,
para - Xylene  meta - Xyléne ortho - Xyléne

Figure I.1. Structure chimique des BTEX.

Les BTEX représentent plus de 60% des COVNM. Ils sont considérés comme un

indicateur significatif de la pollution liée au trafic routier (Hoque et al., 2008).

1.2. Sources

En zone urbaine, les principales sources de pollution sont les transports (routiers,
aériens et autres), le secteur résidentiel et tertiaire et I'industrie comme l'illustre la

figure L.2.

Résidentiel /
tertiaire
30%

Figure 1.2. Principales sources de pollution urbaine (Source : EPA, 2010).
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Les émissions gazeuses issues du trafic routier sont caractérisées par la présence
d’oxyde de carbone (CO), de NOx, de COV, dont les BTEX, et de particules fines (OMS,
2006).

1.2.1. NOx

Le NO et le NO2 peuvent étre formés par combinaison des atomes d’azote et
d’oxygene de l'air lors de phénomeénes naturels tels que des orages, les éruptions

volcaniques ou les incendies de forét (Delmas et al., 1997 ; Labrador et al., 2004).

Leurs sources principales sont d’origine anthropique. Ils sont produits lors de
combustions a haute température et a haute pression comme dans les centres de
combustion et par les moteurs des automobiles. Les moteurs diesel, du fait de leur
fonctionnement a plus haute pression, émettent 2 a 3 fois plus de NOx que les moteurs a
essence (Krazyzanowski et al., 2005). Le NO représente plus de 95% des NOx émis par
combustion, il est ensuite converti en NO2 par oxydation dans l'air ambiant (Niu et

Leung, 2010).
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Figure 1.3. Evolution des émissions atmosphériques annuelles de NOx (kT) par secteur en France
métropolitaine de 1960 a 2010 (Source : CITEPA/Format SECTEN, 2011).
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La figure 1.3 présente I'évolution de la production de NOx (NO + NOz) en France
meétropolitaine depuis 1960. Les émissions de NOx ont fortement diminué depuis les
années 80-90, passant de 1871 kt en 1980 a 1117 kt en 2009, soit une baisse de 40%. Le
transport routier reste le premier secteur émetteur, malgré le développement des pots
catalytiques sur les véhicules, et représentait encore 54% des émissions en 2009

(CITEPA, 2011).
1.2.2. COV

Les COV sont émis par des sources biotiques telles que les foréts et la végétation en
général (Kesselmeier et Staudt, 1999). Ces émissions représentaient en 2009 plus de la

moitié des émissions globales de COV pour la France (CITEPA, 2011).

IIs sont également produits par des sources anthropiques et sont liés a tous les
procédés de combustion ainsi qu’a 'utilisation de solvant dans de nombreux procédés

industriels.
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Figure 1.4. Evolution des émissions atmosphériques annuelles de COVNM (kT) par secteur en
France métropolitaine de 1988 a 2010 (Source : CITEPA/Format SECTEN, 2011).

Tous secteurs confondus, les émissions de COVNM pour la France métropolitaine ont

diminué de pres de 67% depuis 1988, passant de 2632 kt a 878 kt en 2009 (figure 1.4).
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Le transport routier est la troisieme plus importante source avec 14% des émissions en
2009, mais c’est également le secteur dont les émissions ont le plus fortement baissé

depuis 20 ans (CITEPA, 2011).

1.3. Effets des COV et NOx sur I'’environnement et la santé
1.3.1. Effets sur I'environnement

Le principal effet de la pollution atmosphérique urbaine sur I'environnement est dii
aux émissions de gaz a effet de serre (GES), responsables du réchauffement climatique
qui bouleverse 1'équilibre des écosystemes (figure 1.5). Si I'effet de serre a permis le
développement et le maintien de la vie sur Terre, la présence excessive de GES dans
I'atmospheére modifie la proportion d’énergie renvoyée dans I'espace par la surface
terrestre. Cela provoque une accumulation de chaleur et d’énergie dans les basses

couches de I'atmosphere a la base du réchauffement climatique.

Absorption par
les gaz a effet
de serre : 350

Chaleur et énergie
dans I'atmosphére

L'effet de
168 2 serre *

\ :

Surface terrestre (océans et terres)
chauffés a une moyenne de 14°C

Figure I.5. Schéma de principe de l'effet de serre (d’aprés Kiehl et Trenberth, 1997).

Sous l'effet du rayonnement solaire, les NOx réagissent avec les COV et forment de
I'ozone troposphérique. Ce composé est un GES, les NOx et les COV participent donc

indirectement au réchauffement climatique (Le Cloirec, 2004).

Les NOx participent également a la formation des retombées acides, ainsi qu’'a

I'eutrophisation des sols (INERIS, 2005).
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L’oxydation des COV en présence de radicaux hydroxyles (OH), d’'ozone ou de nitrate
forme des composés de pression saturante plus faible qui peuvent condenser sur les
particules préexistantes et contribuer a la formation d’aérosols organiques secondaires

(Kroll et Seinfeld, 2008).

1.3.2. Effets sur la santé

Les Nations Unies estiment a plus de 600 millions le nombre de personnes exposées a
des niveaux de pollution nuisant a la santé en raison du trafic routier dans les villes.
L’exposition a la pollution atmosphérique urbaine, aux taux rencontrés actuellement en
Europe, au Canada ou aux Etats-Unis affecte significativement la santé humaine. Les
effets de la pollution de l'air sur la santé humaine sont classés selon la durée de
I'exposition : a court terme (heures, jours ou semaines) ou a long terme (mois ou
années). Les effets observés pour des expositions a court terme affectent le systeme
respiratoire en amplifiant des maladies respiratoires préexistantes telles que I'asthme,
les allergies ou les maladies pulmonaires chroniques. Elles affectent également le
systéme cardiovasculaire et augmentent le risque d’infarctus du myocarde, par exemple
(Peel et al,, 2007). Les expositions a long terme a la pollution atmosphérique urbaine
augmentent la mortalité (Nafstad et al, 2004 ; Filleul et al, 2005; Krewski, 2009 ;
Eilstein, 2010 ; Anderson et al, 2011 ; Parrish et al, 2011), accroissent le nombre de
cancers et de pneumonies (Nyberg et al, 2000; Krewski et al, 2005) mais sont
également responsables de l'apparition de maladies respiratoires chroniques,
notamment chez les jeunes enfants (Brauer et al., 2002 ; Pope et al., 2009 ; Szyszkowicz,

2009 ; Neupane et al., 2010 ; Abelsohn et Stieb, 2011 ; Anderson et al., 2011).

Toutefois, les biais induits par les méthodes d’évaluation reliant pollution et santé
humaine laissent subsister des incertitudes importantes qui rendent difficile la
distinction entre les effets sanitaires dus a une exposition chronique et les impacts a

court terme.
1.3.1.1. NOx

Les NOx occasionnent des troubles respiratoires, I'inflammation et I'obstruction des
voies aériennes, et augmentent le risque d’'infarctus du myocarde (Grazulevicienne et al.,

2004). Ils favorisent la sensibilité aux attaques microbiennes (INERIS, 2005). Les
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personnes a risque sont les fumeurs, les patients atteints de troubles respiratoires (tels
que 'asthme ou les allergies) et les personnes fragiles comme les personnes agées et

atteintes de problémes cardiovasculaires ou les jeunes enfants.
1.3.1.2. BTEX

Une exposition de courte durée au BTEX peut provoquer des irritations au niveau du
nez et de la gorge et causer une dépression du systeme nerveux central dont les
principaux symptomes sont la somnolence, les étourdissements, des maux de téte et une
perte de la coordination (INERIS, 2004). L’exposition chronique au benzene, classé CMR
(Cancérogene, Mutagene, Reprotoxique), endommage le moelle osseuse et favorise le
développement de cancers et de leucémies (Brosselin et al, 2009). L'effet des autres
BTEX est moins connu. Le toluene est considéré comme non cancérogene et non
mutagene mais reprotoxique (INRS, 2010a). L’éthylbenzene et les trois isomeres de

xylene ne sont pas classés CMR a ce jour (INRS, 2010Db et c).

1.4. Réglementation et surveillance
1.4.1. Réglementation

Le Clean Air Act est le premier texte de loi relatif a la qualité de l'air urbain. Motivé
par le grand smog de Londres en 1952, il a été adopté par le Parlement anglais en 1956.
Pourtant, ce n’est qu'en 1979, avec la Convention de Genéve, que le premier cadre de
coopération intergouvernementale (entrée en vigueur en 1983) voit le jour dans le but
de protéger la santé et I'environnement contre la pollution atmosphérique. Plusieurs
protocoles internationaux ont ensuite été adoptés, dont le protocole de Kyoto (1997)
visant la réduction des gaz a effets de serre et celui de Goteborg (1999) fixant les
plafonds d’émissions pour différents composés dont les NOx et les COV (tout deux

entrés en vigueur en 2005).

L’Organisation Mondiale de la Santé (OMS) a proposé des lignes directrices visant a
réduire les effets sanitaires de la pollution de 'air en 1987. Elles ont été révisées en

1997 et remises a jour en 2005 (OMS, 2006).

Afin de limiter 'émission de polluants atmosphériques, la population est fortement
incitée a limiter leur production en milieu urbain. Ceci passe par des mesures d’ordre

préventives comme la diminution de la circulation de voitures dans les centres villes, le
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développement des réseaux de transport en commun et de modes de transport
alternatifs ou la réduction de la consommation en énergie des foyers. Des mesures
curatives existent également comme la généralisation de l'utilisation de filtres a
particules sur les pots d’échappement. Une législation de plus en plus stricte est par
ailleurs mise en place et soumet le grand public et les industriels a des contraintes
accrues en matiere de maitrise de la pollution atmosphérique. Par exemple, les
directives européennes relatives au principe du pollueur-payeur (Directive
2004/35/CE), et a la qualité de l'air (Directive 2008/50/CE) ont toutes deux été
retranscrites en droit francais et intégrées au Code de l'’environnement en 2010
(respectivement art L110-1 et L220-1 et suivants). En France, le Grenelle de
I'environnement a également fixé des objectifs ambitieux (réduire de 20% les émissions
de gaz a effet de serre d’ici 2020 et de 75% d’ici 2050) afin de réduire la dispersion dans
I'atmosphere de polluants connus pour leur caractere nocif pour la santé et

I’environnement.

Afin d’éviter, de réduire ou de prévenir les effets nocifs sur la santé humaine et/ou
sur I'environnement, différentes valeurs de concentration en polluants ont été fixées par
I'annexe 1 du décret n°2002-213, du 15 février 2002. Ces valeurs sont définies sur la
base des connaissances scientifiques actuelles et font toujours référence a une durée
d’exposition qui peut étre d’'une heure, d’'une journée ou d’'une année. Elles peuvent étre
séparées en deux catégories :

- Les valeurs limites correspondant a des niveaux d’exposition pouvant étre atteints
sur une période donnée mais qui ne doivent pas étre dépassés une fois atteints.
- Les valeurs cibles correspondant a des niveaux d’exposition maximum souhaitable

sur une période donnée (objectifs de qualité).

Les seuils d’alerte, de recommandation et d’information sont calculés sur des
moyennes horaires pour permettre une meilleure gestion et une diffusion rapide de
I'information.

Actuellement, seuls le benzene et le NO2 font 'objet d’'une réglementation. Le tableau
1.2 regroupe la réglementation concernant ces composés ainsi que les moyennes

annuelles mesurées en France et pour I'agglomération lyonnaise.
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Moyennes annuelles observées (2010)

Législation
Type de site France Lyon

Benzéne
Obijectif pour la qualité de l'air 2 pg.m
(moyenne annuelle)

Urbain et périurbain 0,9 pg.m= 1,2 pg.m=
Valeur limite 5 m3
(moyenne annuelle) HE-
Seuil de recommandation aucun

Trafic 1,7 ug.m= 1,8 ug.m=

Seuil d'alerte aucun
NO,
Obijectif pour la qualité de I'air 40 pg.m*®
(moyenne annuelle)

Urbain et périurbain 22 ug.m= 36 ug.m=
Valeur limite 40 m3
(moyenne annuelle) e
Seuil de recomr_nandatlon 200 ug.m*
(moyenne horaire)

Trafic 49 ug.m= 69 pug.m=

Seuil d'alerte 2
(moyenne horaire) 400 pg.m

Tableau [.2. Normes de qualité de I'air et concentrations moyennes annuelles du benzene et du
NO; (sources : OMS, 2006 ; MEDDTL, 2010 ; COPARLY, 2010).

Pour le benzéne, la valeur limite annuelle est respectée aussi bien au niveau national
que dans l'agglomération lyonnaise. Par contre, pour le NO; la valeur limite pour la
moyenne annuelle est dépassée pour les sites de trafic routier. La valeur limite de 200
pg/m’ en moyenne horaire, a ne pas dépasser plus de 18 heures par an, est dépassée sur
huit sites de trafic dans les agglomérations suivantes : Aix-en Provence, Avignon, Lyon,

Marseille, Paris et Toulouse (MEDDTL, 2010).
1.4.2. Surveillance

En France, depuis le 30 décembre 1996, la Loi sur I'Air et I'Utilisation Rationnelle de
I'Energie (loi LAURE n°96-1236) impose une surveillance de la qualité de l'air et
I'information du public en s’appuyant sur la définition de normes de qualité de l'air
(tableau 1.2). Cette surveillance porte sur I'’ensemble du territoire depuis le 1¢r janvier
2010. L’Etat a mis en place le Laboratoire Central de Surveillance de la Qualité de I'Air
(LCSQA), composé de I'Institut National de 'EnviRonnement Industriel et des RisqueS
(INERIS), du Laboratoire National de métrologie et d’Essais (LNE) et de I'Ecole des
Mines de Douali, afin de garantir la qualité des mesures effectuées (Arrété du 29 juillet
2010 - Code de l'environnement Livre II, Titre II). Un certain nombre d’autres
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organismes ou associations régionales peuvent étre agréés par le Ministere de
d’Ecologie, du Développement Durable, des Transports et du Logement (MEDDTL) dans
le but de surveiller les niveaux de pollution des territoires et d'informer en direct les
populations des risques encourus. En Rhone-Alpes par exemple, le COPARLY (Comité
pour le contrdle de la Pollution Atmosphérique dans le Rhone et la région LYonnaise) a
été remplacé par 'association Air Rhone-Alpes depuis le 14 janvier 2012 (Arrété du 20

décembre 2011).

Le droit a l'information sur la qualité de l'air et ses effets sur la santé et
I'environnement a été reporté dans l'article L125-4 du Code de I'environnement, entré

en vigueur le 7 janvier 2012.

La procédure d’information et d’alerte, comportant deux niveaux, est gérée par le
préfet qui doit informer le public et prendre des mesures d'urgence en cas de
dépassement du seuil d’alerte (restriction de la circulation automobile dans les centres

ville, réduction de la vitesse autorisée sur les grands axes périphériques, par exemple).

1.5. Problématique des parcs de stationnement couverts (PSC)

Un parc de stationnement couvert est un emplacement surmonté d’'une toiture
destiné au remisage des véhicules a moteur en dehors de la voie publique et pouvant
accueillir plus de 10 véhicules a moteur d'un poids total en charge inférieur ou égal a 3,5
tonnes. Les différents niveaux de stationnement peuvent étre superposés en

superstructure (immeuble) ou en infrastructure (souterrain).

Les parcs de stationnement couverts, a I'exclusion de ceux liés exclusivement aux
immeubles d’habitation, sont classés Etablissement Recevant du Public (ERP) depuis le

1erjuillet 2006 par I'arrété du 9 mai 2006.

1.5.1. Réglementation des PSC en France

Ces structures sont réglementées de facon a garantir la sécurité des usagers et
travailleurs. L’arrété du 9 mai 2006 (section IV article PS 31) stipule que la ventilation
doit étre « réalisée et surveillée de facon a s’opposer efficacement a la stagnation de gaz
nocifs ou inflammables ». A ce titre, I'installation d’'un systéme de ventilation pour le
désenfumage et le renouvellement de l'air est obligatoire. Pour les parcs en

superstructure, cette ventilation peut étre naturelle deés lors que les surfaces
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d’ouverture sont au moins égales a 50% de la totalité des fagades et représentent au
minimum 5% de la surface de plancher. De plus, ces ouvertures doivent étre situées sur
deux facades opposées pour favoriser les déplacements d’air. Pour les parcs en
infrastructure (ainsi que pour les parcs en superstructure ne répondant pas aux normes
précédemment citées), une ventilation mécanique est obligatoire et doit permettre un

débit d’extraction minimum de 600 m3.h-1 par véhicule.

1.5.2. Recommandation et Valeurs guides

En 2005, les ministeres en charge de la Santé et de 'Environnement ont demandé
'avis de 'AFSSET sur des valeurs limites de concentration en polluant dans I'air des PSC.
Cette saisine faisait suite a la préparation par le ministere de I'Intérieur d’'un arrété qui
proposait en particulier d’'intégrer des valeurs limites de concentrations pour le
monoxyde de carbone (CO) et le dioxyde d’azote (NOz). Les travaux de I’AFSSET ont
conduit a la détermination de deux valeurs de concentration en polluants applicables au

contexte des PSC :

- les «valeurs cibles » : sont établies sur la base de critéres strictement sanitaires,
elles constituent des objectifs recommandables et non des valeurs limites
d’expositions. Elles concernent des polluants pouvant avoir des effets nocifs sur
la santé par inhalation et identifiés comme problématiques au sein des PSC.

- Les «valeurs de gestion » : elles concernent un composé unique qu'’il est possible
de surveiller en routine et qui représente un bon indicateur de pollution car sa
concentration est bien corrélée avec celles des polluants identifiés comme

problématiques. Leur respect permet le respect des « valeurs cibles ».

Les conclusions du rapport de I’AFSSET indiquent que, dans le contexte des PSC, les
polluants les plus préoccupants sont le monoxyde de carbone (CO), le dioxyde d’azote
(NO2), les particules fines (PM) et le benzéne. Les valeurs cibles recommandées pour ces
polluants et pour des durées d’exposition de 30 minutes, représentatives de celles des

usagers des PSC, sont représentées dans le tableau suivant (tableau I.3) :
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Valeurs cibles Concentrations maximales mesurées
Polluants

(ng.m3) (ng.m?3)
co 60 000 39000
NO, 157 532
PM,, 113 216
PM, 93 91
Benzéne 18 58

Tableau [.3. Valeurs cibles et concentrations maximales mesurées (ug.m-3) pour les 5 polluants
considérés comme les plus préoccupants dans les PSC (source : AFSSET, 2007).

Parmi ces substances, le benzene et le NO: apparaissent comme les plus
problématiques, en termes de concentrations mesurées vis a vis des valeurs cibles.
L’agence recommande le NO comme polluant « de gestion » le plus pertinent a surveiller

en routine pour permettre notamment le pilotage de la ventilation des PSC.

L’ensemble des recommandations émises par I’AFSSET n’a pas été retenu et ne figure
pas dans l'arrété adopté le 9 mai 2006, relatif a la sécurité incendie et au risque de

panique dans les PSC.

Aucune valeur réglementaire de qualité de I'air intérieur des parcs de stationnement

couvert n’est imposée a ce jour par la législation frangaise, ni par aucun autre pays

(AFSSET, 2007).
1.5.3. Qualité de I'air dans les PSC en France

La qualité de l'air des PSC est mal connue. En effet, celle-ci dépend de nombreux
facteurs tels que la taille et la disposition du parking (superstructure ou infrastructure),
le mode de fréquentation (résidentiel ou tres fréquenté) et le type de ventilation adopté

par I'exploitant.

En France, les études réalisées depuis le début des années 2000 montrent que les
niveaux de pollution rencontrés dans les PSC sont préoccupants, que ce soit pour les
personnels travaillant dans les parkings mais également pour les usagers. Ils sont
globalement 10 a 100 fois plus élevés que dans I'atmosphere de la ville (Atmosf Air
Bourgogne, 2001 ; Air Pays de Loire, 2003 et 2004 ; ATMO Poitou-Charentes, 2003 ;
ASPA, 2005). De plus, il a été montré que les parkings ont un impact direct et non

négligeable sur la qualité de l'air extérieur a leur proximité (AFSSET, 2007). Par
43



exemple, la concentration de NO2 mesurée au mois de décembre 2002 dans un PSC de La
Rochelle est parfaitement corrélée avec celle mesurée sur la place située au-dessus du
parking souterrain. Lors des pics de concentrations de NO2 mesurés dans le parking, des

pics sont également enregistrés sur la place (ATMO Poitou-Charentes, 2003).

Un nombre limité d’études a été consacré a la qualité de I'air des PSC et la plupart de
ces études se sont intéressées a une gamme tres restreinte de polluants. Afin
d’appréhender la diversité des polluants présents dans les PSC, l'ensemble des
émissions liées au trafic automobile peuvent étre considérés. De cette fagon une liste de
275 substances a pu étre établie par 'AFSSET en 2007. Elle regroupe des oxydes d’azote
et de carbone, les particules, des COV dont les BTEX et des HAP ainsi que des métaux.
Parmi toutes ces substances, une quarantaine sont jugées pertinentes pour la gestion
des risques sanitaires (tableau [.4). Seulement une dizaine d’entre elles, considérées
comme les plus problématiques en raison des concentrations mesurées dans les PSC,
font 'objet de suivis lors des études récentes (en gras dans le tableau 1.4) (AFSSET,

2007).
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Substance Substance

NO, ‘ Benzo(a)anthracéne
co Chrysene

PM,, ‘ Benzo(b)fluoranthéne
PM, . Benzo(k)fluoranthéne
Benzéne ‘ Benzo(a)pyréne
Toluéne Dibenzo(a,h)antracene
Ethylbenzéne ‘ Benzo(g,h,i)péryléne
Xyléne Indéno(1,2,3-cd)pyréne
1,3-butadiéne ‘ Fluoréne
Formaldéhyde Arsenic
Acétaldéhyde ‘ Baryum

Acroléine Cadmium
Napthaléne ‘ Chrome
Acénaphtyléne Cobalt

Acénaphténe ‘ Cuivre

Phénantréne Mercure

Anthracéne ‘ Manganése
Fluoranthéne Nickel

Pyréne ‘ Plomb

Tableau 1.4. Liste des substances potentiellement d’intérét pour la gestion des risques sanitaires
dans les PSC. En gras figurent les composés considérés comme les plus problématiques en raison
des concentrations mesurées dans les PSC (source : AFSSET, 2007).

Cas des PSC de I'agglomération lyonnaise

Le COPARLY, récemment renommé ATMO Rhone-Alpes, et Lyon Parc Auto (LPA) ont
lancé en 2009 un programme d’étude visant a améliorer les connaissances sur la qualité
de l'air des PSC de l'agglomération lyonnaise. Cette étude de grande ampleur a été
découpée en trois volets : un état des lieux de la qualité de 'air de 25 parcs, une étude
approfondie d'un parc tres fréquenté et une étude de différents scénarios de ventilation
permettant d’améliorer la qualité de I'air des parkings. Les résultats de ce programme
d’études, publiés en 2010 et 2011 (COPARLY, 2010; COPARLY, 2011a; COPARLY,
2011b), ont mis en évidence la complexité des phénomeénes intervenant dans I'émission
et la répartition des polluants dans les PSC ce qui rend tres difficile la détermination des
niveaux de pollution. A typologie de parking équivalente (taille et disposition), le mode
de fréquentation joue un roéle important sur la qualité de l'air. Par exemple,

contrairement a I'idée regue selon laquelle le niveau de pollution d’'un parking fortement
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fréquenté (ayant une circulation et un renouvellement de véhicule important) est plus
élevé que celui d'un parking résidentiel (caractérisé par une circulation automobile
moins dense), les travaux du COPARLY montrent que les taux de BTEX, et
particulierement de benzéne et de toluéne, sont plus élevés la nuit dans les parkings
résidentiels probablement en raison de I’évaporation des carburants contenus dans les

réservoirs des véhicules (figure 1.6).
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Figure 1.6. Concentrations de benzéne et de toluene (pug.m-3) mesurées entre le 1¢r et le 8 mars
2011 dans le parking du Gros Cailloux a Lyon 4¢me (COPARLY, 2011b).

Ces travaux mettent en évidence la nécessité d’utiliser différents polluants cibles pour
la surveillance et la gestion de la qualité de 'air au sein des PSC. Enfin, pour diminuer de
fagcon notable le nombre d’épisodes de dépassement des valeurs seuils préconisées par
I’AFSSET, il apparait indispensable d’augmenter ostensiblement les temps de ventilation

en considérant la typologie et le mode de fréquentation du parking.

Ce dernier point renforce le probléme lié aux rejets de polluants dans I'atmospheére
urbaine par les systemes de ventilation des PSC et a leur impact sur la qualité de I'air

urbain. Afin de limiter ces rejets, le traitement de l'air issu des PSC pourrait donc étre
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envisagé. Néanmoins, actuellement, il n’existe aucun PSC équipé d'un systeme de

traitement d’air a I'exception du parking du Centre d’Echange de Lyon Perrache (CELP).
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2. Traitement de l'air

Il existe différentes technologies de traitement d’effluents gazeux dont la mise en
ceuvre est plus ou moins pertinente d’'un point de vue technico-économique en fonction
des gammes de débits et concentrations de polluants a traiter (figure 1.7). Dans cette
partie, seuls les procédés adaptés pour le traitement d’effluents gazeux caractérisés par

des niveaux de concentrations largement inférieurs a 1g.m=3 en polluants seront

détaillés.
A
100
- Cryocondensation
E_ Membrane |
20 ] Absorption
5 L | _Lavage Oxydation thermique
E Condensation et catalytique
B Adsorption
5 ——— - - . :
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Figure 1.7. Faisabilité technico-économique des principaux procédés de traitement de l'air en

fonction de la concentration et du débit de I'effluent a traiter (d’aprés Herman et al., 1998 ;
Delhoménie et Heitz, 2005).

Les différents types de procédés utilisés pour le traitement de l'air peuvent étre

séparés en deux groupes ; les procédés physico-chimiques et les procédés biologiques.
2.1. Procédés physico-chimiques
2.1.1. Absorption

L’absorption est un procédé utilisé pour traiter des effluents gazeux dont la
concentration en polluants est généralement de l'ordre de 10 gm-3 (figure L.7).
Cependant, son principe de fonctionnement est largement utilisé dans les bioprocédés.

C’est pourquoi il parait nécessaire de le décrire ici.
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L’absorption est un processus de transfert d'un composé d’'une phase gazeuse vers
une phase liquide. Elle est réalisée dans une tour de lavage remplie d’'un garnissage
inorganique permettant d’augmenter la surface de contact gaz/liquide. Selon la
solubilité des composés a traiter, le lavage est fait a 'eau ou avec I'addition de produits

chimiques (figure [.8). L’absorption peut étre :

- physique: le composé transféré ne subit alors aucune transformation chimique.
Le flux de polluants transféré est proportionnel a la capacité de diffusion du
composé dans les deux phases en contact. Le transfert dépend de la surface
d’échange et du temps de contact gaz/liquide, de la température et du coefficient

de diffusion du composé absorbé (Roustan, 2004).

- chimique : lorsque l'effluent est faiblement concentré des réactions chimiques
sont mises en jeu. Suivant la nature des composés, ces réactions sont de type
acido-basique (lavage a la soude pour I'H2S ou a I'acide pour le NH3) ou de type
oxydoréduction (chlore ou ozone pour les composés azotés et les aromatiques)

(Fanlo, 2005).

Air H,O (+ produits chimiques)
épuré
Recirculation
Effluent Eaux de
gazeux lavage

Figure 1.8. Schéma de principe d’une tour de lavage.

Les procédés mettant en ceuvre 'absorption permettent d’atteindre des abattements
supérieurs a 95% dans de nombreux cas et sont adaptés a une vaste gamme de débits,
de concentrations et de composés. L’absorption est largement utilisée pour le traitement
d’effluents gazeux odorants provenant de stations d’épuration ou de local de stockage de
boues (Van Groenestjin et Kraakman, 2005). Cette technique présente plusieurs
avantages: la mise en route et le redémarrage du procédé sont immédiats et son
fonctionnement est flexible et robuste face aux variations de charges brutales.
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Les inconvénients principaux résident dans les colits d’installation et de
fonctionnement (consommation de réactifs chimiques et d’eau (Roustan, 2004)).
Concernant le traitement d’effluents gazeux complexes, I'association de plusieurs tours
de lavage, chacune spécifique au traitement d’'une famille de composés, est nécessaire.
Le contrdle permanent des parametres opératoires (pertes de charge, débits liquides)
est indispensable. Le colt de régénération ou d’élimination de la solution de lavage doit

étre également considéré (Delhoménie et Heitz, 2005),

2.1.2. Adsorption

L’adsorption est un phénomene de surface par lequel les composés gazeux se fixent
sur les surfaces d'un support solide dit adsorbant (figure 1.9). L’adsorbant le plus
couramment utilisé est le charbon actif. Durant la phase de transfert gaz/solide, des
interactions plus ou moins importantes s’établissent entre le composé adsorbé et
I'adsorbant. L’adsorption physique, ou physisorption, met en jeu des liaisons de faibles
énergies de type forces de Van der Walls. Elle est généralement réversible permettant
ainsi une régénération de 'adsorbant. L’adsorption chimique, ou chimisorption, met en
jeu des liaisons d’énergie supérieure, de type covalente. Elle est souvent irréversible ou
difficilement réversible (Rouquerol et al, 1999). L’adsorption est facilitée par les
matériaux ayant une surface spécifique importante (1000 a 1200 mZ2.g-1 pour le charbon
actif), et par la nature des groupes fonctionnels surfaciques en interaction physique ou
chimique avec les polluants (Le Cloirec, 2003). La capacité d’adsorption est d’autant plus
élevée que les composés a piéger ont une faible pression de vapeur saturante et peut
étre améliorée de facon significative par imprégnation de 'adsorbant avec des réactifs

chimiques (Koller, 2004).

Air
épuré

Effluent
gazeux

Figure 1.9. Schéma de principe d’'une tour d’adsorption.
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L’adsorption est particulierement adaptée au traitement d’effluents tres peu
concentrés ce qui augmente la durée de vie de I'adsorbant avant saturation, et dont la
concentration fluctue. De plus, c’est un des seuls procédés de traitement d’air applicable

a une tres large gamme de débit, pouvant aller jusqu’a 50 000 m3.h-1 (Le Cloirec, 2003).

Dans le cas du traitement de polluants atmosphériques, 'adsorption est utilisée en
mode non régénératif car la nature des composés piégés ne présente aucun intérét. Des
imprégnations chimiques sont souvent utilisées pour augmenter les capacités

d’adsorption.
Cette technique présente, toutefois, deux inconvénients majeurs :

- Elle n’est pas adaptée au traitement d’effluents chauds et humides (> 55°C et >
50% d’humidité relative), en raison de phénomene de compétition avec I'eau
(Fanlo, 2005),

- Le renouvellement de l'adsorbant ainsi que I’élimination du matériau saturé

représentent un colt supplémentaire (Le Cloirec, 2003).

2.1.3. Photocatalyse oxydative (PCO)

La photocatalyse est particulierement adaptée au traitement d’effluents tres
faiblement concentrés. Elle est utilisée pour 'amélioration de la qualité de I'air intérieur.
Son fonctionnement repose sur l'action de la lumiere (artificielle le plus souvent) sur un
catalyseur qui permet 'oxydation des polluants (figure 1.10). Ainsi apres adsorption des
polluants sur le catalyseur, la dégradation des polluants en CO; et H20 a lieu. L’énergie
lumineuse nécessaire a cette dégradation se situe dans 'ultraviolet (UV) ce qui implique
l'utilisation d’'une lampe spécifique et une consommation d’énergie. L’oxyde de métal le
plus utilisé en photocatalyse est 'oxyde de titane (TiO2) car il permet la destruction
complete de nombreux polluants organiques (Zhao et Yang, 2003 ; Wang et al.,, 2007),
ainsi que la dégradation compléte et simultanée des NOx et des BTEX (Ao et Lee, 2002 ;
Chenetal, 2011).
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lumieére

H,O + CO,
+ sous produits de
dégradation

‘oxydation

Catalyseur recouvert d’ox&fdé de métal

Figure 1.10. Schéma de principe de la photocatalyse oxydative.

Les inconvénients majeurs de cette technique sont que le catalyseur doit étre exempt
de toute impureté et doit permettre un temps de contact entre le polluant et le
catalyseur suffisamment long pour que la décomposition soit complete. Dans le cas
contraire, des sous-produits pouvant présenter un risque de toxicité, comme le
formaldéhyde, sont générés (Wang et al., 2007). De plus, cette technique nécessite le
brassage de grands volumes d’air ce qui, en plus d’étre bruyant et énergivore, parait
incompatible avec le temps de contact nécessaire a la décomposition totale des

composés (Debono, 2011).

Les capacités de photocatalyse dépendent de I'intensité lumineuse car plus l'intensité
lumineuse est forte, plus les capacités sont importantes, ce qui entralne donc une
consommation énergétique plus conséquente. Le taux d’humidité de l'effluent est
également un parametre important, une humidité relative élevée diminue en effet

'activité photocatalytique (Staub de Melo et Trichés, 2012).

En résumé, le tableau suivant (tableau 1.5) rassemble les performances, les limites et
les cofits associés aux différents procédés physico-chimiques comparés a ceux des

bioprocédés de traitement de l'air.
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Technologie Performances Limites Colits / (m%.hY) d'air
- Abattement : 90-98% - Inadapté aux polluants peu
Récupération possible des ol
. P k P - Consommation d'eau et de - Investissement : 12 - 95 €
Absorption polluants dissous . . _ .
. ; réactifs chimiques - Fonctionnement : 20—95 €
- Démarrage rapide P .
. - Elimination de la solution de
- Flexible et robuste
lavage
- Abattement : 90-98%
_ Récupérati ible d
_ ecupéra ?n pos;l e des Re‘generatlon 0}1 ellm!natlon - Investissement : 12 — 55 €
Adsorption polluants (désorption) de 'adsorbant nécessaire

Photocatalyse oxydative (PCO)

- Démarrage rapide
- Flexible et robuste

- Abattement : 90-98%

- Faible encombrement

- Compatible avec des trés
faibles concentrations en
polluants

- Humidité de l'effluent < 50%

- Nettoyage nécessaire de la
surface du catalyseur

- Génération de sous produits
toxiques ?

- Fonctionnement : 8 - 27 €

Non communiqués
- Investissement : élevés
- Fonctionnement : élevés

B A - Systéeme complexe

- Flexible et robuste

- Abattement : 80-98%

- Compatible avec des débits
élevés et de tres faibles
concentrations en polluants
- Peu de maintenance

- Contrdle des paramétres
opératoires
-Encombrement important
- Problémes de pertes de
charge

- Investissement : 8 =55 €

Bioprocédés - Fonctionnement: 2 -8 €

Tableau L.5. Performances, limites et colits des différents types de procédés de traitement de I'air
(d’aprés Delhoménie et Heitz, 2005 ; Staub de Melo et Trichés, 2012).

D’une fagon générale, les procédés de sorption (absorption et adsorption) engendrent
des colits d’investissement et de fonctionnement similaires et importants surtout
lorsqu’il s’agit de traiter des effluents trés faiblement chargés en composés polluants
(Delhoménie et Heitz, 2005). La technologie physico-chimique la mieux adaptée a ce
type de concentrations est la PCO. Cependant, ses colits d’investissement et de

fonctionnement sont bien supérieurs a ceux des bioprocédés.

2.2. Les Bioprocédés de traitement de I'air

Le traitement biologique de l'air repose sur l'oxydation partielle ou compléte des
polluants contenus dans le gaz a traiter par les microorganismes. Cette transformation
aboutit a la formation de biomasse, de CO2, d’H20 et sels minéraux (Bibeau et al. 1997,
Pré et al, 2004 ; Malhautier et al, 2005). Les bioprocédés fonctionnent généralement a
température ambiante, produisent peu de sous-produits de dégradation et nécessitent
par conséquent des apports énergétiques réduits comparés aux autres types de

procédés.
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Différentes étapes de la
EAU AIR dégradation biologique :
1. Absorption des polluants
p011uants i | de la phase gaz a la phase
= aqueuse

2. Dégradation biologique des
polluants par les
microorganismes qui
produisent des métabolites
(sous produits de

4 dégradation), de I'énergie et
de la biomasse

3. Relargage des métabolites
dans la phase aqueuse

4.  Désorption des métabolites
de la phase aqueuse vers la
phase gazeuse

Figure 1.11. Schéma de principe des transferts de polluants et de métabolites de biodégradation
entre les phases aqueuse et gazeuse dans les bioprocédés de traitement de l'air (d’aprés Pré et
al, 2004).

Le processus d’épuration s’organise en deux étapes (figure .11) :

- dans un premier temps, les polluants gazeux sont transférés dans la phase aqueuse
(absorption),

- la seconde étape consiste en une biodégradation des composés par les
microorganismes. Ceci permet la régénération de la phase aqueuse et favorise le

transfert gaz/liquide des polluants.

La cinétique globale de ses deux phases est influencée par différents facteurs

(Chapitre I, page 59) tels que (Kennes et al., 2009 ; Kraakman et al., 2011) :

- la nature des polluants a traiter (transfert, biodégradabilité),

- la biomasse microbienne (densité, diversité, structure, activité, fonction),

- la charge entrante (concentrations, vitesse de passage/temps de séjour),

- le matériau de garnissage utilisé (surface spécifique),

- les conditions opératoires (pH, température, humidité, oxygene, éléments

nutritifs).

by

Les bioprocédés sont particulierement adaptés au traitement d’effluents gazeux a
fort débit, au dela de 100 000 m3.h-1, et a faible concentration, de quelques mg.m-3 a
plusieurs g.m3 (Fanlo, 2005 ; Kennes et al., 2009). Ces techniques sont applicables a une
large gamme de COV, dont les BTEX (Aizpuru et al.,, 2001 ; Iranpour et al.,, 2005 ; Haque
et al, 2012) et aux NOx (Jin et al, 2005; Niu et Leung, 2010). De plus, ces procédés
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résentent des colits d’'investissement et de fonctionnement modérés par rapport a ce

d’autres technologies de traitement de I'air (Prado et al, 2009 ; Estrada et al.,, 2012).

Le tableau [.6 présente les trois types de bioprocédés existant, classés en fonction de

la mobilité de la phase aqueuse et de la biomasse.

Biomasse
Phase aqueuse
Libre Fixée
Mobile Biolaveur Filtre percolateur
Immobile - Biofiltre

Tableau I.6. Classification des bioprocédés de traitement de I'air.
2.2.1. Biolaveur

Aussi appelé biofiltre a biomasse mobile, un biolaveur contient des microorganismes
en suspension dans la phase liquide. Les étapes d’absorption et de biodégradation sont
séparées spatialement. Le biolaveur est constitué, au minimum, de deux compartiments
(figure 1.12) : une tour d’absorption et un bioréacteur. La colonne d’absorption, congue
comme une tour de lavage chimique, peut étre remplie ou non par un garnissage
synthétique. Cette colonne permet le transfert des polluants de la phase gazeuse a la
phase liquide. Le bioréacteur, ou bassin de boues activées, dans lequel se déroule I'étape
de biodégradation, contient la biomasse en suspension. Ce compartiment est agité et
oxygéné. L'ajout d’'un décanteur peut s’avérer nécessaire pour certaines applications. Il
permet de séparer la biomasse excédentaire de la phase aqueuse afin d’éviter son

accumulation qui provoquerait le colmatage du réacteur.
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Figure 1.12. Schéma de principe d’un biolaveur

Ce bioprocédé permet le traitement de polluants solubles dans I’eau et relativement
concentrés (de l'ordre de quelques g.m3). Le controle des parameétres physico-
chimiques est facilité par la circulation continue de l'eau. Les inconvénients de cette
technique sont liés aux purges périodiques de la phase liquide obligatoires pour éviter
I'accumulation de la biomasse au sein de la colonne de lavage mais aussi celle de sous-
produits de dégradation potentiellement toxiques. Ces purges impliquent le traitement
ultérieur des boues excédentaires et des eaux usées (Delhoménie et Heitz, 2005 ; Kennes

etal, 2009).

2.2.2. Les filtres percolateurs

Dans ce procédé, les phénomenes physique et biologique se déroulent dans un méme
compartiment et la biomasse est immobilisée. Les microorganismes adherent entre eux
et forment un biofilm. Le développement d’'un biofilm confere certains avantages par
rapport aux systémes planctoniques comme une augmentation de la densité locale de
microorganismes ainsi que des activités métaboliques, et une protection contre des
éléments toxiques ou inhibiteurs (Costerton et al, 1994 ; Lazarova et Manem, 1995). Le
garnissage utilisé est généralement synthétique. La circulation en continu de la phase
aqueuse, contenant une solution nutritive, a travers le matériau de garnissage constitue

la particularité du filtre percolateur (figure 1.13).
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Air H,O + nutriments
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Figure 1.13. Schéma de principe d’un filtre percolateur
Comme pour les biolaveurs, les filtres percolateurs sont adaptés au traitement de
polluants facilement solubles dans I’eau. Ils peuvent traiter des débits importants a des
concentrations relativement élevées (de quelques mg.m=3 a 0,5 g.m-3). Le contrdle des
parametres opératoires, tels que le pH et la quantité de nutriments, est facilité par la

circulation de la phase aqueuse (Iranpour et al., 2005 ; Delhoménie et Heitz, 2005).

En revanche, I'inoculation (Chapitre I, page 60) du systeme est indispensable et la
croissance bactérienne doit étre contrélée pour éviter les risques de colmatage liés au
développement du biofilm, impliquant 'augmentation des pertes de charges et donc de

la consommation énergétique (Fanlo, 2005 ; Mudliar et al., 2010).

2.2.3. Les biofiltres

Dans un biofiltre, la biomasse est fixée sur un garnissage organique ou inorganique et
la phase aqueuse est immobile. Le passage de l'effluent gazeux pollué est forcé au
travers du garnissage (figure 1.14). La biodégradation des polluants a lieu au sein du
biofilm formé par les microorganismes. Un systeme d’irrigation périodique permet de
maintenir un taux d’humidité optimal du matériau support et d’apporter les éléments

minéraux indispensables a la croissance de la biomasse.
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Figure 1.14. Schéma de principe d’un biofiltre

La biofiltration est le procédé biologique le plus approprié pour le traitement de
grands volumes d’air contenant des concentrations faibles de polluants (Mudliar et al,
2010). Cette technique est la plus anciennement utilisée, ses premieres applications
datent de 1923 ou des biofiltres, sous forme de lits de terre a ciel ouvert, étaient utilisés
pour le traitement d’odeurs provenant des eaux d’égouts (Leson et Winer, 1991). Elle a
fait 'objet d‘un tres grand nombre d’applications industrielles et est actuellement la plus
couramment utilisée (Fanlo, 2005) en raison de sa relative facilité de mise en ceuvre et
des faibles colits de fonctionnement (Schulz, 2009 ; Estrada et al., 2012). Les limitations
de la biofiltration résident dans la difficulté a éliminer certains composés récalcitrants et
dans la lenteur des cinétiques de dégradation biologique, ce qui conduit a une emprise
au sol tres importante de ce procédé.

Depuis la fin des années 90, les recherches visant a améliorer les performances des

biofiltres se sont concentrées sur :

- la compréhension des processus biologiques liés au fonctionnement de
I'écosystéme se développant dans le garnissage (Fanlo et al, 1998 ; Khammar et al,

2005 ; Maliyekkal et al., 2004 ; Cabrol et Malhautier, 2011),

- les difficultés liées au transfert de masse des polluants entre les phases gazeuse et

liquide (Pacaetal.,, 2010 ; Kraakman et al., 2011).

Ces travaux sont réalisés essentiellement a 'échelle du laboratoire et mettent en
ceuvre des unités pilotes les plus représentatives possibles des biofiltres industriels
utilisés pour le traitement de l'air. Ils visent principalement le traitement de gaz
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contenant des concentrations en polluants mimant des émissions industrielles
(Malhautier et al., 2005 ; Guieysse et al, 2008) qui sont généralement beaucoup plus
élevées que celles rencontrées dans les PSC. De ce fait, les efficacités de traitement
obtenues a partir de pilotes industriels sont difficilement extrapolables au traitement de

I’air des PSC.

2.3. Parametres opératoires de la biofiltration

Différents parametres opératoires influencent les performances épuratoires des

biofiltres. Ils peuvent étre répartis en trois catégories :

- les compartiments du biofiltre (ou composantes physique et biologique) : nature
et composition du matériau de garnissage, origine des microorganismes

(inoculés ou indigenes),
- les parameétres physico-chimiques : température, taux d’humidité et pH,

- les parameétres caractérisant l'effluent gazeux : débit, vitesse de passage et temps
de résidence théorique du gaz dans le garnissage, composition et concentration

en polluants.

2.3.1. Compartiments du biofiltre

2.3.1.1. Composition du matériau de garnissage

Différents matériaux organiques et inorganiques sont utilisés en biofiltration. Parmi
les garnissages organiques les plus utilisés, le compost (Delhoménie et al.,, 2002a), les
copeaux de bois (Chen et al, 2008), les écorces de pin (Cabrol et al, 2009), la tourbe
(Aizpuru et al., 2001), la fibre de coco (Martin et al., 2004) et le sol (Nelson et al,, 2011)
peuvent étre cités. Des mélanges de matériaux organiques et inorganiques tels que du
compost associé a de la perlite sont également utilisés comme garnissage de biofiltres
(Corsi et Seed, 1995 ; Klapkova et al.,, 2002). Il a été montré que la nature du matériau de
garnissage a une forte influence sur les parametres opératoires et les communautés
microbiennes (Corsi et Seed, 1995 ; Hartung et al, 2001 ; Ramirez-Lopez et al., 2003 ;
Martin et al.,, 2004 ; Sakuma et al, 2006 ; Alvarez-Hornos et al, 2008 ; Habouzit et al,

2011). Ceci est principalement d{i aux propriétés physico-chimiques des garnissages tels
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que leur surface spécifique, leur capacité de rétention en eau, leur capacité de sorption

et le pH.

Les matériaux organiques sont beaucoup plus utilisés a I’échelle industrielle en raison
de leur moindre colt et I'obtention de capacités d’élimination supérieures (Delhoménie
et Heitz, 2005; Prado et al, 2009 ; Estrada et al, 2012). Ces avantages sont liés a

plusieurs caractéristiques :

- la porosité: idéalement située entre 50 et 80%, elle favorise le transfert
gaz/liquide, la fixation des microorganismes et la diversité des micro-niches (Mc
Nevin et Bradford, 2000 ; Cohen, 2001),

- la capacité de rétention en eau: permet de réduire la fréquence de l'irrigation
(Muldiar et al., 2010),

- la capacité de sorption: permet le stockage de polluants en exces et leur
relargage en cas de limitation, ce qui améliore la résistance du systéme aux
fluctuations de charge en entrée (Chen et al,, 2004),

- le pouvoir tampon : permet de limiter la fréquence d’ajustement du pH (Kim et
al, 2000),

- la microflore indigéne: permet la colonisation du biofiltre a partir des
microorganismes initialement présents dans le garnissage (Mudliar et al., 2010),

- l'apport de nutriments : représente une source énergétique supplémentaire pour
la biomasse. Ceci permet de limiter les apports externes (Malhautier et al., 2005 ;

Govind et Narayan, 2005).

Les inconvénients des matériaux organiques sont liés a leur stabilité structurelle. Ils
peuvent induire des pertes de charge supérieures a celles des matériaux inorganiques,
ce qui implique un surcoft énergétique, et des problémes de compaction augmentant le
risque de colmatage (Delhoménie et Heitz, 2005, Estrada et al., 2012). Pour limiter ces
inconvénients, les matériaux organiques peuvent étre utilisés en mélange avec des
matériaux inorganiques, notamment avec de la perlite (Delhoménie et Heitz, 2005 ;

Kennes et al., 2009).

2.3.1.2. Microorganismes et inoculation

Les microorganismes sont les acteurs responsables de la biodégradation des

polluants (Kennes et al, 2009). Bien que leur développement et leur fonctionnement
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soient influencés par I'ensemble des parametres opératoires, ils représentent I'élément
déterminant dans l'efficacité de la biofiltration. Ceci explique que les garnissages de
biofiltres sont généralement inoculés (Cabrol et Malhautier, 2011). L’ensemencement

peut étre réalisé a partir (Pré et al, 2004) :

- deboues activées diluées issues de stations d’épuration d’eaux usées,

- d’échantillons de sols ou d’eau contaminés par les composés cibles,

- de consortia bactériens enrichis au laboratoire ou de souches pures sélectionnées
en fonctions des polluants a traiter,

- d’échantillons prélevés sur des biofiltres traitant des composés similaires.

Lors de la mise en ceuvre de biofiltres a 1'échelle industrielle, I'inoculation du
garnissage par des boues de stations d’épuration est une pratique courante. Ces boues
contiennent des communautés microbiennes denses et diverses mais non spécifiques
aux polluants ciblés. Les communautés capables de dégrader les polluants sont
sélectionnées au cours du fonctionnement du biofiltre durant une période dite

« d’acclimatation » (Malhautier et al., 2005).

La période d’acclimatation est définie, d’'un point de vue biologique, comme le temps
nécessaire a la sélection et la structuration spatiale d’'un consortium microbien capable
de dégrader efficacement les polluants a traiter (Bayle, 2005). Elle correspond donc a la
mise en place d'un écosysteme (Cabrol et Malhautier, 2011). Au niveau du
fonctionnement d’un biofiltre, elle se rapporte a la « prise d’efficacité » du systéme, c’est-
a-dire au délai requis pour atteindre un état stationnaire pendant lequel I'efficacité
d’élimination des composés traités est maximale (Corsi et Seed, 1995). La durée de cette
période dépend de nombreux facteurs, comme la complexité du gaz et les propriétés
physico-chimiques des polluants traités, ainsi que des caractéristiques du garnissage par
exemple (Corsi et Seed, 1995). La prise d’efficacité varie de quelques jours a quelques

semaines (Cabrol et Malhautier 2011).

Certaines études ont montré que I'inoculation permet d’accélérer la prise d’efficacité
et d’augmenter les performances d’'un biofiltre, en termes de taux d’efficacité et de
maintien des performances dans le temps (Prado et al., 2005 ; Klapkova et al., 2006 ; Ho
et al, 2008 ). Dans le cas des BTX, 'acclimatation de la communauté bactérienne au
benzene ou au xyléne (plus toxiques) favorise I'élimination du toluéne (moins toxique)
(Maliyekkal et al., 2004).
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La nécessité d’ensemencer les biofiltres dépend de la biodégradabilité des polluants a
traiter et de la nature du garnissage utilisé. Dans le cas de l'utilisation de garnissages
organiques, tels que le compost, la tourbe ou le sol, colonisés par une microflore
indigene (Delhoménie et Heitz, 2005; Kennes et al, 2009), l'inoculation n’est pas
indispensable. Il a été récemment mis en évidence que la communauté microbienne des
biofiltres est principalement influencée par la composition de la biomasse indigene du
support, et, dans une moindre mesure, par I'apport de I'inoculum (Cabrol et al, 2012).
Les microorganismes se développant naturellement dans le garnissage sont mieux
adaptés a celui-ci et occupent 'espace. Ceux qui possedent le potentiel métabolique
nécessaire a la dégradation des polluants traités sont sélectionnés au cours de la phase

d’acclimatation (Kennes et al., 2009).

De nombreux microorganismes (bactéries et champignons) sont connus pour leurs
capacités a dégrader une grande diversité de polluants (Mudliar et al, 2010). La
troisieme partie de cette synthese bibliographique est consacrée aux acteurs de la
biodégradation des composés ciblés dans cette étude, ainsi qu'aux voies métaboliques

mises en jeu (Chapitre I, page 73).

2.3.2. Parameétres physico-chimiques

2.3.2.1. Température

Les biofiltres fonctionnent généralement a température ambiante. La température de
fonctionnement d’un biofiltre est affectée par les réactions biologiques exothermiques
qui ont lieu dans le garnissage mais elle est essentiellement conditionnée par la
température de l'effluent gazeux (Fanlo, 2005). Ce parametre a une influence
importante sur les performances épuratoires du biofiltre puisqu’il conditionne non
seulement l'activité des microorganismes contenus dans le biofiltre mais aussi la

solubilité des polluants.

Les communautés microbiennes se développant dans les biofiltres sont généralement
mésophiles, c’est-a-dire adaptées a une gamme de température de 20°C a 45°C
(Delhoménie et Heitz, 2005 ; Malhautier et al, 2005). Pour le traitement des BTEX, la
température optimale se situe entre 20°C et 32°C (Lu et al., 1999 ; Yoon et Park, 2002 ;

Darlington et al, 2001 ; Alvarez-Hornos et al, 2008). Dans le cas du traitement du
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toluene par un biofiltre de tourbe, Sorial et al. (1997) ont montré que l'activité de

dégradation augmente lorsque la température augmente sur une plage de 11°C a 32°C.

Toutefois, si des températures plus élevées favorisent l'activité des microorganismes,
elles diminuent la solubilité des polluants dans la phase aqueuse (Vergara-Fernandez et
al, 2007 ; Kraakman et al,, 2011). Lors de I'utilisation d’un biofiltre végétalisé pour le
traitement de TEX a tres faible concentration, Darlington et al. (2001) ont montré que
'activité biologique du biofiltre est optimale sur une plage de température comprise
entre 23 et 26°C. La température optimale de dégradation peut étre diminuée en
augmentant la vitesse de passage de l'effluent pollué dans le biofiltre (Darlington et al,

2001).

Peu de systémes de biofiltration sont spécifiquement développés pour fonctionner a
des températures comprises entre 0°C et 10°C (Mc Nevin et Bradford, 2000 ;
Delhoménie et Heitz, 2005). Mc Nevin et Bradford (2000) citent des travaux réalisés par
Pinette et al. (1994) révélant que des températures inférieures a 10°C n’affectent pas

I'efficacité de traitement lorsque I’état stationnaire est atteint.
2.3.2.2. Humidité relative

Le taux d’humidité du garnissage est un parameétre crucial pour garantir I'efficacité du
systeme. Il est affecté principalement par 'humidité de I'effluent gazeux a traiter car le
passage permanent d’air au travers du biofiltre provoque naturellement un assechement
du garnissage. Par ailleurs, les réactions de biodégradation tendent a réchauffer le
biofiltre entrainant une évaporation d’eau (Morales et al, 2003). Tout comme la
température, '’humidité conditionne a la fois le développement et l'activité des

microorganismes mais aussi la disponibilité des polluants.

Le taux d’humidité recommandé est généralement compris entre 40% et 60%
(Delhoménie et Heitz, 2005 ; Malhautier et al, 2005). Pour le traitement du toluéne,
Shareefdeen et al. (2010) ont observé une augmentation de I'efficacité de biofiltration
lorsque le taux d’humidité augmente de 30% a 50%. Par contre, les performances

diminuent pour des niveaux d’humidité du garnissage de 'ordre de 70%.

Un taux d’humidité trop bas modifie la structure et la physiologie de la communauté
bactérienne, réduit 'activité microbienne et favorise le développement des levures et
champignons (Khammar, 2002 ; Sun et al, 2002 ; Prenafeta-Boldu et al., 2012). Un taux
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d’humidité faible réduit la biodisponibilité des polluants en diminuant I'étape de
transfert gaz/liquide (Alvarez-Hornos et al, 2008). La déshydratation de certains
garnissages organiques peut entrainer des dysfonctionnements irréversibles tels que le
développement de fissures, a 'origine de chemins préférentiels du gaz (Mudliar et al,
2010). De plus, certains garnissages organiques, comme la fibre de coco, deviennent

hydrophobes une fois asséchés et sont tres difficiles a ré-humidifier.

A linverse, un taux d’humidité trop élevé provoque une augmentation de la
compaction du garnissage et des pertes de charge, limite le transfert des polluants de la
phase gazeuse vers la phase aqueuse et favorise la formation de zones anoxiques (Pré et

al., 2004 ; Kennes et al., 2009).

Afin de maintenir un taux d’humidité optimal, I'effluent a traiter est pré-humidifié,
généralement a saturation (Corsi et Seed, 1995). Cette étape permet également
d’éliminer les particules avant l'entrée dans le biofiltre (Iranpour et al, 2005). Un
systeme d’arrosage périodique en surface permet I'ajustement du taux d’humidité du
biofiltre ainsi que I'ajout d’éléments nutritifs indispensables a la biomasse (Jorio et al.,

2000 ; Delhoménie et al., 2001 ; Sheridan et al., 2003).

2.3.2.3.pH

Le pH a une influence non négligeable sur les performances de la biofiltration (Lu et
al, 2002) car il conditionne I'état d’ionisation des solutés, leur taux de transfert et le
développement des microorganismes. Les communautés microbiennes présentent dans
les biofiltres sont généralement neutrophiles, c’est-a-dire adaptées a une gamme de pH

de 6 a 8 (Delhoménie et Heitz, 2005 ; Malhautier et al.,, 2005).

Lors de l'utilisation d’un biofiltre pour le traitement des NOx, Barnes et al. (1995) ont

observé une dégradation optimale du NO pour des pH compris entre 6 et 7.

Lu et al. (2002) ont observé une dégradation des BTEX optimale a un pH de 7,5,
'activité de dégradation étant réduite de 20% a pH 5 ou 8,5. Cependant, des études ont
montré que la dégradation des BTEX peut également avoir lieu pour des pH compris
entre 4 et 6, grace au développement de champignons (Aizpuru et al,, 2001 ; Kennes et

Veiga, 2004 ; Mohammad et al., 2007).
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2.3.3. Caractéristiques de l'effluent gazeux

2.3.3.1. Débit, vitesse de passage et temps de résidence théorique du gaz

Le tableau 1.7 présente les formules et les unités utilisées pour le calcul de ces trois

parametres reliés entre eux et permettant de déterminer les dimensions des biofiltres.

Parameétres Formules Unités utilisées

-Q: Débit (m3h?)
Débit de I'effluent Q=V,/T -V, Volume d‘air a traiter (m?)
-T: Temps (h)

- U :Vitesse de l'air (m.h?)
Uu=Q/Ss -Q: Débit (m3h1)
-S:Surface du gamissage (m?)

Vitesse de passage de l'air
(en entrée de biofiltre)

- EBRT : Temps de résidence théorique (s)

Temps de résidence EBRT = Vgrmicse / Q -Q:débit(m3s?)
thté(?rique ou teﬂmp_s de ou ~ Vonisae: Volume de ga rni_ssage (m?)
résidence en fdt vide EBRT = Horr/U Homsse: Hauteur de garnissage (m)

- U :Vitesse de l'air (m.s?)

Tableau 1.7. Formules et unités utilisées pour le calcul des parameétres caractérisant I'effluent
gazeux a traiter.

Le débit correspond au volume d’air a traiter par unité de temps, exprimé

généralement en m3 par heure.

La vitesse de passage de l'air est fonction du débit et de la surface du biofiltre.
Exprimée le plus souvent en metre par heure (parfois en metre par seconde), elle est
considérée en entrée de biofiltre car la porosité du garnissage, plus ou moins
importante, entraine une augmentation de la vitesse réelle du gaz dans le biofiltre. La
vitesse moyenne de passage de I'effluent gazeux dans un biofiltre est de 'ordre de 50 a
150 m.h1 (Kennes et al., 2009). Ces valeurs faibles peuvent s’expliquer par la lenteur des
cinétiques de biodégradation des composés et engendrent des surfaces au sol
importantes (Pré et al, 2004). Plus le polluant est récalcitrant a la dégradation, plus la
vitesse de passage de l'effluent gazeux doit étre faible (Jorio et al, 2000) et donc la

surface du biofiltre élevée.

Le temps de résidence théorique du gaz dans le biofiltre (appelé également temps de

séjour, « temps de résidence en fht vide » ou EBRT pour Empty Bed Residence Time)

65



représente le rapport entre le volume de garnissage et le débit, ou entre la hauteur du
garnissage et la vitesse de passage de l'air. Tout comme la vitesse de passage de l'air, ce
parametre est calculé de facon théorique, en considérant que le biofiltre est vide. La
porosité du garnissage, augmentant la vitesse de passage de I'air, implique un temps de
résidence réel plus court que 'EBRT. Il est généralement exprimé en seconde et dépend
du garnissage utilisé ainsi que de la nature et la concentration des polluants a traiter.
Dans la plupart des études, 'EBRT est compris entre 10 s et quelques minutes (Corsi et
Seed, 1995 ; Delhoménie et Heitz, 2005 ; Kennes et al., 2009). Un EBRT court a un impact
négatif sur les capacités d’élimination des biofiltres (Elmrini et al., 2004) en raison de
son influence simultanée sur:

- les phénomenes physico-chimiques : réduction des mécanismes de diffusion et de
transfert des polluants de la phase gazeuse vers la phase aqueuse (biofilm)
(Kraakman et al,, 2011),

- les processus biologiques : diminution de la biodisponibilité des polluants pour la
microflore et du temps de contact entre polluants et microorganismes
(Delhoménie et Heitz, 2005), augmentation de la charge en polluants pouvant
devenir toxique pour les microorganismes (Corsi et Seed, 1995).

Plus le polluant est récalcitrant a la dégradation, peu soluble ou fortement concentré,
plus I'EBRT doit étre élevé, ce qui implique un volume de garnissage important

(Delhoménie et Heitz, 2005).

2.3.3.2. Qualité de I'effluent : cas des mélanges de polluants

La plupart des études en laboratoire se focalisent sur le traitement d’effluents mono-
polluants. Cependant, a I’échelle de la pollution urbaine et dans le cas particulier des
émissions de PSC, les effluents gazeux a traiter sont chargés d’'un mélange complexe de
composés. Cette particularité entraine des différences de performances épuratoires
considérables par rapport au traitement d’un seul polluant, a la fois en termes de :

- prise d’efficacité : pour atteindre un taux d’abattement de 98 %, Corsi et Seed
(1995) ont montré une prise d’efficacité de 11 jours pour le traitement d’un
mélange de BTX contre seulement 24h pour le toluéne seul,

- et de capacités d’élimination (Shim et al, 2006 ; Lee et Cho, 2009 ; Chan et Lai,
2010): la capacité d’élimination d'un mélange de composés étant

systématiquement inférieure a celle d'un composé isolé.
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Il parait donc difficile d’extrapoler les performances obtenues en systeme mono-
polluant a des systémes de traitement de pollution complexe. En effet, la capacité
d’élimination d’'un biofiltre n’est pas la méme pour tous les composés d’'un mélange. Un
ordre de dégradation s’établit dans le temps (cinétiques de dégradation) et dans I’espace
(stratification des activités) (Deshusses et al, 1999 ; Deshusses et Johnson, 2000 ;
Aizpuru et al, 2001 ; Khammar et al.,, 2005 ; Kim et al.,, 2005 ; Qi et Moe, 2006 ; Cai et al.,
2007 ; Cho et al., 2007 ; Mathur et Majumber, 2008 ; Sempere et al., 2008, Cabrol et al,
2012). Les différences de performance observées pour les différents composés peuvent
s’expliquer par une combinaison de phénomenes physico-chimiques et biologiques
(Aizpuru et al, 2001). Les interactions positives ou négatives entre substrats et
microorganismes, tels que le cométabolisme ou les phénomenes d’inhibition, peuvent
entrainer la dégradation préférentielle de certains composés. Plusieurs auteurs ont mis
en évidence une corrélation positive entre 'ordre d’élimination et la disponibilité du
composé dans le biofilm, estimée par sa constante de Henry (Deshusses et Johnson,
2000 ; Zhu et al, 2004 ; Ikemoto et al, 2006). Le biofilm n’étant pas une phase purement
aqueuse, mais plutét organique, l'ordre d’élimination est également influencé par
I’hydrophobicité des polluants.

Pour les BTEX, l'ordre de biodégradation varie selon les conditions de
fonctionnement (Maliyekkal et al., 2004 ; Mathur et al., 2007 ; Dou et al., 2008 ; Lee et
Cho, 2009). Les cinétiques de dégradation du toluéne et I'éthylbenzéne sont plus rapides
que celle du xyléne. Le niveau d’abattement du méta-xylene est supérieur a celui des
isomeéres ortho et para.

Le traitement conjoint des NOx et des BTEX a été tres peu étudié dans les biofiltres
mais la capacité des bactéries dénitrifiantes a dégrader les BTEX a été démontrée en
conditions anaérobie (Evans et al, 1991 ; Fries et al, 1994) et aérobie (Shinoda et al,
2004). Ces travaux permettent de suggérer l'existence d’un potentiel de dégradation des

NOx au sein de ces biofiltres.

2.3.3.3. Concentration de l'effluent : cas des faibles concentrations

Durant le processus de biodégradation, la concentration en polluant a un impact
important sur l'activité des microorganismes et donc sur le taux d’abattement de ce
polluant. Les voies métaboliques impliquées dans la dégradation des BTEX et des NOx

sont en effet codées par des genes inductibles c’est-a-dire transcrits en présence du
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polluant (Chapitre I, pages 77 et 84). Dans le cas du traitement de I'air issu de PSC qui
contient de tres faibles concentrations en polluants, la biodisponibilité des composés est

donc un parametre prépondérant.

Tres peu de données existent en ce qui concerne I'efficacité des bioprocédés pour le
traitement de gaz contenant de tres faibles concentrations en composés (quelques
dizaines ou centaines de pg. m3). Une étude récente, menée sur le traitement de l'air
intérieur, a mis en évidence un abattement de 55 a 99 % du toluéne a une concentration

comprise entre 14 et 81 pg.m-3 par biofiltration (Ondarts et al., 2012).

Les systemes biologiques mis en place pour le traitement de l'air intérieur font
fréquemment intervenir des plantes (phytoremédiation ou biofiltre végétal). Darlington
et al. (2001) ont observé des niveaux d’abattements variant de 20 a 60 % pour le
toluéne a une concentration initiale comprise entre 226 et 301 pg.m=3 grace a un

biofiltre végétalisé.

Bien que la pollution de l'air intérieur présente des concentrations tres faibles en
polluants, elle n’est pas pour autant représentative de la pollution atmosphérique
urbaine de par la composition et les abondances relatives des polluants (Guieysse et al.,
2008). A I'heure actuelle, il n’a été recensé aucune étude utilisant la biofiltration pour

traiter de BTEX a des concentrations équivalentes a celles rencontrées dans les PSC.

2.4. Biofiltre végétalisé
2.4.1. Utilisation des plantes

L’utilisation des plantes pour le traitement biologique de I'air est un concept qui voit
le jour dans les années 80 avec les travaux pionniers du Dr Wolverton (1984) et de ses
collaborateurs. Ces chercheurs de la NASA souhaitaient évaluer les capacités d’épuration
de l'air des plantes d’intérieur pour améliorer I'atmosphére des futures stations
spatiales. IIs ont démontré les capacités d’abattement de COV par 50 espéces de plantes.
Les expérimentations menées entre 1984 et 1996 ont suggéré que le procédé fait
intervenir conjointement les plantes et les microorganismes présents dans la motte.
Depuis, de nombreuses études ont été réalisées pour démontrer les capacités des
plantes d’intérieur a éliminer les COV, tels que les BTEX, contenus dans I'air intérieur et

pour déterminer les mécanismes impliqués (figure 1.15).
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Figure [.15. Principaux mécanismes impliqués dans la phytoremédiation de lair.

Les processus mis en ceuvre sont I'absorption et I'adsorption a la surface des parties
aériennes (cuticule) ainsi que 'absorption stomatique (Beattie et Seibel, 2007 ; Korte et
al., 2000). Ces polluants peuvent donc étre séquestrés, détoxifiés ou métabolisés pour
étre transformés en CO: et en eau (Ugrekhelidze et al, 1997; Collins et al, 2000;
Howsam et al., 2001; Komp et McLachlan, 2001; Peck et Hornbuckle, 2001).

Plusieurs especes de plantes, essentiellement des plantes d’intérieur (telles que
Spathiphyllum sp., Chlorophytum elatum, Ficus sp. et Hedera helix pour les plus connues),
ont montré des capacités a éliminer le benzene (Wolverton et al., 1985 ; Orwell et al,
2004 ; Liu et al, 2007 ; Yang et al, 2009). L’élimination des TEX a également fait I'objet
d’études (Wolverton et al.,, 1989 et 1993 ; Wood et al,, 2006 ; Orwell et al., 2006 ; Yang et
al, 2009). La capacité d’élimination des BTEX varie considérablement d’'une espece a
I'autre et en fonction du polluant considéré (Yoo et al, 2006). Pour le benzéne, par
exemple, des niveaux d’abattement de 40 a 88 mg de benzéne par m3 d’air et par jour
ont pu étre atteints (Orwell et al., 2006).

A ce jour, un nombre limité de plantes d’intérieur et une gamme de polluants
restreinte au benzéne et au formaldéhyde ont été testés pour évaluer I'efficacité de la
phytoremédiation dans le traitement de l'air intérieur (Wolverton et al, 1989;

Ugrekhelidze et al., 1997 ; Wood et al., 2006).

2.4.2. Filtre botanique et biofiltre végétalisé

Les filtres botaniques et les biofiltres végétalisés sont deux types de procédés dans
lesquels les capacités épuratrices des bactéries et des plantes sont utilisées pour

éliminer les polluants. Ces procédés plantés constituent une alternative intéressante et
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socialement acceptable en raison de leur aspect esthétique (Darlington et al, 2001 ;

Nelson et Wolverton, 2011).

Les filtres botaniques sont utilisés exclusivement dans le cadre du traitement de l'air
intérieur d’habitat. La figure suivante (figure 1.16) présente différents procédés de filtre

botanique, sous forme de pot (biofiltre horizontal) ou sous forme de mur (biofiltre

vertical).
A Irrigation B Irrigation C Irrigation
+ + +
Effluent nutriments nutriments nutriments
gazeux

Effluent
gazeux

Air Effluent
“ épuré gazeux

Air
épuré

Air (__]

épure

Figure 1.16. Principe de fonctionnement de trois types de biofiltres hydroponiques plantés
utilisés pour le traitement de l'air intérieur d’habitat. A : biofiltre horizontal sous forme de pot
(Wang et al, 2011). B et C: biofiltres verticaux sous forme de mur (Darlington et al., 2001 ;
Brevet : US-6727091, Darlington, 2004).

Le procédé repose sur la culture hydroponique de plante, ce qui implique une
circulation constante d’une solution nutritive. L’air a traiter passe a travers le feuillage

des plantes avant de traverser le garnissage qui est généralement inorganique :

- un mélange de charbon actif et de galet de schiste (figure 1.16A) dans le cas de
Wangetal (2011),
- des pierres de lave disposées en parallele (figure [.16B) dans le cas de Darlington

etal (2001).

Toutefois, il peut également étre organique car le brevet américain US-6727091
déposé par Darlington en 2004 mentionne la possibilité d’utiliser de la fibre de coco

comme support de culture des plantes.

Ces systemes ont montré des capacités d’abattement de l'ordre de 20% pour le
benzéne (Darlington, 2004), de 20 a 60% pour le toluéne (Darlington et al.,, 2001 ; Wang
etal, 2011 et 2012) et de 60 a 90% pour le formaldéhyde (Darlington, 2004 ; Wang et

al, 2012). En plus d’améliorer la qualité de I'air intérieur, ils permettraient de réduire la
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ventilation des habitations de 20% et d’économiser 10 a 15% de I'énergie consommée

par les systemes de climatisation (Wang et al,, 2011).

Les performances épuratoires de ces filtres botaniques restent cependant limitées en
ce qui concerne les BTEX. De plus, le fonctionnement de ces biofiltres implique une

consommation d’eau importante.

Le biofiltre planté évalué au cours de cette étude n’utilise pas I'hydroponie comme
mode de culture des plantes. Il présente le méme principe de fonctionnement qu’un
biofiltre classique (figure 1.17). Ce procédé implique toutefois le recours a un garnissage
organique dans lequel les racines des plantes peuvent se développer. Le fonctionnement
de ce biofiltre s'appuie sur les capacités de bioremédiation des microorganismes
rhizosphériques et les capacités épuratrices des plantes (consommation de CO, fixation
des COV...). La motte de sol des plantes apporte une microflore rhizosphérique riche et
diversifiée susceptible de contenir des communautés microbiennes capables de
dégrader les polluants (COV, NOx ..) en les utilisant comme sources de carbone et

d'énergie (Le Roux et al,. 2003 ; Kim et al., 2008b ; Burchett et al., 2009 ; Glick, 2010).

A Irrigation B plgrrli%?iti I(?L?e
Air périodique -
épuré 3 i
H,0 H,O
Effluent Effluent
azeux
8 Percolats gazelix
Humidificateur Humidificateur

Figure 1.17. Principe de fonctionnement du biofiltre planté utilisé au cours de I'étude. A : biofiltre

horizontal sous forme de jardin. B : biofiltre vertical sous forme de mur végétalisé (Brevet : FR-
2968891, Peleszezak, 2012).

Ce systeme vise le traitement de I'air provenant de tunnels routiers, de PSC ou de
gares routieres et ferroviaires. L’air a traiter est humidifié, puis est forcé au travers du
garnissage ou se développent les microorganismes et les racines avant de traverser le
feuillage des plantes (Peleszezak, 2012). Actuellement, deux biofiltres végétalisés de ce

type, sous forme de mur végétal, sont installés en France. L'un se trouve a Lyon, traitant
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I'air provenant d’'un PSC au Centre d’Echange de Lyon Perrache (2007) et I'autre dans la

gare ferroviaire Magenta a Paris (2009).

72

A. Rondeau, 2013. Compréhension du fonctionnement biologique et physico-chimique d’un biofiltre
végétalisé pour le traitement de polluants atmosphériques urabins gazeux. Thése de Doctorat.



CHAPITRE |

3. Acteurs et mécanismes impliqués dans la biodégradation des

polluants cibles

3.1. Biodégradation des BTEX
3.1.1. Mécanismes et voies de biodégradation des BTEX

La dégradation des BTEX, comme des autres composés aromatiques, est divisée en

deux étapes qui peuvent étre schématisées sous la forme d’un entonnoir (figure 1.18).

Composés aromatiques
ll\f\f\f\f\f\f\f\f\l\l\l\f\fl

Voies périphériques (supérieures)

activation du cycle benzénique

N
Métabolites centraux

N N \

Voies centrales (inférieures)

clivage du cycle benzénique

Métabolites
intermédiaires

oo
Biomasse

Figure 1.18. Schéma de principe des deux étapes de biodégradation des composés aromatiques
par les microorganismes (d’apres Fuchs et al., 2011).

- Premiére étape, voies périphériques (ou voies supérieures) :

La stabilité du cycle benzénique rend difficile I'étape initiale de dégradation des
BTEX. Une « activation » du cycle est donc un préalable indispensable a sa destruction.
De nombreuses voies périphériques existent. Spécifiques d'un composé, elles
permettent la transformation d’une grande variété de composés organiques en quelques
molécules intermédiaires clefs, comme le catéchol ou le protocatéchuate (en conditions
aérobies) et le benzoyl-CoA (en conditions anaérobies). Ces molécules intermédiaires

sont également appelées métabolites centraux.
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- Seconde étape, voies centrales (ou voies inférieures) :

Le cycle benzénique oxydé des métabolites centraux peut ensuite étre détruit via les
voies centrales. Ces voies permettent la transformation des métabolites centraux en CO>
et métabolites intermédiaires qui seront utilisés directement pour la croissance des

microorganismes.

Selon la disponibilité en oxygene du milieu ou se développent les microorganismes

dégradant les BTEX, les voies métaboliques mises en jeu different.

En condition aérobie, 'oxygéne joue le role d’accepteur d’électrons. L’attaque initiale
du cycle benzénique est réalisée par des mono ou dioxygénases. Chaque BTEX présente
au moins une voie périphérique aboutissant au catéchol, qui peut étre substitué. Le
toluene peut également étre transformé en protocatéchuate (figure 1.19). Le cycle
aromatique de ces intermédiaires centraux est ensuite rompu par l'action de
dioxygénases qui peuvent intervenir entre les deux groupements hydroxyle (ortho-
clivage) ou a proximité d'un des deux groupes hydroxyles (méta-clivage). Ces voies
centrales aboutissent a la formation de pyruvate, acétaldéhyde, succinate et acétyl-CoA

utilisés directement pour la croissance des microorganismes via le cycle de Krebs.
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CH,  CH CH
CH ? : 3
CHs ¢ CH,
SN BTEX
| CH,
CH,
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Benzéne Toluéne Ethylbenzéne p - Xyléne m - Xyléne o - Xyléne N
\N l / / Voies
- R——
j \\ l // périphériques
O, _OH R —
OH Benzéne :R=H -
_ Toluéne : R = CHyouH
Ethylbenzéne : R = CH,CH 4 I
O oH Xy lone - R = CH, 23 Métabolites centraux
OH ) —
Protocatéchuate Catéchol substitué

méta-clivage ortho-clivage méta-clivage Voies
-
centrales

/ B-ketoadipate \

Succinate Pyruvate - — —
Pyruvate + + Métabolites intermédiaires
Acétyl-CoA Acétaldéhyde
1 ]
T

Cycle de Krebs

Figure 1.19. Principales voies aérobies de biodégradation des BTEX. Fléches rouges:
dioxygénases, fleches bleues : monooxygénases, fleches grises : autres réactions (d’aprés Cao et
al, 2009 ; Fuchs et al, 2011 ; Stephens, 2012).

En conditions anaérobies, la présence d’autres accepteurs d’électrons comme le
nitrate, le fer (III) et le sulfate sont nécessaires (Chakraborty et Coates, 2004). Les voies
périphériques de biodégradation des BTEX convergent vers le benzoyl-CoA (figure 1.20).
Elles impliquent donc la présence d’un co-substrat et une consommation d’énergie sous
forme d’ATP. La destruction du cycle benzénique est ensuite catalysée par des
réductases spécifiques permettant la formation d’acétyl-CoA et de CO2 (Fuchs et al,

2011 ; Stephens, 2012).
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CH,
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Figure [.20. Principales voies anaérobies de biodégradation des BTEX. Entourée en bleu : voie
aérobie en présence fluctuante d’oxygene, fléche bleue : monooxygénases, fleches grises : autres
réactions (Fuchs et al,, 2011 ; Stephens, 2012).

Lorsque la présence d’oxygene est fluctuante, une combinaison des voies aérobie et
anaérobie est possible (figure 1.20). Le benzoyl-CoA est alors oxydé via une chaine de
réaction NADPH dépendante aboutissant a la formation d’acétyl-CoA et de succinyl-CoA

(Fuchsetal., 2011).

3.1.2. Microorganismes impliqués dans la dégradation des BTEX

Une grande variété de microorganismes est capable d’utiliser les BTEX comme source
de carbone. Ces microorganismes ont pu étre isolés de différents environnements tels
que les eaux ou les sols pollués mais également de procédés de traitement tel que les

STEP ou les biofiltres.

Le tableau suivant (tableau [.8) regroupe les principaux genres bactériens connus
pour dégrader les BTEX en aérobiose (Parales et al, 2000 et 2008 ; Kim et al,, 2008a;
Farhadian et al., 2008 ; Cao et al., 2009 ; Chikere et al,, 2011) ou en anaérobiose (Kim et
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al, 2002; Chakraborty et al, 2005; Weelink et al, 2010) ainsi que quelques
champignons également capables d’utiliser les BTEX comme source de carbone (Yadav
et Reddy, 1993 ; Auria et al, 2000 ; Prenafeta-Boldu et al,, 2002 ; Estevez et al, 2005 ;
Caoetal, 2009).

Genres BTEX dégradés Genres BTEX dégradés

Acinetobacter BTE Desulfosarcina Xyléne

Azoarcus Toluene Planococcus BTEX

. Tolué
Bacillus B?I'I'EJ)? ne Pseudoxanthomonas  BTEX

Burkholderia Toluéne Rhodococcus BTEX

Toluéne

Desulfobacerium Xyléne Thaurea Ethylbenzéne

Champignons

Exophiala Toluéne Scedosporium Toluéne

Tableau 1.8. Principaux microorganismes connus pour dégrader les BTEX. En gras: genres
bactériens dégradant les BTEX en anaérobiose.

3.1.3. Enzymes et génes impliqués

Les voies de biodégradation des BTEX ont été beaucoup étudiées, particulierement
les enzymes et génes impliqués dans la dégradation du benzéne et du toluene, ainsi que,
dans une moindre mesure, de 'éthylbenzene. Les voies de dégradation des xylénes ont

fait I'objet d’'une attention mineure.
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Dans la mesure ou les voies périphériques sont variées entre les BTEX et pour chaque
composé, nous avons retenu I'exemple du toluene pour illustrer la diversité de ces voies

périphériques. Pour les voies centrales, les voies méta et ortho seront décrites.

3.1.3.1. Voies périphériques : exemple du toluéne

Cinq voies périphériques ont été décrites concernant la dégradation du toluéne en
aérobiose. Elles aboutissent au catéchol, au 3-métylcatéchol ou au protocatéchuate

(figure 1.21).

CHs
Toluéne
TOL . T4MO 5
1 2 TOM\T TBU - 4 '
& = 4 CH, >
i HO CHs
u ; <" R OH /L\ P ChHs
= How N = /ll\) |
| — HO HO™ =
OH CHa
Benzyl alcool cis-Toluéne o - Cresol m - Cresol p - Cresol
dihydrodiol
N L-
o ¢ b
-3 = I O H k

HO  CHy N
OH | ]\

HO f \\. ﬁ"f' OH
OH — OH
Catéchol 3-Méthylcatéchol Protocatéchuate

Figure 1.21. Cinq voies périphériques de dégradation du toluéne. En majuscule: le nom des
opérons. 1: Pseudomonas putida MT-2, 2: P. putida F1, 3: Burkholderia vietnamiensis G4, 4 :
Ralstonia picketti PKO1, 5 : P. mendocina KR1 (d’apres Gulensoy et Alvarez, 1999 ; Parales et al.,
2008; Cao etal., 2009).

Ces voies sont codées par des genes organisés en opérons dont la localisation peut
étre chromosomique (TOD chez Pseudomonas putida F1 et TBU chez R. picketti PKO1) ou
plasmidique tels que TOL (P. putida MT-2) et TOM (B. vietnamiensis G4) (tableau 1.9).

La localisation de T4MO n’a pas encore été décrite a ce jour (Gulensoy et Alvarez, 1999 ;

Parales et al., 2008).
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Opéron Localisation Génes Type d’enzyme Bactérie
TOL Plasmide xylUWCMABN monooxygénase Pseudomonas putida MT-2
TOD Chromosome todC1C2BA dioxygénase P. putida F1
TOM Plasmide tomAOA1A2A3A4A5 monooxygénase Burkholderia vietnamiensis G4
TBU Chromosome tbuA1UBVA2C monooxygénase Ralstonia picketti PKO1

T4MO = tmoABCDEF monooxygénase P. mendocina KR1

Tableau 1.9. Localisation des opérons portant les génes impliqués dans les voies de dégradation
périphériques du toluéne, ainsi que le type d’enzyme mise en jeu chez quelques bactéries
modeles (d’apres Gulensoy et Alvarez, 1999 ; Parales et al., 2008 ; Cao et al., 2009).

Les enzymes mises en jeu sont principalement des monooxygénases, a I'exception de
I'opéron TOD qui code une dioxygénase (Gulensoy et Alvarez, 1999 ; Parales et al., 2008 ;
Caoetal, 2009).

3.1.3.2. Voies centrales

Voie méta de clivage du cycle benzénique

La voie de clivage dite méta permet la destruction du cycle benzénique via I'action de
dioxygénases a proximité d'un des deux groupes hydroxyles des métabolites centraux
(figure 1.19). La premiere étape correspond a la dégradation du catéchol, plus ou moins
substitué, par une catéchol-2,3-dioxygénase (C230) et aboutit a la formation de
métabolites secondaires qui sont ensuite dégradés en meétabolites intermédiaires

(tableau 1.10).
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Enzymes de clivage Métabolites
du cycle benzénique

Composés Métabolites centraux Métabolites secondaires

intermédiares

Toluéne

m-Xyléne

OH
3,4-Dimétylcatéchol S
oH 2,3-dioxygenase .

o oH
3,4-Dimethylcatechol 2-Hydroxy-5-methyl-6-
oxohepta-2,4-dienoate

COZ
CHs o CHy
8] —_—
HO{;“} 4-Métylcatéchol :S=/_(=o Pmivate
— 2,3-dioxygenase HO
HO 2-Hydroxy-6-oxoocta-2,4- propanal

4-Métylcatéchol dienoate

p-Xylene
L o WCHz Acétaldéhyde
HO._ o~ AL 0 +
Ethylbenzéne | 3-Vinylcatéchol 3-Vinylatéchol o Pyruvate
Y o v 2,3-dioxygenase AH v N
I 2-Hydroxy-6-oxoocta-2,4,7- L
ChHy trienoate actate

Tableau 1.10. Voies centrales méta de dégradation des BTEX passant par le catéchol (d’apres
Fuchs etal, 2011 ; UMBBD, 2012).

Les genes codant la C230 différent selon les espéces bactériennes (tableau .11).
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Opéron Génes de la voie méta Géne codant la C230  Bactérie
TOL xyIXYZLTEGFIQKIH Pseudomonas putida MT-2
xylE . . .

= = Sphingomonas aromaticivorans F199

TOD todDEGIH todE P. putida F1
FER tomB orf HMSD HPDH ADA o ] r

TOM HOA 40D 40T orf Tn tomC tomB Burkholderia vietnamiensis G4
TBU tbuWEFGKIHJ thuk Ralstonia picketti PKO1

= = cdo Shingomonas stutzeri

Tableau 1.11. Génes impliqués dans les voies centrales méta de dégradation des BTEX, ainsi que
le géne spécifique codant la C230 chez quelques bactéries modeles (d’apres Parales et al,, 2008 ;
Caoetal., 2009).

La voie méta est tres utilisée chez les bactéries et la C230 a été annotée sur le
génome de 968 especes bactériennes (GenBank, 2012). Elles appartiennent
principalement au genre Pseudomonas, mais également a d’autres genres tels que
Bacillus, Streptomyces, Ralstonia, Burkholderia, et Sphingomonas (Zylstra et Kim, 1997 ;
Habe et Omori, 2003 ; Parales et al., 2008 ; Djokic et al., 2011).

Voie ortho de clivage du cycle benzénique

La voie de clivage dite ortho est également appelée voie du 3-kétoadipate. Elle permet
la destruction du cycle benzénique entre les groupes hydroxyles des métabolites
centraux grace a des dioxygénases (figure 1.19). Cette voie débute par la dégradation du
catéchol, plus ou moins substitué, par la catéchol-1,2-dioxygénase (C120) et permet la
formation de métabolites secondaires qui sont ensuite dégradés en métabolites

intermédiaires (tableau [.12).
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. = " Enzym liv: 5 . . Mé li
Composés Meétabolites centraux zymesdeclhvage Métabolites secondaires eiabolites

du cycle benzénique intermédiares

Toluéne

p-Xyléne

Tableau [.12. Voies centrales ortho de dégradation des BTEX passant par le catéchol (d’apres
Fuchsetal,2011; UMBBD, 2012).

La C120 est codée par le gene catA porté par 'opéron catBCA chez P. putida PRS1. La
voie ortho de clivage est aussi répandue que la voie méta. La C120 a ainsi été mise en
évidence dans le génome de 1035 espéces bactériennes (GenBank, 2012) appartenant
principalement aux genres Acinetobacter et Pseudomonas, mais également aux genres

Bulkhorderia, Agrobacterium ou Rhodococcus (Seo et al., 2009).

3.2. Biodégradation des NOx : La dénitrification
3.2.1. Mécanismes de la dénitrification

La dénitrification est un processus respiratoire au cours duquel des formes oxydées
de l'azote (nitrate, nitrite, 'oxyde nitrique et protoxyde d’azote) sont utilisées comme
accepteurs d’électrons durant l'oxydation anaérobie de la matiére organique (figure
[.22). Chacune des étapes est catalysée par une enzyme spécifique : la nitrate réductase,

la nitrite réductase, I'oxyde nitrique réductase et I'oxyde nitreux réductase.

En conditions naturelles, la dénitrification peut se dérouler partiellement ce qui peut

conduire a la libération de N20 plutot que de N (Vilain et al., 2012).
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narG et napA nirK et nirS norB et norC nosZ

: ; o Oxyde nitrique Oxyde nitreux
Nitrate réductase Nitrite réductase réductase réductase
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NO; =————» NO; ——3 NO—— 3 N,O——> N,

Figure 1.22. Les différentes étapes du processus de dénitrification. En gras : les produits gazeux,
en violet: les enzymes catalysant chaque réaction, en violet italique: les génes codant ces
enzymes (Knowles, 1982 ; Wallenstein et al., 2006).

3.2.2. Les bactéries dénitrifiantes

Les bactéries dénitrifiantes, au sens strict, sont des bactéries capables de réduire NO3-
ou NOz  en N20 et /ou Nz et qui peuvent utiliser I'énergie libérée au cours de cette
réduction pour se développer (Mahne et Tiedje, 1995). Les dénitrifiants constituent un
groupe fonctionnel représenté par des bactéries, physiologiquement et
taxonomiquement différentes. Environ 130 especes bactériennes dénitrifiantes
appartenant a plus de 60 genres sont actuellement connues (Philippot et al, 2007). Les
principaux genres de bactéries dénitrifiantes sont Agrobacterium, Bacillus, Enterobacter,
Pseudomonas, Rhizobius ou Nocardia (Philippot et al., 2007). Le groupe des dénitrifiants
peut représenter jusqu’a 5% de la communauté bactérienne dans un sol (Henry et al.,

2006).

Les bactéries dénitrifiantes sont en majorité hétérotrophes et tirent leur énergie de
I'oxydation des matiéres organiques. Certaines peuvent étre autotrophes et sont
capables de se développer a partir de I'oxydation de carbone minéral et de donneurs
d’électrons minéraux tels que ’hydrogéne comme Micrococcus denitrificans, (Kurt et al.,
1987) ou de composés sulfurés réduits comme Thiobacillus denitrificans ou
Thiomicrospira denitrificans, (Nisola et al., 2011). Toutes les bactéries dénitrifiantes sont
des bactéries aérobies-anaérobies facultatives pouvant s’adapter a une respiration sur
NOs-, NOz- ou N20 quand le milieu devient pauvre en 0. Leur contribution au
dégagement de N0 est liée au fait qu'un faible pourcentage de ces bactéries est capable

de réaliser toute la chaine de réaction (Germon et Hénault,1995).

Plusieurs auteurs ont observé la dénitrification dans des biofiltres pour le traitement
des NOx (Apel et Turick, 1993 ; Barnes et al., 1995 ; Jiang et al., 2008). L’efficacité de
dégradation dépend de la disponibilité en carbone organique, particulierement pour les

fortes concentrations en NOx (Jin et al., 2005). Différents composés peuvent étre utilisés
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comme sources de carbone et d’énergie, notamment certains COV comme les BTEX. Des
activités de dénitrification ont, par exemple, pu étre observées dans des biofiltres

traitant du toluene (du Plessis et al., 1998).

Bien que la dénitrification ait été longtemps considérée comme un processus
exclusivement bactérien, de nombreux champignons du genre Fusarium sont connus
pour réaliser la réduction du nitrite via la dénitrification. Le N2O est le composé
majoritairement formé mais quelques champignons produisent du Nz (Shoun et al,

1992).

3.2.3. Enzymes et génes impliqués

L’étude des communautés dénitrifiantes est possible grace a l'utilisation d’outils de
biologie moléculaire ciblant spécifiquement les genes de la fonction dénitrifiante
(Braker et al, 2001 ; Rosch et al, 2002). Ces genes de fonction (figure 1.22), codant les
enzymes de la chaine respiratoire anaérobie, sont bien connus et semblent bien adaptés

al’étude de ces communautés (Braker et al., 2000 ; Priemé et al., 2002).

Genes nar et nap codant des nitrates réductases,

Les nitrates réductase interviennent dans la réduction des nitrates en nitrites,
premiere étape de la dénitrification. Il existe deux types de nitrate réductases chez les
bactéries : NAR (membranaire) et NaP (périplasmique). NAR est codée par des génes
chromosomiques. Elle est constituée de trois sous-unités. La sous-unité catalytique est
codée par le gene narG. La NaP est codée par des génes soit chromosomiques soit
plasmidiques. Elle est constituée de 2 sous-unités; la sous-unité catalytique alpha est

codée par le géne napA (Siddiqui et al, 1993 ; Philippot et Hallin, 2006).

Les genes narG et narA ont été utilisés pour étudier la diversité des bactéries capables
de respirer le nitrate en absence d’oxygéne. Cependant, de nombreuses bactéries
appelées nitrate-réductrices n’effectuent que I'étape de réduction des nitrates en nitrites
(Cheneby et al., 2003). Ces bactéries ne sont pas considérées comme dénitrifiantes. C’est
pourquoi I'étude des communautés dénitrifiantes, seules capables de dégrader les NOx,
doit se baser sur des genes qui codent les enzymes permettant la réduction des nitrites

en produits gazeux.
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Geénes des nitrites réductases, nir

Les nitrites réductases (NiR) sont responsables de la réduction des nitrites en oxyde
nitrique ou en oxyde nitreux. Il existe deux types de nitrites réductases différentes en
terme de structure, NirS et NirK (Braker et al, 1998). Le type de NiR peut varier parmi
des souches étroitement apparentées sur la base de '’ADN ribosique 16S (Coyne et al.,
1989). NirS contient un cytochrome cd1 et est constituée de deux sous-unités. Elle est
codée par le geéne nirS (Braker et al, 2000 ; Priemé et al, 2002). NirK contient une
protéine trimétrique ayant deux types de centres cuivrique (Cul et Cull). Elle est codée

par le gene nirK (Braker et al, 2000 ; Priemé et al., 2002).

Les genes nirS et nirK sont tres étudiés (Braker et al,, 1998, 2000, 2001 ; Avrahami et
al, 2002 ; Priemé et al., 2002 ; Liu et al, 2003 ; Taroncher-Oldenburg et al., 2003) car ils
sont communs et spécifiques a tous les dénitrifiants. De plus, les dénitrifiants ne
possedent généralement qu'un des deux types de nitrate réductases (Philippot et Hallin,
2006). Ces genes constituent donc de bons candidats pour analyser la diversité des
bactéries dénitrifiantes. De nombreuses études ont montré que la variabilité de la
séquence nirS est plus importante que celle du gene nirK. De plus, le gene nirS est plus
largement distribué taxonomiquement que le géne nirK (Braker et al, 1998, 2000 ;

Nogales et al, 2002 ; Liu et al,, 2003 ; Yan et al., 2003).

Il a été observé, en utilisant les genes nir, que les propriétés physico-chimiques du
milieu (concentration en nitrates, oxygene, carbone, pH...) peuvent avoir une influence
importante sur la distribution spatiale des dénitrifiants (Braker et al, 1998, 2001 ;
Priemé et al.,, 2002 ; Liu et al., 2003). Cette influence n’est cependant pas systématique.
Braker et al (2000) ont en effet montré que les structures des communautés
dénitrifiantes varient peu a différentes profondeurs dans des sédiments alors que les

profils en oxygene sont différents.

Geénes nor codant I'oxyde nitrique réductase

L’oxyde nitrique réductase (NOR) intervient dans la réduction de I'oxyde nitrique en
oxyde nitreux. Deux types de NOR existent : cNor, codée par le géne norB, et qNor, codée

par le gene norC (Philippot et Hallin, 2006).
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Geénes nos codant l'oxyde nitreux réductase

L’'oxyde nitreux réductase (NOS) intervient dans la derniere étape de la
dénitrification, la réduction de l'oxyde nitreux en diazote. La sous-unité catalytique de
cette enzyme est codée par le gene nosZ (Rosch et al., 2002 ; Scala et Kerkhof, 1998).
Tous les dénitrifiants ne possedent pas le gene nosZ, les études réalisées sur ce gene ne
permettent donc pas une vision exhaustive. L'étude de ce gene permet d’accéder aux

organismes dénitrifiants capables de détoxifier les NOx et de former du No.
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Conclusion

La qualité de l'air des PSC a récemment fait I'objet d'une plus grande attention,
notamment a Lyon, et une évolution de la législation encadrant la QAI des parkings est a
prévoir dans les années a venir. Celle-ci entrainera probablement le développement et
'accélération des systémes de ventilation conduisant a une augmentation des volumes
d’air pollué rejetés dans I'atmosphere. Le ministere de I’environnement a été alerté a
plusieurs reprises sur cette problématique et il n’est pas exclu que ces rejets soit un jour
réglementés. D’ici la, il est important de développer des technologies capables de
répondre efficacement au probleme de pollution en ville.

Parmi les procédés de traitement de 'air décrits dans cette synthese bibliographique,
la biofiltration est la seule présentant les caractéristiques nécessaires a la dépollution
d’importants volumes d’air contenant des tres faibles concentrations en polluants, telles
que celles rencontrées dans les PSC. Jusqu'a présent, les biofiltres végétalisés
principalement étudiés pour le traitement de l'air intérieur ont montré des
performances épuratoires limitées en ce qui concerne les BTEX.

Les voies métaboliques microbiennes mises en jeu pour la biodégradation sont
spécifiques a chaque polluant. Leur biodisponibilité est un facteur déterminant pour
I'efficacité de ces processus dans la mesure ou 'induction des génes impliqués dans les
dégradations des BTEX et des NOx est nécessaire. Une étude récente sur la biofiltration
de l'air intérieur a cependant démontré qu’il était possible d’atteindre des taux
d’abattement de 99% lors du traitement des tres faibles concentrations de toluéne. Les
concentrations en polluants relevées dans les PSC sont supérieures a celles utilisées
dans cette derniére étude ce qui suggere que ces performances peuvent également étre
atteintes avec le systéme de biofiltre végétalisé faisant I'objet de I'étude présentée dans

ce manuscrit.
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Introduction

La qualité de l'air des villes est reconnue aujourd’hui comme problématique pour
I'environnement et la santé humaine. Les concentrations de pollution rencontrées dans
les espaces urbains confinés, tels que les parcs de stationnement couverts (PSC), de
I'ordre de quelques dizaines a quelques centaines de pg.m3 selon les composés, sont 10
a 100 fois plus élevées que les valeurs guides proposées par 'OMS (OMS, 2006).
Pourtant, ces concentrations sont extrémement faibles au regard de celles pour
lesquelles des procédés de traitement d’air sont habituellement mis en ceuvre, ce qui
explique en partie que ces composés soient, pour l'instant, « simplement » dispersés

dans I'atmosphere.

Le traitement de ces polluants, et plus précisément les BTEX et les NOx, contenus
dans l'air des PSC avant leur rejet dans 'atmospheére constitue une solution innovante
qui, jusqu’a présent, n’a pas été étudiée. Parmi les procédés de traitement de I'air, la
biofiltration est un bioprocédé performant particulierement adapté au traitement des
effluents gazeux industriels a débits élevés et contenant des concentrations en polluants
relativement faibles (de 'ordre du mg.m-3 au g.m3). Ce procédé est largement utilisé en
raison de sa facilité de mise en ceuvre et de ses colits de fonctionnement modérés

(Estradaetal., 2012).

Les travaux portant sur le traitement biologique de COV (BTEX) a des concentrations
de l'ordre de la centaine de pg.m3, comme c’est le cas dans les PSC, sont pourtant rares et
focalisés sur la qualité de l'air intérieur d’habitat. Ondarts et al,, (2012) ont récemment
montré que le traitement du toluene par biofiltration a des concentrations comprises
entre 14 et 81 pg.m3 était possible avec un abattement de 97%. Par ailleurs, si I'intérét
des plantes dans I'amélioration de la qualité de l'air intérieur a été souligné, le role
prépondérant de la microflore rhizosphérique dans I'abattement des polluants a été
démontré par différents auteurs (Wolverton et al, 1996; Burchett et al, 2009).
Darlington et al. (2001) ont évalué les performances d’'un biofiltre végétalisé dans le
cadre du traitement de la pollution de I'air intérieur, ces travaux ont mis en évidence des
capacités d’épuration limitées, de 20% a 60% pour le toluene par exemple.

Il convient de préciser que ces biofiltres végétalisés sont adaptés a la croissance des

plantes et présentent donc des caractéristiques différentes des systémes classiques de
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biofiltration, notamment en termes de volumes de matériau de garnissage. La hauteur
en média filtrant, classiquement de I'ordre d’'un metre, ne représente que quelques
dizaines de centimetres dans ces systemes plantés qui sont en général a I’échelle du pot

ou de la jardiniere de plantes.

Cette étude a pour objectif d’évaluer les performances d'un biofiltre végétalisé mis en
ceuvre pour le traitement d’effluents gazeux contenant de faibles concentrations en
polluants, représentatives de celles rencontrées dans les PSC. Pour cela, il est nécessaire
d’évaluer I'influence des parametres susceptibles de modifier les capacités d’élimination
des composés. Il est clairement démontré que la disponibilité en éléments nutritifs
(macro et micro éléments) dans les biofiltres influence la croissance et I'activité des
microorganismes (Delhoménie et al, 2002a; Sakuma et al., 2009). De méme, le taux
d’humidité du garnissage des biofiltres conditionne a la fois [lactivité des
microorganismes et la disponibilité des polluants (Mudliar et al., 2010 ; Kraakman et al.,
2011). Dans le cas de biofiltres végétalisés, la croissance et le bon développement des
plantes vont aussi dépendre de ces parametres, que la présence de la plante est
susceptible de modifier. Il est donc primordial d’évaluer I'influence de la présence de la

plante sur ces parameétres opératoires et sur les performances des biofiltres.

Une unité pilote de biofiltration simulant au mieux les systemes mis en ceuvre a
I'échelle d’'un PSC a été alimentée par un effluent gazeux synthétique contenant de
faibles concentrations en TEX. Afin de déterminer les parameétres influencant les
capacités d’épuration de ces composés dans les biofiltres végétalisés, ce chapitre

s’articule autour de deux questionnements principaux :
- Laprésence de la plante influence-t-elle les performances de traitement ?

- Est-il nécessaire d’apporter des éléments nutritifs ? Un engrais solide peut-il étre

utilisé dans ce type de procédé ?

Ainsi, une attention particuliere a été apportée a la gestion de la fertilisation et du
taux d’humidité du garnissage, par l'ajustement des apports d’eau et d’engrais, de
maniere a simplifier la mise en ceuvre des biofiltres et limiter les colits de

fonctionnement.

Ce chapitre est divisé en deux parties.
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La premiere partie a consisté a évaluer l'influence de la plante ainsi que I'apport
d’éléments nutritifs (sous forme d’engrais liquide) sur les niveaux de performances des
biofiltres. Les performances de biofiltres planté et non planté ont donc été comparées.
L’apport d’engrais a été réalisé en cours de fonctionnement de fagon a observer le
comportement du biofiltre sans amendement et I'impact de ce dernier sur 'efficacité de
traitement. Les microorganismes étant les auteurs de la biodégradation des polluants, la
biomasse se développant au sein des biofiltres et son état physiologique global ont été
évalués en mesurant l'activité microbienne de respiration. L’utilisation d’'un mélange
gazeux synthétique contenant des NOx, en plus des composés aromatiques n’a pas été
possible au laboratoire. Par conséquent, la capacité réelle de dégradation des NOx au
sein des biofiltres n’a pas été mesurée, mais le potentiel de dégradation a été estimé par
des mesures d’activité potentielle de dénitrification. Les résultats ont fait I'objet d'un
article publié dans la revue « Journal of Chemical Technology and Biotechnology ». Cette
partie présente également des éléments complémentaires concernant les parametres de

fonctionnement du biofiltre.

La seconde partie se focalise sur I'apport d’éléments nutritifs, et plus précisément sur
I'impact de l'utilisation d’'un « engrais retard » sur le fonctionnement des bioréacteurs.
L’irrigation de ces systemes a également été ajustée de facon a améliorer la gestion du
taux d’humidité du garnissage. Afin de vérifier la reproductibilité des résultats obtenus
malgré la variabilité des phénomeénes biologiques impliqués dans le fonctionnement des
biofiltres (Fernandez et al., 2000 ; Morris et al., 2002), des réplicats des différentes
conditions testées ont été mis en ceuvre. La vérification de la répétabilité des résultats
fait souvent défaut dans les études des bioprocédés de traitement de [air,
principalement en raison de la lourdeur analytique et des surcoiits qu’entrainent la mise

en place et le suivi de plusieurs réacteurs en paralléle.
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CHAPITRE II

PARTIE 1. Article : “Biopurification of air containing a low
concentration of TEX : comparison of removal efficiency using planted

and non-planted biofilters”
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Abstract

BACKGROUND: Underground car parks are confined spaces where traffic generates many pollutants such as toluene,
ethylbenzene and xylene (TEX) and nitrogen oxides (NOx). The objective of this work was to evaluate the removal efficiency
of low concentrations of TEX using planted and non-planted biofilters. Two pilot-scale units of biofiltration were set up. The
gaseous mixture was generated to obtain a total TEX concentration of 600 jig m~3. Elimination performance of both biofilters
was monitored for 96 days. Microbial behavior and the potential capacity to degrade the NOx, were investigated.

RESULTS: The removal efficiency (RE) was 30% in the non-planted and 15% in the planted biofilter at day 3. The RE decreased
more rapidly in planted biofilter than in non-planted until nutrient addition at day 77. Consequently, the RE increased to 70% in
both reactors. The potential for carbon mineralization was higher than those found in soils. The denitrification activity indicated
good conditions for synthesis and maintenance of the denitrifying enzyme pool in the mound of soil. This suggested that NOx
could also be treated in such a system.

CONCLUSION: The efficiency of the planted biofilters in removing TEX was evaluated and found to have good potential for
improving air quality.
(© 2012 Society of Chemical Industry

Keywords: biofiltration; TEX; removal efficiency; planted biofilter; microbial activity
]

INTRODUCTION

Urban air pollution is increasingly recognized as a major public
health problem and environmental issue."? Nitrogen oxides (NOXx)
and volatile organic compounds (VOCs), originating mainly from
transport and heating modes, are among the pollutants of most
concern because they are behind the formation of tropospheric
ozone and contribute to global warming.? Often in cities, car
parks are a confined environment in which complex pollution
containing about 275 identified substances accumulates. The
majority of these compounds are carbon oxides (COx), nitrogen
oxides (NOx) and VOCs such as benzene, toluene, ethylbenzene
and xylenes (BTEX).* The average concentrations of TEX (toluene,
ethylbenzene and xylene) and NOx found in underground car
parks, of the order of 10" =102 ug m=3, often surpass the values
recommended by public authorities.® In France, mechanical sys-
tems to extract the contaminated air from underground car parks
were set up to manage fire risk regardless of indoor air quality.
The polluted air released into the atmosphere through ventilation
systems is then a source of pollution for underground car park
surroundings. Constraints imposed on air quality by European
policies were strengthened recently.5” Therefore, the develop-
ment of innovative solutions to treat various gaseous pollutants
has received special attention in order to improve air quality.

The effectiveness of biological processes for the treatment of
VOCs has been highlighted.®%1° Among the solutions developed,
biofiltration has been demonstrated to be an effective air pollution
control technology for a wide range of applications such as
wastewatertreatment plants, rendering plants, chemical industries
and composting facilities.!” Furthermore, biofiltration processes
are appropriate for treating high flow rates and low concentration
of pollutants.’? Their relatively low operational costs and their
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limited environmental impact contribute to the increasing success
of biofiltration compared with other gas treatment strategies.'3

Industrial biofiltration systems are designed so that pollutant
concentrations ranging from mg m—3 to g m~3 can be treated.
Such concentrations are far above those observed in underground
car parks.

Planted biofilters involve the venting of contaminated gas
streams through a porous packed solid media in which plants can
grow. They constitute a promising alternative, which combines the
capacity of bacteria and plants to reduce pollutants and provide
an aesthetic value. The operation of the biofilter relies on both the
bioremediation capacities of microorganisms from the soil and
the purifying capacities of plants (CO, fixation, and absorption
of VOCs). The planted mound of soil sustains a rich and diverse
rhizosphere microflora. These microorganisms can degrade many
pollutants (VOCs, NOx, etc.), using them as substrates or energy
sources.'#1>

Although the plant-bacteria associations are well studied with
the agronomic perspective of improving crop yields, their use in
pollution control remains poorly studied despite their promising
use for improving air quality in an urban context.

In the present study, the capacity of biofiltration to reduce
gaseous pollutants from confined spaces such as underground car
parks or road tunnels before releasing them into the atmosphere
was investigated. A synthetic gaseous mixture was generated to
be representative of emissions from underground car parks. This
gaseous mixture was characterized by a very low concentration of
TEX corresponding to 200 ug m~3 air for each compound and a
superficial gas velocity of 100 m h~". The elimination performance
of planted and non-planted biofilters supplied with this polluted
gas was monitored. Both the microbial behavior and the potential
capacity to degrade NOx were also investigated.

MATERIALS AND METHODS
Laboratory scale biofiltration system
The experimental set-up used for continuous experiments is
schematically represented in Fig. 1. Two biofilter columns made

TEX
Compressed air [} mfem— 1
o —
Syringue pump 8
e e e
Flow mixing
0
Q
0
- Q
Q
0

Compressed air @r:

Humidification
tower

Figure 1. Experimental setup of the laboratory-scale biofiltration system.

of transparent PVC tubing with an internal diameter of 15cm
and a height of 40 cm, corresponding to a packing volume of
7.6 x 1073 m3, were filled with 2.143 kg of filtering material. The
filtering material was provided by Canevaflor (Tarare, France) and
mainly consisted of a mixture of coco fibres and perlite. It was
characterized by a dry bulk density of 90.4 kg m~3 and a void
fraction of 95%.

Each column was equipped with two gas sampling ports located
at the inlet and at the outlet of the biofilter.

The polluted gas was obtained by volatilizing a liquid mixture
containing toluene, ethylbenzene and xylenes (TEX) (99+%
Extra Pure, Alpha Aesar, Karlsruhe, Germany) in compressed air
via a syringe pump (Apparatus Pump 11 Pico Plus, Harvard,
Massachusetts, USA) in order to provide a total pollutant
concentration of 600 ug m~3 (200 ug m~3 for each compound).
The gaseous stream was homogenized and humidified in a
scrubber (>98% relative humidity). Each column was supplied
in an upward flow mode with polluted air containing TEX with
a volumetric flow of 1.8 m3h~" corresponding to a superficial
gas velocity of 100 m h~" and a constant empty bed retention
time (EBRT) of 14 s. The pressure drops were followed during the
experiment and never exceeded 80 Pa (data not shown).

One biofilter was planted with Hedera helix grown in 9 cm
diameter pots containing soil. The planted mound of soil was
introduced in the centre of the top column in the filtering material
near the gas outlet. In the non-planted biofilter, the plant was
removed before placing the mound of soil in the filtering material.
In both biofilters, the mound of soil was used as inoculant. The
biofilter columns were maintained at room temperature (between
19 and 21°C) under standard horticultural fluorescent tubes
alternating 12 h of light and 12 h in the dark.

The composition of nutrient solution added to each column
from day 78 is given in Table 1. This solution provided nitrogen,
phosphorus and potassium sources (24/20/02 at a concentration
of 0.7 gL™"). Every 2 days, 80 mL of the nutrient solution were
homogeneously distributed drop by drop on the top of the
packing material. The fertilization provided 4 mg nitrogen day~'
and enabled a C/N/P ratio of 100/5/1 to be obtained.

Two biofilter units

Plant
Hedera helix

=] ] Gas sampling
B ports (outlet)
. Mound of soil

Roots

Filter medium

b b ——— Gas sampling
ports (intlet)
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Table 1. Composition of the nutrient solution used for fertilization
after day 78
Nitrogen 24%
NO; 10%
NH4 12.2%
CO(NH,), 1.8%
P,0s 20%
K0 2%
MgO 2%
Trace elements
B 0.0125%
Cu 0.0025%
Mn 0.025%
Mo 0.0013%
Zn 0.01%
Fe 0.03%
Analytical methods

Inlet and outlet synthetic polluted air streams were sampled daily.
An AirmoBTX gas chromatograph (GC) equipped with a column
(MXT30CE; 30 m; 0.28 mm internal diameter; 1 um film) and a
flame ionization detector (FID) (Chromatotec group, Bordeaux,
France) was used to measure the TEX gas-phase concentrations.
Gas-phase samples (460 mL) were withdrawn from the biofilter
sampling ports and automatically injected into the GC/FID. TEX
concentrations were determined from an internal calibration
curve. The biodegradation was monitored by calculating the
TEX removal efficiency from the average of five successive
quantifications as follows:

Co
RE=1|1— — 100
[ C-]X

where RE is removal efficiency, C, is TEX concentration at the
column outlet, and C; is TEX concentration at the column inlet.

Measurements of bacterial activities

At the end of the experiment, the packing material was removed
from the PVC columns and separated according to depth from the
inlet (0-10 cm, 10-20 cm, 20-30 cm and 30-40 cm). The soil was
separated from the packing material in the section near the gas
outlet (30-40 cm). The water content was determined after drying
a portion of each sample at 105 °C overnight.

Investigation of the bacterial activity was performed by
measuring the carbon mineralization potential using substrate
induced respiration (SIR)'® and denitrifying enzyme activity (DEA)
on samples over a short period.'”18

For the SIR measurements, samples of filtering material
(equivalent to 5g oven dried) extracted at 20-30cm and
30-40 cm were placed in 150 mL sterile plasma flasks with a
rubber stopper. 1 mL of glucose was added to obtain a final
concentration of 1.2 mg glucose g~ dry soil. Additional water was
added to achieve 70% of the water holding capacity. The plasma
flasks were closed and incubated at 28 °C for 6 h. Gas samples were
analyzed every 30 min to measure the CO, concentration using a
gas chromatograph equipped with a catharometer (uGC R-3000;
SRA Instruments, Marcy I'Etoile, France). SIR was expressed as ug
C-CO, h~1 g7 dry filtering material.

90
80
70 | Y=-0.26x+31.08

>

60

Removal efficiency (%)

0 20 40 60 80 100
time (d)

@
o
=

| Y=-0.12x+15.88

Removal efficiency (%)

100

time (d)

Figure 2. Evolution of removal efficiency of the biofilters vs. time
(day): (A) non-planted biofilter; and (B) planted biofilter. ¢ Toluene, ll
Ethylbenzene, A Xylene. Arrows indicate the beginning of the nutrient
supply.

For the DEA measurements, samples (5g equivalent oven-
dried) taken from the mound of soil and in the filtering
material (30-40 cm) were placed into 150 mL plasma flasks. The
atmosphere of each flask was evacuated and replaced by a 90: 10
He : C;H, mixture to provide anaerobic conditions and to inhibit
N,O-reductase activity. Ten ml of distilled water containing KNO3
(200 ug NO3-N g~ dry soil), glucose (0.5 mg C g~ dry soil) and
glutamic acid (0.5 mg C g~ dry soil) were added. Additional water
was provided to achieve soil saturation and flasks were sealed with
rubber stoppers. During incubation at 28 °C, gas samples (200 L)
were taken at 2, 4 and 6 h and immediately analyzed for N,O
production using the uGC R-3000 (SRA Instruments, Marcy I'Etoile,
France). DEA was expressed as j1ig N-N,O h~" g~ dry filtering
material.

RESULTS AND DISCUSSION

Efficiency of TEX removal in planted and non-planted biofilter
An overview of the performance for both biofilters during the
whole experimental period of 96 days is presented in Fig.2.
Operation and performance of biofilters is reported in terms
of TEX removal efficiency (RE) as a function of time (days).

The trends in abatement were similar in both biofilters. After the
peak of 75 to 80% efficiency, two periods could be distinguished.
This rapid and transient removal was probably due to the
adsorption phenomenon of aromatics in the packing material.'®

In the first phase (day 3 to 77), the biofilters behaved differently.
The removal efficiency was higher in the non-planted than in
the planted biofilter with about 30% and 15% RE, respectively
(Fig. 2(A), (B)). The pollutantremoval efficiency decreased rapidly in
the non-planted biofilter, asindicated by the regression coefficient
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(-0.26). In the planted biofilter, the RE remained very low and
almost constant with a regression coefficient of —0.12. This
observation might be due to the balance between available
nitrogen and carbon sources in the biofilters as suggested by the
increase in efficiency following the fertilization. The competition
for nitrogen between plant roots and bacteria?®?' as well as
the limitation of microbial growth by the availability of mineral
nutrients rather than energy substrates???3 are well known in
planted soil. In the non-planted biofilter, nitrogen was presumably
more available than in planted ones which would explain the
difference in RE.

Several authors have found that the performance of VOC
degrading biofilters was improved when an extra source of
ammonium and phosphate was provided to the reactor.?4?> The
lack of nutrients in a planted biofilter due to plant nutrition as
well as the consumption of available nutrients by microorganisms
in a non-planted biofilter might be responsible for the low RE
observed, as suggested by Delhomenie etal.?® In order to test
this hypothesis, a nutrient solution containing nitrogen and trace
elements was applied during the second phase (day 78 to 96) to
obtaina C:N:P ratio of 100:5:1.

In this second phase, shortly after the nutrient addition, both
reactors showed a significant increase in RE, ranging from 10 up
to 70% (Fig. 2(A), 2(B)). This observation confirmed that the low
phosphate and nitrogen content in the packing materials and in
the water used for watering were probably responsible for the
limitation of microbial activity observed during the first phase.

Microbiological analysis

In biofilters, pollutants contained in the gaseous mixture are oxi-
dized or convertedinto biomass by the action of microorganisms.?
In many cases, biofilters are run for long periods of time with an ap-
propriate substrate or with selected acclimatized microorganisms
from diverse sources. They are inoculated into the packing material
to enhance the biofilter start-up procedure and to ensure pollu-
tant removal efficiency.'” In this study, microorganisms originated
from the mound of soil which was placed into the filtering material
both in the planted and non-planted biofilters. The potential for
carbon mineralization was measured from packing material sam-
pled at 30-40 cm and 20-30 cm bed height (Table 2). Activities
were slightly higher than those found in cultivated soils indicating
that the microorganisms could grow and colonize the packing
material.?’?% Since the initial maximum respiratory response is
related to the current size of living microbial biomass, these re-
sults suggested the presence of a high number of microorganisms
in the filtering material.’® Using a compost biofilter to remove
toluene, Juteau et al. found densities of culturable heterotrophic
bacteria up to 10'° per gram.?’ The higher activity observed in
the 30-40 cm samples compared with the 20-30 cm samples
suggests a higher number of microorganisms in the upper zone
of the biofilter. This is probably due to the presence of the soil
mound in this zone.

Whatever the depth, the carbon mineralization potential was
higher in the planted than in the non-planted biofilter. Plant
roots are known to sustain microbial growth via root exudates by
providing carbon and energy sources.3° The presence of a plant
in the biofilter enables high numbers of microorganisms to be
maintained and thus may contribute to keeping a high potential
for metabolizing organic pollution.

Monoaromatic hydrocarbons are known to be mineralized
under both aerobic and anaerobic conditions. Foght and Evans
etal. reported the growth of enrichment cultures on toluene and
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Table 2. Substrate- induced respiration (ug C-CO, g~ filtering ma-
terial h—') measured at the end of the biofiltration run

Non-planted Planted

biofilter A biofilter B
Filtering material (30-40 cm) 19 28
Filtering material (20-30 cm) 15 21

Table 3. Denitrification enzyme activity (ug N-N,0g~' filtering
material h~') measured at the end of the biofiltration run

Non-planted Planted
biofilter A biofilter B
Mound of soil (30-40 cm) 2.7 2.0
Filtering material (30-40 cm) 1.2 15

xylene under denitrifying conditions.3'*? Denitrifying bacteria are
also capable of converting nitrogen oxides (NOx) into bioavailable
nitrogen via a dissimilatory reductive pathway.3> NOx are emitted
from all combustion processes, and they are probably present in
underground car parks.

Therefore, DEA was measured along the biofilter height
(0-10 cm, 10-20 cm, 20-30 cm, 30-40 cm) from samples of the
packing material and of the mound of soil in the 30-40 cm zone.

DEA was detected only in the 30-40 cm zone of the filtering
material and in the soil mound (Table 3). These activity levels
were slightly higher than those measured in pasture soils and
indicated good conditions for the synthesis and maintenance of
the denitrifying enzyme pool especially in the soil mound but
also in the filtering material.?® These results showed that active
bacteria can persist in planted biofilters and suggested that NOx
could also be degraded in such a system.

CONCLUSIONS

The performance of a new type of biofilter that has the potential
forimproving air quality of urban environments in an aesthetically
pleasingmannerwasinvestigated experimentally. The efficiency of
planted and non-planted biofilters inremoving low concentrations
of TEX was evaluated and found to have good potential for
improving air quality. Results show that planted and non-planted
biofilters can remove low concentrations of TEX, and endogenous
soil microorganisms can be used as an inoculum in these filters.
Furthermore, no acclimation to pollutant was required. The
induction of enzymes participating in metabolic pathways of
aromatic hydrocarbon degradation was likely to occur in both
planted and non-planted biofilters. As previously reported in the
literature, the addition of a nutrient solution was essential to
maintain TEX degradation in a non-planted biofilter. This study
emphasizes how essential this supply is for TEX removal in a
planted system. Nevertheless, the optimization of nutrient supply
needs to be further investigated.

The denitrifying activity measured in both planted and non-
planted biofilters suggested that these biofilters could be efficient
in removing NOx.

Further investigations will also be needed in order to gain
insights into the dynamic diversity of the bacterial community in
the biofilter with and without plants. Investigations of microbial
communities in biofilters remain relatively scarce, although the

J Chem Technol Biotechnol 2012; 87: 746750

(© 2012 Society of Chemical Industry

wileyonlinelibrary.com/jctb

99

A. Rondeau, 2013. Compréhension du fonctionnement biologique et physico-chimique d’un biofiltre
végétalisé pour le traitement de polluants atmosphériques urbains gazeux. Thése de Doctorat.

6L



0S.

O
SCI

WWWw.soci.org

CHAPITRE II

A Rondeau et al.

structure of the communities would provide key information for
understanding the coupling or uncoupling between microbial
diversity and removal efficiency. Different techniques such as
denaturing gradient gel electrophoresis (DGGE) could provide
usefulinformation about species richness, and relative abundance.
The quantification and characterization of functional bacterial
populations actively involved in degradation processes are also
required to understand and to control the functioning of such
planted biofilters. This could be achieved by targeting specific
genes involved in key functions by real time PCR. The xylET gene
encoding catechol 2,3 di-oxygenase which is involved in the early
stage of TEX degradation could be used to estimate the density of
TEX degraders.
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Compléments de discussion

Les résultats précédemment présentés dans l'article ont révélé qu'un biofiltre
végétalisé est capable de traiter un effluent gazeux caractérisé par des concentrations en
TEX particulierement faibles (200 pg.m-3 par composé). Un taux d’élimination de 70% a
effectivement été observé. L’efficacité de dégradation est similaire pour les deux
conditions expérimentales testées, biofiltre planté ou non planté, des lors que la

disponibilité en nutriments n’est pas limitante.

Le traitement de tres faibles concentrations par biofiltration est un des aspects
innovants de l'étude qui n’a pas été discuté dans l'article. Durant le processus de
biodégradation, la concentration en polluants organiques conditionne l'activité des
microorganismes et donc les performances du procédé (Guieysse et al, 2008). Il
convient, dans un premier temps, d’évaluer la part des phénomenes physico-chimiques
dans I’élimination des polluants. Ainsi, les capacités de sorption du matériau support ont
été approchées. Dans un second temps, la concentration des composés dans la phase
liquide a été évaluée afin d’estimer la disponibilité des polluants pour les
microorganismes. En s’appuyant sur des exemples issus de la littérature, des hypothéses
sur les mécanismes permettant d’expliquer la biodégradation de polluants en faibles

concentrations dans la phase gazeuse sont proposées.

Par ailleurs, les activités biologiques ne sont pas homogenes au sein du biofiltre. Des
activités de respiration et de dénitrification plus élevées en haut de la colonne qu’au
niveau de 'arrivée de I'air pollué ont été observées. Il semble donc pertinent de vérifier
s'il y a également une stratification de I'activité de dégradation des TEX au sein des
biofiltres. La détermination de relations, si elles existent, entre les fluctuations
environnementales et la spatialisation des activités biologiques a fait 1'objet d’une

attention particuliere.

Faibles concentrations : phénomenes physico-chimiques vs biodégradation

Pour comprendre le fonctionnement d’un biofiltre, il est important de s’intéresser aux
phénomenes biologiques et physico-chimiques intervenant dans I’élimination des

composés.
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Lors du fonctionnement des biofiltres pour le traitement de l'air, le premier
processus d’élimination est di aux mécanismes physico-chimiques et

correspond (Kraakman et al., 2011) :

- a des phénomenes de sorption des polluants a la surface du garnissage

(adsorption),
- autransfert des polluants de la phase gazeuse a la phase aqueuse (absorption).

La biodégradation des composés se met en place progressivement, I'élimination des

composés par cette voie n’est observable que dans un second temps (Aizpuru, 2001).

Dans le cas du traitement de faibles charges en polluants, en fonction des capacités de
sorption du garnissage utilisé, la part de ces phénomenes physico-chimiques peut

devenir particulierement importante, voire constituer la seule forme d’élimination.

Evaluation des phénomeénes physico-chimiques au sein des biofiltres

Dans le but d’évaluer et de quantifier la part de ces phénomenes de sorption dans les
biofiltres végétalisés mis en ceuvre au laboratoire, I'identification et la quantification des
composés adsorbés sur le garnissage ont été réalisées a I'IRCE Lyon (Institut de
Recherche sur la Catalyse et 'Environnement de Lyon). Pour cela, la volatilisation des
composés piégés sur des échantillons de garnissage a été réalisée par désorption
thermique. Les composés libérés ont été séparés par chromatographie en phase gazeuse
apres une étape de pré-concentration par la technique de micro-extraction en phase
solide (SPME). La quantification et I'identification de ces composés n’ont cependant pas
été possibles en raison de I'humidité du garnissage. Ces mesures sont généralement
pratiquées a partir de matériaux secs. Dans notre cas, la proportion d’eau par rapport
aux faibles quantités de polluants fixées sur le garnissage a rendu impossible la

détection des composés recherchés.

Afin de contourner cette difficulté et d’appréhender au mieux les phénomeénes de
sorption au sein des biofiltres, la quantité de polluants fixés sur le garnissage a été
estimée a partir des taux d’abattement mesurés durant les deux premiers jours de
fonctionnement. En effet, un taux d’abattement élevé et de courte durée est
caractéristique des phénomenes de sorption des composés sur le garnissage (Aizpuru et

al.,, 2003). Le calcul permettant cette estimation est basé sur la quantité de polluants
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éliminée durant cette phase de sorption rapportée au volume de garnissage utilisé. Dans
notre cas, un taux d’abattement d’environ 80% a été observé des le début de
I'expérimentation (jours 1 et 2) avant d’atteindre des valeurs proches de zéro (jour 3).
Ainsi, en tenant compte de la concentration en TEX en entrée et sortie de biofiltre, du
débit gazeux et de la durée pendant laquelle ce niveau d’abattement (80%) a été observé
(2 jours), environ 41,5 mg de TEX ont été piégés par biofiltre. Cela correspond a une
capacité de sorption des TEX d’environ 5,4 g.m3 de garnissage humide. Cette capacité de
sorption est relativement faible par rapport a celle obtenue a partir d’autres garnissages
organiques tel que le compost par exemple, pour lequel elle est comprise entre 17 et
24g.m-3 (Delhoménie et al., 2002b). Elle est également nettement inférieure a celle
mesurée pour des matériaux tel que le charbon actif utilisé dans certains procédés
physico-chimiques. Aizpuru et al. (2003) ont montré que la capacité de sorption du
charbon actif utilisé comme garnissage de biofiltre est d’environ 8 kg de COV.m3 de

garnissage humide.

Faibles concentrations et dégradation biologique des composés

Apres ajout de nutriments, les biofiltres végétalisés ont atteint un état stationnaire
durant lequel des performances épuratoires supérieures a 70% d’abattement des TEX
ont été observées. Cette seconde phase d’élimination est due a l'activité de la
composante microbienne du biofiltre (Khammar et al, 2005). La capacité d’élimination
(EC) des réacteurs peut étre calculée pendant la période stationnaire selon la formule

suivante (Kennes et al., 2009) :

Q : débit de I'effluent a traiter (m3.h'1)

Q.(C,—Cup Cin et Cout: concentrations des TEX (mgm-3)
EC

respectivement en entrée et en sortie des réacteurs

Vv

V : volume de garnissage traversé (m?)

La capacité d’élimination est exprimée en mg de TEX éliminés par m3 de garnissage et

par heure (mg.m3.h'1). Dans les biofiltres végétalisés, elle est d’environ 99 mg.m-3.h-1.

Afin d’évaluer la disponibilité des polluants pour les microorganismes, les

concentrations théoriques de TEX dans la phase aqueuse des biofiltres peuvent étre
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estimées en utilisant le coefficient de partage air-eau de chacun des composés (loi de

Henry). Le calcul de ces concentrations repose sur les hypothéses suivantes :
- les biofiltres sont considérés comme des réacteurs a I'équilibre,

- la température est supposée constante et égale a 20°C (en pratique elle varie de

19 a 21°C durant I'expérimentation),
- la phase aqueuse du biofiltre est assimilée a de 'eau pure.

Les résultats sont présentés dans le tableau II.1. La constante de Henry de chaque
composé est donnée pour une température de 20°C, sous sa forme adimensionnelle,
c’est-a-dire comme le rapport de la concentration du composé dans l'eau sur sa

concentration dans la phase gazeuse (Aizpuru, 2001).

Composé Hyoc C (ng.m3) G(ue.LY)
Toluéne 4,50 200 0,90
Ethylbenzéne 4,05 200 0,81
Xyléne 3,80 200 0,76

Tableau II.1. Calcul des concentrations théoriques de TEX dans la phase aqueuse des biofiltres
(pg.L-1). Pour chaque composé sont indiquées la constante de Henry (Hzoec) @ 20°C sous sa forme
adimensionnelle, la concentration dans la phase gazeuse (C,) et la concentration théorique dans
la phase aqueuse (C)).

L’alimentation des pilotes conduit a des concentrations théoriques de TEX dans la

phase aqueuse de 0,90 ; 0,81 et 0,76 pg.L-1 respectivement pour chacun des TEX.

Roch et Alexander (1997) ont suggéré que la dégradation biologique des polluants est
influencée par la disponibilité des molécules. La présence de polluants en tres faibles
concentrations peut empécher leur dégradation rapide dans I'environnement. Cet effet
est d’autant plus marqué que les bactéries n’ont pas été préalablement acclimatées aux
polluants a traiter. Ces auteurs ont également montré que la concentration seuil de
toluéne dissous dans I'eau pour développer et maintenir une activité de dégradation due
aux bactéries est de 0,9 pg.L-1. Cette valeur correspond a la concentration en toluéne
estimée dans les biofiltres (tableau I1.1) mis en ceuvre dans le cadre de notre étude, ce

qui est compatible avec une dégradation biologique.
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Différentes hypothéses peuvent étre avancées pour expliquer cette activité biologique

de dégradation des polluants malgré les faibles concentrations :

- Les microorganismes sont capables de dégrader certains COV par co-
métabolisme en utilisant un autre substrat carboné pour la croissance. Pahm et
Alexander (1993), ont suggéré que la présence simultanée de plusieurs sources
de carbone en faible concentration favoriserait la minéralisation des composés.
Les oxydes de carbone, par exemple, peuvent étre utilisés comme sources de
carbone complémentaires. Lors d’'une étude en laboratoire sur I'élimination des
COV par des plantes en pot, Orwell et al. (2006) ont observé que la présence de
toluene accélere I'élimination du xyléne. De plus, dans des conditions de carence,
les microorganismes sont capables d’augmenter rapidement leur affinité pour un
substrat limitant ou de s’acclimater a dégrader un grand nombre de sources

carbonées (Kovarova-Kovar et Egli, 1998).

- La formation et le développement de biofilm peuvent également permettre
d’atteindre plus aisément de telles performances d’élimination. L’accumulation
des polluants au sein du biofilm augmente leur biodisponibilité jusqu’a ce que la

dégradation biologique devienne possible (Singh et al., 2006).

- La présence de plantes peut fournir, via I'’exsudation racinaire, suffisamment de
substrat énergétique et de carbone pour la croissance des microorganismes
comme le montrent les activités microbiennes enregistrées dans la rhizosphére
de biofiltres végétalisés sous forme de pots. Dans le cadre de I'amélioration de la
qualité de I'air de bureau par ces systemes, Wood et al. (2006) ont montré qu’'une
concentration de 300 a 400 pg.m-3 de COV totaux est suffisante pour induire une
réponse biologique permettant d’atteindre des niveaux d’abattement des COV de

I'ordre de 75%.

Spatialisation de la dégradation au sein du biofiltre

Une stratification de 'activité potentielle de dénitrification a été observée dans les
biofiltres, cette derniére n’ayant pu étre détectée que dans la moitié supérieure des
biofiltres, entre 20 cm et 40 cm (Table 2, page 99). Les mesures de respiration
présentées dans l'article portaient sur les hauteurs supérieures du garnissage, entre 20

cm et 40 cm (Table 3, page 99). Celles-ci ont été complétées par des mesures réalisées
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sur les échantillons de garnissage provenant des hauteurs
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0-10 cm et 10-20 cm.

SIR (pg C eq CO..gGSLh?)
Hauteur
Non Planté Planté
30-40 cm 19 28
20-30 cm 15 21
10-20 cm 18 15
0-10cm 17 15

Tableau I1.2. Activité potentielle de respiration (SIR) exprimée en pg de carbone équivalent CO>
par g de garnissage sec et par heure (ug C eq CO2.g1GS.h-1) pour chaque hauteur des différents
biofiltres.

Bien que les mesures de respiration révelent la présence d’'une biomasse sur toute la
hauteur des biofiltres, celle-ci semble plus importante dans la partie supérieure du

garnissage.

Afin d’évaluer 'homogénéité de I'activité de dégradation des TEX, les mesures du taux
d’élimination de ces composés réalisées a 40 cm ont été complétées, en fin
d’expérimentation, par des mesures effectuées a mi-hauteur (20 cm). Les résultats sont

présentés dans le tableau I1.3.

Abattement moyen des TEX
pour chaque biofiltre (%)

Hauteur
Non Planté Planté
40 cm 70 69
20cm 0 0

Tableau I1.3. Taux d’abattement moyen des TEX (%) calculés en fin d’expérimentation aux
hauteurs 20 cm et 40 cm (sortie) pour chaque biofiltre.

Aucune activité n'a été détectée a 20 cm. L’abattement des TEX a donc lieu
uniquement dans la partie supérieure des réacteurs, comprise entre 20 cm et 40 cm de

hauteur de garnissage.
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Les observations macroscopiques des deux biofiltres suggerent une différence
d’humidité entre le bas et le haut des colonnes. Plusieurs auteurs ont démontré que le
taux d’humidité du garnissage est un parametre particulierement important pour le
développement et le maintien des activités biologiques et donc des performances
épuratoires des biofiltres (Klapkova et al., 2006 ; Badilla et al.,, 2010 ; Shareefdeen et al.,
2010). Cette observation pourrait expliquer la répartition des activités microbiennes au
sein des biofiltres végétalisés, notamment l'activité de dégradation des TEX. Afin de
vérifier cette hypothese, des mesures du taux d’humidité aux différentes hauteurs du

garnissage ont été effectuées. Les résultats sont présentés dans le tableau 11.4 :

Humidité pour chaque biofiltre

(%/GS)
Hauteur
Non Planté Planté

motte 276 218
30-40 cm 240 197
20-30 cm 241 142
10-20 cm 11 13
0-10 cm 10 10

Tableau I1.4. Taux d’humidité (%) calculé par rapport au poids du garnissage sec (GS) pour
chaque hauteur des différents biofiltres.

Les résultats montrent que I'humidité du garnissage est environ 20 fois plus élevée
dans la partie supérieure des biofiltres ce qui corrobore les observations

macroscopiques.

Les activités de dénitrification et de dégradation des TEX sont localisées
exclusivement entre 20 et 40 cm de hauteur, zone dans laquelle le taux d’humidité du
garnissage est plus élevé. Un taux d’humidité trop bas (de l'ordre de 10%) s’avére
incompatible avec la mise en place et le maintien de ces activités microbiennes. La
teneur en eau du garnissage semble bien avoir un impact direct sur les activités
microbiennes et, par conséquent, sur les performances épuratoires des biofiltres.
L’irrigation des biofiltres est donc un parametre essentiel méme si celle-ci est difficile a
maitriser.

Ces observations suggerent que :
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- l'augmentation de 'humidité dans la partie basse du biofiltre pourrait favoriser le
développement d’une activité de dégradation des composés dans cette zone. Si la
dégradation des TEX est répartie sur toute la hauteur de colonne, les capacités
d’abattement des biofiltres sont susceptibles d’étre améliorées. Un suivi

particulier sera porté sur l'irrigation dans la partie suivante,

- un taux d’abattement des TEX de I'ordre de 70% est obtenu pour une hauteur de
garnissage de seulement 20 cm (entre 20 et 40 cm). L'utilisation d'un biofiltre
d’épaisseur plus faible semble donc étre envisageable. Cette hypothese fera

également I'objet d’'une attention particuliere au chapitre suivant.
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PARTIE 2 : Influence de I'apport d’engrais sur le fonctionnement du

biofiltre végétalisé
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1. Introduction

La conception d’aménagements urbains mettant en ceuvre des procédés de
traitement d’air doit prendre en compte l'acceptabilité de ces équipements par les
citadins, notamment en termes esthétiques. L’utilisation de plantes dans les biofiltres,
congus sous forme de toitures ou de murs végétalisés, permet une intégration paysagere
de ce procédé. L'introduction de nouvelles zones végétalisées dans les centres ville
favorise également la biodiversité et contribue au bien-étre des citadins (Brown et
Grant, 2005). L'aspect esthétique des biofiltres végétalisés est donc un facteur important
pour encourager leur installation au coeur des villes. Par conséquent, il est nécessaire de
maitriser et d’entretenir le développement des plantes au sein des biofiltres. Ceci
implique une irrigation et un apport d’engrais suffisant pour assurer une croissance

pérenne des végétaux.

Par ailleurs, comme cela a été mis en avant précédemment, 'humidité du garnissage
et la présence de nutriments influencent les capacités d’élimination des TEX au sein des
biofiltres. De nombreux auteurs ont effectivement montré que ces deux parametres ont
un impact important sur les activités microbiennes et donc sur les performances
épuratoires des biofiltres (Aizpuru et al., 2001 ; Delhoménie et al.,, 2002a; Song et al,
2003 ; Klapkova et al., 2006 ; Sakuma et al., 2009 ; Badilla et al., 2010 ; Shareefdeen et al,,
2010).

Cette seconde partie de chapitre est consacrée a I'étude de l'influence de I'apport
d’engrais. Elle aborde plus particulierement I'impact de l'utilisation d'un « engrais
retard » sur le fonctionnement des réacteurs, l'objectif étant de simplifier et
homogénéiser les apports d’azote et de phosphore. L’humidité du garnissage jouant un
role important dans la capacité d’abattement des réacteurs (Partie 1, page 107), une
attention particuliere a également été portée sur l'irrigation des biofiltres. Dans le but de
mieux comprendre linfluence de ces deux parameétres opératoires sur le
fonctionnement microbien du biofiltre végétalisé, 'activité de la microflore des biofiltres
a été étudiée en ciblant trois communautés fonctionnelles. Des mesures de respiration
ont été réalisées afin d’estimer la biomasse et d’apprécier I'état physiologique de la
communauté hétérotrophe totale. L'activité de la communauté microbienne dégradant

les TEX a été suivie en vue de déterminer les performances épuratoires des biofiltres.
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Enfin, des mesures d’activité potentielle de dénitrification ont été effectuées pour
évaluer la présence d'une communauté bactérienne potentiellement capable de
dégrader les NOx. Ces activités ont toutes été mesurées a différentes hauteurs de

garnissage afin d’observer leur répartition spatiale au sein des biofiltres.

Le dispositif expérimental utilisé comporte six biofiltres et inclut la mise en place de
réplicats afin de vérifier la reproductibilité des résultats observés. L'objectif de ce travail

est de répondre aux questions suivantes :

- lutilisation d’'un engrais retard (sous forme solide dans le garnissage) est-elle
compatible avec I’élimination des TEX au sein des biofiltres ? Cet engrais retard
est-il suffisant ou est-il nécessaire d’apporter un fertilisant supplémentaire ? Ces
deux conditions (avec et sans fertilisant supplémentaire) modifient-elles

I'influence de la plante sur 'efficacité de traitement ?

- dans ces nouvelles conditions d’amendement, quelles sont les performances
épuratoires d'un biofiltre végétalisé d'une épaisseur de 40 cm traitant de faibles
concentrations de TEX? Quel est l'état physiologique de la biomasse se

développant dans les biofiltres ? Y-a-il un potentiel de dégradation des NOx ?

- comment sont réparties les activités microbiennes au sein du biofiltres ? Les

conditions d’amendement influencent-elles cette répartition ?
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2. Matériel et Méthodes

2.1. Systéeme expérimental pilote

Le dispositif expérimental utilisé lors de cette étude est similaire a celui présenté

dans l'article (figure 1, page 97).

En résumé, les colonnes de biofiltre contenant 40 cm de hauteur de garnissage sont
alimentées simultanément par un flux ascendant d’'un mélange gazeux synthétique
humide, contenant 600 pg.m=3 de TEX (200 pg.m=3 de chaque composé). Le débit d’air
appliqué (1,8 m3.h-1) correspond a une vitesse de passage de I'air en entrée de colonne

de 100 m.h'? (EBRT de 14 s).

Six biofiltres fonctionnant sous trois conditions différentes ont été suivis en parallele
durant 68 jours (figure II.1). Deux biofiltres témoins ne comportent pas de plante mais
seulement la motte de terreau (NP) et les quatre autres sont plantés d’'un lierre, Hedera

helix (biofiltres P et PE).

sortie -
L

[ JOE JEE

Points de
20
R - prélévement

30-40cm

Hauteurs de | 29_30cm
prélévement

d i 10-20cm ‘ai
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h b h a] u] p——2_
L PE1 : PE2 L P1 | P2 T NP1 : NP2 |
Biofiltres Plantés Biofiltres Plantés Biofiltres Non

avec ajout Plantés
d’Engrais

supplémentaire

Figure II.1. Description de l'installation pilote utilisée comportant six biofiltres avec engrais
retard alimentés simultanément en TEX. PE1 et PE2: biofiltres Plantés avec ajout d’Engrais
liquide. P1 et P2: biofiltres Plantés. NP1 et NP2: biofiltres Non Plantés. Les points de
prélevement d’air pour les analyses chromatographiques sont situés en entrée, a 10, 20, 30 cm
de hauteur et en sortie (40 cm). Le garnissage est échantillonné en fonction de la hauteur dans le
biofiltre pour les analyses microbiologiques, entre 0-10 cm, 10-20 cm, 20-30 cm et 30-40 cm.

Le garnissage utilisé pour I'ensemble des biofiltres de cette étude est le méme que
celui utilisé précédemment (Materials and methods, page 97) dans lequel a été ajouté un

« engrais retard » (NPK 12/12/17, Canevaflor, Tarare, France). Cet engrais a diffusion
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lente se présente sous forme de billes hydrosolubles dans lesquelles I'engrais est enrobé.
Ces granulés sont largement utilisés en horticulture car ils permettent une meilleure
gestion de la fertilisation. La dissolution de I'’enrobé permet une diffusion progressive de
I'engrais au cours du temps. La composition complete de cet engrais figure dans le
tableau II.5. La concentration utilisée est de 1,4 kg.m3 de garnissage, ce qui correspond a
10,5 g d’engrais retard par biofiltre soit une quantité totale d’azote apportée d’environ

1,3 g sur 12 mois. L'utilisation de cet engrais retard a éteé testée dans chaque biofiltre.

Composition engrais granulé NPK 12.12.17

Macro-éléments Oligo-éléments
Azote 12% B 0,02%
NO, 5,5% Fe 0,3%
NH, 6,5% Zn 0,01%
PO, 12%
K0 17%
MgO 2%

Tableau IL.5. Composition de I’engrais retard utilisé dans les biofiltres (Canevaflor®, Tarare,
France).

La nécessité de compléter I'apport d’éléments nutritifs a été également étudiée en
ajoutant un engrais supplémentaire (sous forme liquide) dans deux biofiltres plantés
(PE). L’engrais utilisé est identique a celui décrit dans I'article (Table 1, page 98). Dans
ce cas, 80 mL d’une solution d’engrais (NPK 24/20/02) a 0,7 g.L-! ont été apportés

manuellement de maniére homogene a la surface du garnissage tous les deux jours.

L’irrigation est assurée grace a des micro-goutteurs disposés a la surface du
garnissage (au pied de la plante). Le dispositif d’irrigation comporte un programmateur
permettant un pilotage automatique et indépendant de I'arrosage dans les différents
biofiltres. La quantité d’eau apportée a été ajustée en cours d’expérimentation et varie
entre 40 mL et 90 mL en moyenne par jour et par biofiltre. L’absence d’eau de

percolation en pied de colonne a été vérifiée quotidiennement.
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2.2. Parametres opératoires mesurés

2.2.1. Analyse de la phase gazeuse

Les concentrations de chaque composé de l'effluent gazeux ont été déterminées
quotidiennement en entrée et en sortie de réacteur par GC/FID (Materials and methods,
page 98). Le taux d’élimination des TEX a été calculé sur une moyenne de 3 mesures
consécutives réalisées en sortie de réacteur (erreurs standards inférieures a 6%) par
rapport a la moyenne de 40 mesures consécutives réalisées en entrée de réacteur
(erreurs standards inférieures a 4%). Des mesures supplémentaires ont été réalisées a
10, 20 et 30 cm de hauteur une a deux fois par semaine. Le taux d’élimination a été
calculé pour ces différentes hauteurs de biofiltre comme décrit précédemment

(Materials and methods, page 98).

2.2.2. Température

La température ambiante a été suivie en continu a I'aide d'un thermo enregistreur
digital (Testo 174, TESTO, France). La température moyenne mesurée durant les 68
jours de suivi du fonctionnement des biofiltres varie de 24°C a 29°C (nuit/jour), avec un

minimum de 18°C la nuit et un maximum de 32°C le jour.

2.2.3. Pertes de charges

Les pertes de charges ont été mesurées quotidiennement pour chaque biofiltre a
I'aide d'un micromanometre a tubes inclinables (Mk4, Airflow Developments, Canada).

Elles sont exprimées en KPa.m-1.

2.2.4. Taux d’humidité

Le taux d’humidité du garnissage a été mesuré en fin d’expérimentation selon la
méthode décrite précédemment (Materials and methods, page 98). Ces mesures ont été

réalisées pour chaque hauteur de prélevement de garnissage, ainsi que dans la motte.

2.3. Analyses microbiologiques

Les analyses microbiologiques concernant la communauté microbienne totale et la
communauté bactérienne dénitrifiante ont été effectuées a la fin de I'expérimentation
selon le protocole décrit dans I'article (Materials and methods, page 98). Les mesures

des activités potentielles de SIR et de DEA ont été réalisées sur les échantillons de
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garnissage prélevés aux différentes hauteurs des biofiltres (figure II.1). La motte a été
dissociée du garnissage a partir des échantillons prélevés entre 30 et 40 cm et constitue

un échantillon indépendant.

2.4. Analyses statistiques

Les analyses statistiques des données issues des mesures d’activités, de
concentration en TEX ont été effectuées a l'aide du logiciel R V.2.6.2. La normalité et
I’'homoscédasticité n’étant pas vérifiées lors des tests de Shapiro-Wilk et de Bartlett, les
comparaisons des moyennes obtenues ont été réalisées par des analyses de variance
basées sur le test de Kruskal-Wallis (non paramétrique). Le seuil de rejet du risque o

(seuil de signification) a été fixé a 5%.
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3. Résultats

Le fonctionnement des biofiltres a été suivi pendant 68 jours en prenant en compte
les parametres suivants :
- les pertes de charges et la teneur en eau du garnissage,
- les performances épuratoires globales des bioréacteurs,
- les performances épuratoires de chaque composé et la stratification de l'activité
de dégradation des TEX en fonction de la hauteur de colonne,

- les activités microbiennes potentielles (SIR, DEA).
3.1. Parametres opératoires mesureés

3.1.1. Evolution des pertes de charge
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Figure I1.2. En haut : Evolution des pertes de charge (KPa.m-1) en fonction du temps (jours). PE :
biofiltres Plantés avec ajout d’Engrais ; P : biofiltres Plantés ; NP : biofiltres Non Plantés. En bas :
Quantité d’eau apportée quotidiennement par biofiltre (mL).

La figure I1.2 représente I'évolution des pertes de charge mesurées entre I'entrée et la
sortie des réacteurs au cours de l'étude, ainsi que les apports d’eau journalier.

L’évolution des pertes de charge pour les différents biofiltres suit une tendance similaire
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(a I'exception du biofiltre NP1 qui sera présenté séparément). Les pertes de charge
augmentent progressivement jusqu’au jour 41, passant de 0,2 a 0,44 KPa.m. Elles
diminuent ensuite avant de se stabiliser a une valeur moyenne de 0,38 KPa.m. Ces
variations ne sont pas corrélées avec les différentes quantités d’eau apportées. Aucune
différence significative des pertes de charges n’a été observée entre les biofiltres plantés

ou non (avec ajout d’engrais ou non) excepté pour un biofiltre non planté (NP1).

Dans le biofiltre NP1, les pertes de charge augmentent rapidement apres le 36¢™me jour
pour atteindre 0,82 KPa.m! a j40, puis 0,9 KPam? en fin d’expérimentation. Ce

comportement est révélateur d'un colmatage au niveau du garnissage de ce biofiltre.

3.1.2. Humidité du garnissage

Le taux d’humidité du garnissage a été mesuré en fin d’expérimentation sur toute la
hauteur de colonne pour les différents bioréacteurs. Il est exprimé en pourcentage par

rapport au poids du garnissage sec (GS).

Humidité pour chaque biofiltre (%/GS)

Hauteurs
PE1 PE2 P1 P2 NP1 NP2
motte 366 417 349 327 402 344
30-40 cm 254 333 296 325 281 356
20-30 cm 254 343 251 310 388 280
10-20 cm 304 587 243 323 357 302
0-10cm 327 260 418 399 504 284
Moyenne 301 (48) 388 (124) 237 (114) 337 (35) 386 (81) 313 (35)

Tableau I1.6. Taux d’humidité (%) calculé par rapport au poids du garnissage sec (GS) en
fonction de la hauteur de colonne des différents biofiltres. Moyenne des taux d’humidité :
calculée pour chaque réacteur; écarts-types : italique entre parenthese. PE : biofiltre Planté
avec ajout d’Engrais ; P : biofiltre Planté ; NP : biofiltre Non Planté.

Les taux d’humidité moyens du garnissage sont hétérogenes entre réplicats (tableau

[1.6). Trois groupes de biofiltres peuvent étre différenciés :

- PE1, P2 et NP2 présentent des taux d’humidité moyens proches (317% en
moyenne) avec des écarts-types faibles ce qui signifie que 'humidité est répartie
de facon homogeéne sur la hauteur du garnissage,
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PE2 et NP1 présentent des taux d’humidité moyens plus élevés (387% en

indiquent une répartition moins

raison d’une teneur en eau tres basse en entrée du gaz a traiter (0-10 cm).

3.2. Fonctionnement global des bioréacteurs

P1 présente le taux d’humidité moyen le plus faible (237%), notamment en

Les niveaux d’efficacités d’élimination des TEX (%) ont été suivis au cours du temps

pour chacun des six biofiltres (figure I1.3).
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Figure I1.3. Efficacité d’élimination des TEX (%) au cours du temps (jours). PE1 et PE2 : biofiltres
Plantés avec ajout d’Engrais; P1 et P2 : biofiltres Plantés; NP1 et NP2 : biofiltres Non Plantés.
Les phases de fonctionnement sont séparées par les barres verticales; la: latence, 1b:
optimisation, 2 : stationnaire. La période d’acclimatation (1) est indiquée par une double fleche.

118

A. Rondeau, 2013. Compréhension du fonctionnement biologique et physico-chimique d’un biofiltre
végétalisé pour le traitement de polluants atmosphériques urbains gazeux. Thése de Doctorat.



L’évolution de l'efficacité d’élimination des TEX est similaire dans les six biofiltres.

Deux périodes peuvent étre distinguées (figure 11.3) :
- La période d’acclimatation (1) :

Regroupant les phases de latence (1a) et d’optimisation (1b), cette période est définie
comme le temps nécessaire a la sélection et a la structuration spatiale d'un consortium
microbien efficace pour la dégradation des polluants (Bayle, 2005). Elle correspond
donc a la mise en place d’un écosysteme efficace pour la dégradation des composés et
représente la durée de prise d’efficacité du réacteur avant que celui-ci atteigne un état

stationnaire.
- Lapériode stationnaire (2) :

Elle correspond a la période pendant laquelle I'abattement des composés se stabilise
a son maximum. Les études de biofiltration sont largement focalisées sur cette période
car elle permet d’approcher les performances épuratoires optimales des réacteurs. La
période stationnaire est considérée des lors que des performances épuratoires stables

se maintiennent dans le temps.

Dans le cadre de cette étude, des performances épuratoires supérieures a 97%
d’abattement des TEX sont atteintes pour les six bioréacteurs. Toutefois, des variations
de la durée des différentes phases de fonctionnement sont observées y compris entre

réplicats (figure I1.3).

La période d’acclimatation présente une durée globale moyenne de 44 jours pour les

six réacteurs. Elle est en moyenne de :

- 49 jours pour les biofiltres PE (43 jours pour PE1 et 55 jours pour PE2),
- 38jours pour les biofiltres P (33 jours pour P1 et 43 jours pour P2),
- 45 jours pour les biofiltres NP (50 jours pour NP1 et 37 jours pour NP2).

La période stationnaire observée sur la durée de I'expérimentation varie entre 14

jours pour PE1 et 34 jours pour P1.

3.3. Performances épuratoires détaillées

La figure 11.4 présente les efficacités d’élimination de chacun des trois polluants pour

les différents biofiltres.
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Figure I1.4. Efficacité d’élimination de chacun des TEX (%) au cours du temps ¢ TOLUENE
(jours). PE1 et PE2 : biofiltres Plantés avec ajout d’Engrais ; P1 et P2 : biofiltres g crhyisenzene

Plantés ; NP1 et NP2 : biofiltres Non Plantés.
AXYLENE

Les dégradations du toluéne et de I'éthylbenzene (TE) présentent des cinétiques
similaires dans tous les biofiltres et pendant toute la durée de I'’expérimentation. Par
contre, la cinétique de dégradation du xyléne semble plus lente que celle des TE durant
la phase d’optimisation, ce qui est particulierement visible pour PE1. Ce décalage n’est
pas observé durant toute la phase d’optimisation pour les autres réacteurs. La prise
d’efficacité concernant la dégradation du xyléne présente un décalage d’environ 5 jours
en moyenne. Cette différence n’est cependant pas significative, probablement en raison

de I'importante variabilité observée entre les réacteurs (figure 11.4).
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3.4. Stratification des activités microbiennes

3.4.1. Activité de dégradation des TEX : profils longitudinaux d’élimination

La figure IL.5 présente les profils de concentration des TEX en fonction de la hauteur
de colonne durant la période stationnaire (jour 68 : fin d’expérimentation), pour chaque
biofiltre. Le rapport C,/Ci correspond au rapport de la concentration de TEX au point de
prélevement du gaz sur la concentration de TEX en entrée de réacteur. Exprimé en
pourcentage, il représente la concentration de TEX restant a éliminer a chaque hauteur
(10, 20, 30 et 40 cm). Ce type de représentation permet de visualiser la contribution de
chaque strate de garnissage dans la dégradation des TEX et donc de mieux localiser
'activité de la communauté microbienne capable de dégrader ces polluants au sein des

biofiltres.
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Figure IL.5. Profils longitudinaux d’élimination de TEX dans chaque biofiltre

en fin d’expérimentation (jour 68). Co/Ci (%) : concentration en TEX a la ¢ TOLUENE
hauteur H par rapport a la concentration de ces composés en entrée de  EETHYLBENZENE
réacteur. H : hauteur de garnissage (cm). PE1 et PE2 : biofiltres Plantés avec
ajout d’Engrais; P1 et P2: biofiltres Plantés; NP1 et NP2 : biofiltres Non
Plantés.

AXYLENE

Pour les six biofiltres, les profils longitudinaux de dégradation du toluene et
I'éthylbenzene (TE) sont semblables. Les profils de dégradation du xyléne sont

similaires a ceux observés pour les TE, a I'exception des biofiltres P2 et NP1 pour
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lesquels la dégradation du xylene est décalée vers les hauteurs supérieures. Ce constat

est particulierement visible pour NP1 (figure IL.5).

Une variabilité relativement importante est observée non seulement entre les
différents profils mais aussi entre réplicats. Pour quatre des six biofiltres (PE1, PE2, P2
et NP2) la majeure partie de 'activité de dégradation des TEX se situe entre 0 et 20 cm
de hauteur par rapport a l'entrée du gaz, dont un (NP2) présente une efficacité totale
d’élimination des 10 cm de hauteur de garnissage. Pour P1, I'activité de dégradation est
située dans la moitié supérieure du biofiltre (entre 20 et 40 cm). Pour NP1, les
dégradations des TE sont majoritairement situées dans la moitié inférieure alors que

'activité de dégradation du xyléne est répartie sur toute la hauteur de garnissage.

3.4.2. Activité potentielle de respiration : SIR

La figure 1.6 présente les activités potentielles de respiration (SIR) mesurées aux
différentes hauteurs dans les biofiltres pour les trois conditions de fonctionnement
testées. Cette mesure permet d’évaluer la biomasse et I'état physiologique de la
communauté microbienne hétérotrophe totale. Les moyennes et écarts-types ont été

calculés pour chaque condition.
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Figure I1.6. Activité potentielle de respiration (SIR) exprimée en pg de carbone
équivalent CO; par g de garnissage sec et par heure (ug C eq CO2.g1GS.h-1) en
fonction de la hauteur de biofiltre. Les valeurs correspondent a la moyenne
obtenue pour les deux réplicas d’'une méme condition de fonctionnement. Les == NP
barres d’erreurs représentent les écarts-types (n = 2).
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D’importantes disparités sont observées pour la SIR entre biofiltres ainsi qu’entre

réplicats (figure I1.6). La répartition de l'activité potentielle de respiration dans les
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biofiltres est relativement hétérogene et varie entre 29 et 65 pg C eq CO2.g1GS.h-1.h-1, ce
qui peut expliquer qu’aucune différence significative n’ait été détectée entre les

conditions de fonctionnement testées.

Toutefois, une tendance peut étre soulignée dans les réacteurs PE. Ces biofiltres
présentent une SIR légerement plus élevée dans la partie basse des biofiltres (entre 0 et
20 cm) que dans la moitié supérieure. La tendance inverse est observée pour les autres

réacteurs (a I’'exception de la hauteur 10-20 cm pour les biofiltres P).

L’activité SIR moyenne mesurée sur 'ensemble des biofiltres est de 45 pg C eq CO2.g

1GS.h-1, Elle est sensiblement identique dans la motte.

2.4.3. Activité potentielle de dénitrification : DEA

La figure I1.7 présente les activités potentielles de dénitrification (DEA) mesurées aux
différentes hauteurs des biofiltres pour les trois conditions de fonctionnement testées.
Cette mesure permet d’observer la présence éventuelle d’'une communauté dénitrifiante
et donc d’évaluer le potentiel de dégradation des NOx dans les réacteurs. Les moyennes

et écarts type ont été calculés pour chaque condition.
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Figure I1.7. Activité potentielle de dénitrification exprimée en pg d’azote équivalent
N,O par g de garnissage sec et par heure (ug N eq N20.g'1GS.h-1) en fonction de la
hauteur de biofiltre. Les valeurs correspondent a la moyenne obtenue pour les —©— P
deux réplicas d'une méme condition de fonctionnement. Les barres == NP
d’erreurs représentent les écarts-types (n = 2).

~@- PE

Une variabilité importante entre réplicats est également observée pour la DEA. Elle
varie entre 0,65 et 3,06 ug N eq N20.g'1GS.h-1. Ici encore, aucune différence significative

n’a été détectée entre les conditions de fonctionnement testées.
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Cependant, la DEA tend a étre plus élevée dans la partie basse des biofiltres, quelles
que soient les conditions de fonctionnement considérées. De plus, les biofiltres PE

semblent montrer une DEA 1égérement plus importante que les autres réacteurs.

La DEA globale moyenne mesurée sur '’ensemble des biofiltres est de 1,52 ug N eq

N20.g'1GS.h-1. Au niveau de la motte, la DEA parait plus élevée que dans le garnissage.

2.4.3. Relations entre les activités microbiennes
Aucune corrélation n’a été détectée entre la SIR ou la DEA et I'activité de dégradation

des TEX.

La figure I1.8 montre les ratios (exprimés en pourcentage) des valeurs de DEA sur les

valeurs de SIR en fonction de la hauteur de biofiltre et pour les trois conditions de

fonctionnement.
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Figure 11.8. Ratios (%) de la DEA sur la SIR en fonction de la hauteur de biofiltre.

N s , -8 PE
Les valeurs correspondent a la moyenne obtenue pour les deux réplicas d’'une
méme condition de fonctionnement. Les barres d’erreurs représentent les écarts- ~© P
—3= NP

types (n = 2).

Au niveau du garnissage, les biofiltres PE présentent des ratios significativement plus
élevés que les réacteurs P (p = 0,01) et NP (p = 0,03). Ces ratios sont également plus
homogenes sur la hauteur de garnissage que pour les autres réacteurs. Les ratios des
biofiltres P et NP sont significativement inférieurs dans la partie haute du garnissage

(entre 20 et 40 cm) que dans la partie basse (p < 0,01).
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3.5. Développement des plantes dans les biofiltres végétalisés

Le développement des plantes n’a pas fait I'objet d’'une étude spécifique par des
mesures de la surface foliaire ou racinaire, néanmoins leur croissance a été suivie par
des observations macroscopiques quotidiennes des parties aériennes qui ont permis de
vérifier qu’elles présentaient un développement similaire entre les deux conditions
d’amendement testées.

En fin d’expérimentation, lors du préléevement des échantillons de garnissage, une
attention particuliere a été portée a I'appareil racinaire des plantes. Ceci a permis de
détecter la présence de racines jusque dans les parties basses des biofiltres (0-10 cm).
Toutefois, la densité racinaire est nettement plus importante au niveau de la motte ainsi
que dans la hauteur 30-40 cm, puis elle décroit fortement en dessous de la hauteur de

20-30 cm.
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4. Discussion

Les parametres opératoires conditionnant les activités microbiennes et le
développement des plantes, que sont le taux d’humidité du garnissage et la fertilisation,
ont été examinés. Le but était de mieux comprendre leurs impacts sur les performances
épuratoires des bioréacteurs, le développement de la biomasse et I'état physiologique de
la communauté hétérotrophe totale (SIR), ainsi que sur le potentiel de dégradation des
NOx au sein des biofiltres. L’influence de la présence de la plante a également été
appréciée.

Trois conditions de fonctionnement de biofiltres végétalisés ont été testées en
parallele et dupliquées afin de tenir compte de la variabilité des bioréacteurs dans
'analyse et la comparaison des résultats obtenus. Chaque biofiltre contenait un engrais
retard, sous forme de granulés directement mélangés avec le garnissage, de maniere a
déterminer la compatibilité entre I'utilisation de ce type de fertilisation et I’élimination

des TEX dans ce systeme de traitement d’air.

Les six biofiltres ont été alimentés par un effluent gazeux synthétique contenant un
mélange de TEX a une concentration de 600 pg.m=3 (200 pg.m-3 pour chaque composé).
Tous ont montré des performances épuratoires supérieures a 97% d’abattement des
TEX. Ces résultats sont plus élevés que ceux présentés dans I'article et confirment qu’'un
biofiltre végétalisé est un dispositif efficace pour le traitement d’air contaminé par de

faibles concentrations de TEX.

Cependant, en considérant la stratification de I'activité de dégradation des TEX au
sein de chaque biofiltre, des divergences ont été observées, y compris entre réplicats

d’'une méme condition de fonctionnement (figure IL.5).

4.1. Influence de I'humidité du garnissage sur les performances épuratoires

Le taux d’humidité du garnissage est un parametre crucial dans le fonctionnement
des biofiltres car il conditionne a la fois le développement et l'activité des
microorganismes mais aussi la disponibilité des polluants (Mudliar et al, 2010;
Kraakman et al., 2011). De plus, pour les biofiltres végétalisés, ce parametre est

également important pour garantir la croissance des plantes.
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Dans la premiere partie de ce chapitre, il a été montré qu’une teneur en eau tres faible
du garnissage (< 20%) a un impact négatif sur l'activité des microorganismes et les
capacités d’épuration des biofiltres végétalisés (Partie 1, page 107). Dans le cadre d'une
étude sur la biofiltration du toluene, Sakuma et al. (2009) ont montré que la biomasse
active est plus importante dans les zones ou le taux d’humidité est plus élevé. Plusieurs
auteurs ont également montré qu’'un taux d’humidité trop bas réduit l'activité
microbienne et modifie la structure et la physiologie de la communauté bactérienne

dans les biofiltres (Sun et al., 2002 ; Sakuma et al., 2009 ; Prenafeta-Boldu et al., 2012).

Alors que tous les réacteurs ont recu une alimentation en eau identique, une
variabilité importante du taux d’humidité et de la répartition de I'’eau dans les biofiltres
a été observée en fin d’expérimentation (Tableau I1.4). De méme, malgré des niveaux
d’abattement global similaires, la répartition de I'activité de dégradation des TEX dans le

garnissage est différente selon les biofiltres, notamment entre réplicats.

Sur la base de ces deux observations, trois situations peuvent étre distinguées,

indépendamment des conditions de fonctionnement testées.

Lorsque le taux d’humidité du garnissage est en moyenne de 300% et que la
répartition de I'’eau sur la hauteur des biofiltres est homogene, 'activité de dégradation
des TEX a I'état stationnaire se situe principalement dans la section proche de I'entrée
du gaz. C'est le cas des biofiltres PE1, P2 et NP2 pour lesquels I'élimination des TEX est
quasiment totale des 20 cm de hauteur de garnissage. Selon la nature du garnissage
utilisé, un taux d’humidité optimal pour lequel les performances des biofiltres sont
maximales a été suggéré par différents auteurs (Klapkova et al, 2006 ; Badilla et al,
2010; Nelson et Bohn, 2011). Dans le cas des biofiltres végétalisés, nos résultats
indiquent que cet optimum se situe autour de 300% d’eau par rapport au poids sec du

garnissage.

Une deuxiéme situation correspond a un taux d’humidité plus élevé (387% en
moyenne pour PE2 et NP1) ainsi qu’a une répartition de 'eau plus hétérogeéne dans le
garnissage. Dans ce cas, l'activité de dégradation des TEX est répartie sur la hauteur de
la colonne. L’élimination totale des TEX n’est donc atteinte qu’a 40 cm de hauteur de
garnissage. Une teneur en eau excessive limite le transfert de l'oxygeéne dans les

biofiltres provoquant la formation de zones moins oxygénées, au sein desquelles la
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dégradation des composés est fortement ralentie (Shareefdeen et al, 2010). Ce
phénomene pourrait expliquer qu’'un taux d’humidité proche de 400% dans les biofiltres
végétalisés entraine une distribution plus étalée de l'activité de biodégradation et la
nécessité de toute la hauteur de colonne pour atteindre I’élimination complete des

COmMposeés.

La derniere situation, similaire a celle des biofiltres A et B présentés dans I'article
(Partie 1, page 107), est caractérisée par un taux d’humidité plus faible (237% pour P1)
et une répartition hétérogene de l'eau dans le garnissage. La moitié inférieure du
biofiltre (surtout entre 0 et 10 cm) proche de 'entrée du gaz, est moins humide que la
partie haute. Dans ce cas, I'activité de dégradation des TEX est localisée principalement

dans la partie haute, plus humide.

Ces trois situations semblent indiquer une influence du taux d’humidité et de la
répartition de I'eau dans le garnissage sur la stratification de I'activité de dégradation
des TEX dans les biofiltres. Cependant, I'analyse statistique de ces résultats n’a pas
permis de mettre en évidence de corrélation significative entre I'humidité du garnissage
et 'activité de dégradation des TEX, ce qui peut s’expliquer par le nombre limité de
réplicats. La reproductibilité du fonctionnement des bioréacteurs n’est donc pas
évidente, méme lors d’études menées en laboratoire dans des conditions controlées. Ce
constat renforce I'importance de la mise en place de réplicats en nombre suffisant pour
permettre une analyse statistique des résultats obtenus et ainsi améliorer la

compréhension du fonctionnement des biofiltres.

4.2. Irrigation et pertes de charge

L’irrigation des biofiltres est un parametre important car il conditionne le taux
d’humidité du garnissage et contribue aux pertes de charge générées par le passage de
I'air au travers du biofiltre. L’écoulement d’'un fluide au travers d’'un milieu poreux
s'accompagne d'une transformation d’énergie mécanique en énergie thermique,
généralement exprimée sous forme d’'une baisse de pression ou perte de charge (Fanlo,
1994). Ces pertes de charge représentent donc un facteur clef influencant directement la
puissance et la consommation électrique des ventilateurs et, par conséquent, les cofits

d’installation et de fonctionnement des biofiltres (Estrada et al., 2012).
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Afin de limiter les consommations d’eau et d’énergie des biofiltres végétalisés, le
volume et la fréquence des apports en eau doivent permettre un fonctionnement
efficace sans pour autant générer d’eau de percolation (i.e perte d’eau, de nutriments et
de polluants transférés vers cette phase aqueuse), ni une augmentation trop importante
des pertes de charge. L’apport quotidien de 7,9 L d’eau par m3 de garnissage a permis de
maintenir des pertes de charges inférieures a 400 Pa.m'! en moyenne (figure I1.2) et
d’atteindre des performances élevées pour un biofiltre fonctionnant a des températures

moyennes comprises entre 24°C et 29°C.

Cependant, le biofiltre NP1 présente une augmentation drastique des pertes de
charge caractéristiques d'un phénomene de colmatage. Le colmatage d’un biofiltre peut
étre d{i a une croissance importante de la biomasse entrainant le développement d'un
biofilm épais empéchant le passage de I'air a travers le garnissage, comme cela a été
observé par Ryu et al. (2010). Dans notre étude, les observations macroscopiques du
garnissage lors du prélevement des échantillons n‘ont pas permis de constater la
présence d'un biofilm visible a I'ceil nu. De plus, les mesures de SIR des échantillons
provenant du réacteur NP1 ne montrent pas de développement particulierement
important de la biomasse dans ce biofiltre par rapport aux autres.

Par contre, alors que l'alimentation en eau est identique pour les six biofiltres, deux
réacteurs présentent des taux d’humidité moyens plus élevés, PE2 (388%) et NP1
(386%) par rapport a une moyenne d’environ 300% pour les quatre autres. Un taux
d’humidité trop élevé peut entrainer une réduction de porosité du garnissage, ce qui a
pour conséquence une augmentation des pertes de charge (Delhoménie et Heitz, 2005).
Pourtant, seul le biofiltre NP1 présente un phénomene de colmatage. Il est possible que
la présence de la plante dans PE2 ait permis de limiter les pertes de charge malgré
I’humidité élevée du garnissage. L’hypothese proposée est que le développement du
systeme racinaire de la plante induit la formation de multiples voies qui facilitent le
passage du gaz au sein du biofiltre en constituant des chemins préférentiels susceptibles
de limiter les pertes de charge.

Cette possibilité peut néanmoins avoir des conséquences négatives car la création de
passages préférentiels pourrait entralner une diminution de l'efficacité d’épuration

(Mudliar et al., 2010), ce qui n’est pas observé dans notre cas.
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4.3. Influence de I'apport d’engrais sur les performances des biofiltres

La présence de macronutriments et de micronutriments est un facteur déterminant
pour le développement des microorganismes et la croissance des plantes. Dans les
biofiltres, I'utilisation de garnissage organique peut apporter les nutriments nécessaires
au développement de la biomasse microbienne mais Morgenroth et al. (1996) ont
montré qu'un épuisement rapide de ces ressources nutritives induit une diminution des
performances épuratoires. Dans le cas de l'utilisation d’un biofiltre végétalisé, la
présence de plantes a un impact négatif sur les performances épuratoires lorsque la
disponibilité en nutriments (notamment en azote) est faible (Partie 1, page 98). De plus,
différents auteurs ont montré qu'un apport supplémentaire d’azote et de phosphore
augmente les performances des biofiltres (Corsi et Seed, 1995 ; Morgenroth et al, 1996 ;

Delhoménie et al., 2002a ; Song et al., 2003 ; Mathur et al.,, 2007).

Le garnissage utilisé dans les biofiltres végétalisés contient un engrais retard
incorporé directement dans le garnissage lors de sa fabrication. Ce type d’engrais est
couramment utilisé en horticulture, aussi bien pour des plantes en pots qu’au champ. En
revanche, les engrais solides sont tres peu utilisés en biofiltration que ce soit lors
d’études de laboratoire ou au niveau industriel. Les apports de solution nutritive sont
généralement réalisés au cours du fonctionnement via le systéme d’irrigation du
biofiltre (Delhoménie et Heitz, 2005). Pourtant, il semble particuliérement intéressant
d’incorporer 'engrais directement dans le garnissage, a la fois pour réduire la fréquence
des apports et pour favoriser une répartition plus homogene des nutriments au sein du
garnissage. La durée de vie de cet engrais retard étant d’environ une année il faut
envisager d’amender le biofiltre avec un engrais liquide, via le systeme d’arrosage, au
dela de ce délai. L'utilisation d’'un engrais retard lors de la mise en fonctionnement du
biofiltre peut néanmoins présenter 'avantage d’une répartition plus homogene des
ressources nutritives permettant une meilleure acclimatation des microorganismes et

favorisant leur développement sur toute la hauteur du biofiltre.
Apres 68 jours de fonctionnement :

- aucune différence n’a été mise en évidence entre les performances épuratoires
atteintes par les biofiltres végétalisés alimentés ou non en engrais liquide

supplémentaire,

130



- les activités potentielles de respiration et de dénitrification ont été détectées sur
toute la hauteur des biofiltres, indépendamment des conditions d’amendement

testées.

Ces résultats montrent que l'engrais retard permet d’apporter les nutriments
nécessaires au fonctionnement des communautés microbiennes se développant au sein
des biofiltres. Son utilisation favorise le développement des plantes et permet de
maintenir une biomasse importante capable de dégrader les TEX (et potentiellement les

NOx) dans les bioréacteurs.

Le ratio DEA/SIR est significativement plus élevé dans les biofiltres ayant recu un
apport d’engrais supplémentaire (PE) que dans les autres réacteurs (figure I1.8). Ce
constat est encore plus flagrant dans la partie supérieure des biofiltres a proximité de la
surface, ou est apporté I'engrais liquide. La diminution des ratios DEA/SIR observée
dans cette zone pour les biofiltres n’ayant pas regu d’engrais supplémentaire est
difficilement explicable. Elle ne peut étre imputée a la présence de plantes qui pourrait
consommer préférentiellement les ressources azotées puisque les biofiltres non plantés
présentent le méme phénomene. Par contre, il est clair qu'une augmentation de la
disponibilité en azote permet de favoriser 'activité potentielle de dénitrification par
rapport a la biomasse hétérotrophe totale dans les biofiltres végétalisés. Ce résultat
suggere que la présence de NOx, constituant une source d’azote dans les gaz traversant

les biofiltres, pourrait favoriser I'activité des microorganismes dégradant ces composés.

4.4. Influence de la présence de plantes sur les performances épuratoires

Les observations macroscopiques quotidiennes ont permis de vérifier que les plants
de lierre présentaient un développement normal et similaire entre les deux conditions
d’amendement testées.

Les biofiltres plantés ne présentent pas un fonctionnement différent des biofiltres
non plantés, comme cela a déja été mentionné dans la premiére partie de ce chapitre. Un
apport supplémentaire d’engrais n’influence pas les capacités d’élimination des TEX
dans les biofiltres plantés. La présence de lierre ne semble donc pas avoir d’'impact
direct sur les performances épuratoires des bioréacteurs lorsque la disponibilité en

nutriment est suffisante.
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Toutefois, ce résultat est a nuancer car une seule espece a été utilisée lors de cette
étude. Une variabilité importante des performances épuratoire des COV selon l'espece
végétale sélectionnée a été mise en évidence (Orwell et al,, 2006 ; Lui et al, 2007 ; Yang
et al, 2009). Yang et al. (2009) ont évalué les capacités d’élimination des COV de 28
plantes d’intérieur, et ont montré que le lierre (Hedera helix) était I'une des trois plantes

les plus efficaces pour I’élimination du toluene.

Par ailleurs, il serait intéressant d’évaluer I'impact a plus long terme de la présence de
plantes sur le fonctionnement des réacteurs. La présence de végétaux au développement
plus avancé peut entrainer une modification de la qualité et de la quantité des exsudats
racinaires. Cela pourrait avoir un impact sur la microflore rhizosphérique dans le

biofiltre et par conséquent, sur les capacités d’élimination des polluants.

Les biofiltres sont généralement installés a l'extérieur et donc soumis a des
conditions climatiques fluctuantes. Dans le cas des biofiltres végétalisés, le couvert
végétal peut avoir un impact sur le fonctionnement global des réacteurs, notamment

lors de la saison hivernale ou les températures sont plus basses.
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Conclusion

Pour un biofiltre végétalisé de faible épaisseur (40 cm) par rapport aux biofiltres

classiques, cette étude a permis de montrer que :

- Un taux d’élimination des TEX supérieur a 97% a été atteint pour les trois

conditions opératoires testées.

- L’apport d’éléments nutritifs sous la forme d’engrais retard (granulés
hydrosolubles), est une source de nutriment compatible avec le fonctionnement
efficace des biofiltres végétalisés. De plus, 'intégration de cet engrais au sein du
garnissage permet de limiter la fréquence des apports de fertilisant, du moins a
court terme. Une diffusion continue et homogéne de 1'azote, du phosphore et des
oligoéléments favorise le développement de la biomasse sur toute la hauteur de

colonne.

- L’humidité du garnissage est un parameétre important bien que l'irrigation de tels
biofiltres reste difficile a maitriser. Un taux d’humidité d’environ 300% semble
correspondre a un optimum pour garantir des performances élevées. Une
répartition hétérogeéne de I'’eau dans le garnissage entraine une modification de
la stratification de I'activité de dégradation des TEX sans pour autant diminuer
les performances épuratoires. Une teneur en eau du garnissage faible (< 20%) a

un impact négatif sur les activités microbiennes au sein des biofiltres.

- L’activité potentielle de dénitrification a été détectée sur toute la hauteur de
garnissage. Elle augmente lorsque la disponibilité en azote au sein du garnissage
est plus élevée. Les biofiltres végétalisés possédent donc un fort potentiel de

dégradation des NOx.

- La plante ne semble pas jouer de roéle déterminant concernant l'efficacité
d’élimination des TEX des lors que la disponibilité en macro et micro-nutriments
n’est pas limitée. Sa présence pourrait permettre de limiter les pertes de charge

lorsque 'humidité du garnissage est élevée.

Ces résultats montrent que le biofiltre végétalisé est un procédé efficace pour le

traitement d’effluents gazeux caractérisés par de faibles concentrations de TEX, telles
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CHAPITRE II

que celles rencontrées dans les parcs de stationnement couverts. Les conditions
d’alimentation en gaz testées au laboratoire sont équivalentes a celles utilisées dans les
systemes de biofiltration classique, a savoir un débit d’air permettant une vitesse de
passage de l'air de 100 m.h-1. Lorsque 'humidité du garnissage est bien maitrisée (taux
d’humidité d’environ 300% et répartition homogene de l'eau dans les biofiltres),
I’élimination complete des TEX est atteinte dés 20cm de hauteur de garnissage. Ce
résultat permet de suggérer que |'épaisseur de garnissage peut étre réduite et/ou que la
charge de polluants traitée peut étre augmentée. Il parait donc envisageable
d’augmenter les volumes d’air traités a concentration en polluants constante tout en
conservant les performances épuratoires obtenues avec ce type de systeme. L'impact de
la vitesse de passage de l'air sur les performances des biofiltres fait I'objet du chapitre

suivant.
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CHAPITRE II1. INFLUENCE DU TEMPS DE RESIDENCE
SUR LES PERFORMANCES DU BIOFILTRE VEGETALISE ET
CARACTERISATION DE LA COMMUNAUTE BACTERIENNE

INDIGENE
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1. Introduction

Le traitement de I'air pollué provenant d’espaces urbains confinés tels que les parcs
de stationnements couverts représente une solution innovante pour réduire la
dispersion des polluants gazeux dans I'atmosphere. Toutefois, les volumes d’air vicié
généreés sont colossaux et représentent plusieurs centaines de milliers de metres cube
par heure, selon la taille du parking considéré. L'espace foncier disponible pour
I'installation de systéme de traitement d’air est limité dans les zones urbaines. Leur
développement sous forme de mur végétalisé biofiltrant permet de réduire

considérablement leur empreinte au sol.

Cependant I'évolution de la 1égislation des ERP laisse entrevoir pour les gestionnaires
des PSC 'augmentation des contraintes en termes de qualité de l'air intérieur (QAI) vis-
a-vis des travailleurs et des usagers (loi n°2008-788 du 12 juillet 2010, relative a la
surveillance obligatoire de la QAI des ERP). Pour garantir une meilleure QAI dans ces
structures, une solution simple est d’augmenter les débits des systemes de ventilation.
Mais cela aura des conséquences directes sur le volume d’air pollué rejeté dans
I'atmospheére urbain et donc sur le dimensionnement des systemes de traitement d’air

afin de préserver la qualité de I'air de la ville, notamment aux abords des PSC.

Les surfaces disponibles en facade de batiment pour accueillir des murs végétalisés
biofiltrants sont elles-aussi restreintes. L’augmentation des débits d’air pollué (i.e
augmentation de la vitesse de passage de l'air) dans les biofiltres semble étre une
solution envisageable pour augmenter les volumes d’air traités sans modifier I'emprise

au sol ou en facade des systémes de traitement.

La capacité d’'un biofiltre végétalisé pour le traitement de faibles concentrations de
TEX a été mise en évidence en conditions opératoires standard, c’est a dire avec une
épaisseur de garnissage de 40 cm et une vitesse de passage de l'air de 100 m.h!
(correspondant a un EBRT de 14s). Des performances épuratoires supérieures a 97%

d’abattement des TEX ont pu étre observées (Chapitre II, partie 2, page 118).

L’augmentation du débit d’air a traiter par un biofiltre induit une diminution de
I'EBRT (Chapitre I, page 65). De nombreux auteurs ont mis en évidence qu'une

diminution de 'EBRT entraine une baisse significative des taux d’abattement des COV
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dans les biofiltres (Jorio et al, 2000 ; Yoon et Park, 2002 ; Delhoménie et al., 2002a;
Sakuma et al, 2006; Rene et al, 2010). Ce parametre affecte directement les
performances épuratoires par son effet sur les phénomenes physico-chimiques et
biologiques intervenant dans le processus de biofiltration (Elmrini et al, 2004). La
diminution de 'EBRT a un impact négatif sur les mécanismes de diffusion et de transfert
des polluants de la phase gazeuse vers la phase aqueuse (Kraakman et al,, 2011), ainsi
que sur la biodégradation des composés en limitant le temps de contact entre polluants
et microorganismes (Delhoménie et Heitz, 2005). Cela entraine également une
augmentation de la charge en polluants qui peut devenir toxique pour les

microorganismes (Corsi et Seed, 1995).

Dans une optique d’amélioration de la maitrise opérationnelle du biofiltre végétalisé,
ce chapitre est consacré a I'évaluation des conséquences d'une diminution de I'EBRT,
résultant soit de l'augmentation des volumes d’air traités, soit de la réduction de
I'épaisseur des biofiltres, sur les performances épuratoires et sur la stratification des

activités microbiennes responsables de la dégradation des TEX au sein des réacteurs.

La caractérisation quantitative et qualitative de la communauté bactérienne totale
sera effectuée avant et apres fonctionnement des réacteurs par des techniques de
biologie moléculaire, telles que la PCR en temps réel (qPCR) et le pyroséquencage, ciblée
sur 'ADNr 16S. Elle doit permettre de mieux comprendre le fonctionnement biologique
du biofiltre et notamment I'impact des conditions opératoires sur la répartition des
bactéries au sein du garnissage, en termes de densité, de richesse et de composition

(abondance relative).

Les microorganismes du biofiltre végétalisé proviennent principalement de la
microflore indigene du garnissage et de la motte de terreau. L’étude de la diversité ainsi
que l'identification des bactéries présentes doit également permettre de déterminer
I'influence de l'origine de la microflore sur la structure des communautés au sein du

biofiltre.

Par ailleurs la technique de séquencage haut débit mise en ceuvre dans cette étude
n'a, a notre connaissance, jamais été utilisée pour caractériser la communauté
bactérienne totale au sein d’un biofiltre. Ainsi, 'étude de cette communauté dans les

biofiltres végétalisés par pyroséquencage est inédite et constitue, par conséquent, une
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premiere évaluation de cette technique pour I'analyse microbiologique des systemes de

biofiltration.
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CHAPITRE III

2. Matériels et méthodes

2.1. Dispositif expérimental

Le dispositif expérimental utilisé est similaire au précédent (Chapitre II, figure 1, page
97) et la concentration de 'effluent gazeux synthétique humide est identique, soit 600

ug.m-=3 de TEX (200 pg.m-3 de chaque TEX).

Six biofiltres plantés d’un lierre (Hedera helix) ont été alimentés simultanément en
flux ascendant par un débit de 3,6 m3.h-1 d’air a traiter, ce qui correspond a une vitesse
de passage de l'air en entrée de 200 m.h-1. Deux conditions ont été testées et répliquées
deux fois. L’'unité pilote, présentée sur la figure suivante (figure II.1) était donc

composée de :

- Trois biofiltres comportant 40 cm de garnissage (nommés C1, C2, C3) pour
lesquels 'EBRT de l'effluent est de 7,6 secondes,
- Trois biofiltres comportant seulement 20 cm de garnissage (D1, D2, D3) pour

lesquels 'EBRT de I'effluent est de 3,8 secondes.

Le fonctionnement de ces biofiltres a été suivi durant 50 jours.

\ sortie
B0
30-40cm
i p30cm \ \
Hauteurs de | 209.30cm 20 .
prélévement anss p p-tcmy L sortie
du garnissage | 10-20cm B f
g g L u10cm 10 20;m N I M F:o‘lnts ds
L prélévement
0-10cm 0-10cm d'air
L ! Jentree L L :entree
i C1 Cc2 Cc3 | 3 D1 D2 D3 |
T T
40cm de hauteur de 20cm de hauteur de
garnissage garnissage

Figure III.1. Description de l'installation pilote. C1, C2 et C3: biofiltres comportant 40 cm de
hauteur de garnissage. D1, D2 et D3 : biofiltres comportant 20 cm de garnissage. Les points de
prélevement de gaz pour les analyses chromatographiques (matérialisés par des fleches) sont
situés tous les 10 cm de hauteur de garnissage, soit a 0 (= entrée), 10, 20, 30 et 40 cm (= sortie)
pour les biofiltres de 40 cm et a 0 (=entrée), 10 et 20 cm (= sortie) pour les biofiltres de 20 cm.
Pour les analyses microbiologiques, le garnissage est échantillonné en fin d’expérience en
fonction de la hauteur, entre 0-10, 10-20, 20-30 et 30-40 cm.
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Le garnissage utilisé est identique a celui décrit précédemment et contient la méme
concentration d’engrais retard (NPK 12/12/17), a savoir 1,375 kg.m-3 de garnissage

correspondant a une quantité totale d’azote apportée d’environ 165 g .m3 sur 12 mois.

L’irrigation a été ajustée par rapport a la vitesse de passage de 'air de maniere a
maintenir un taux d’humidité constant et homogene sur la hauteur de garnissage tout en
évitant la percolation qui pourrait éliminer une partie des TEX par lessivage. La quantité
d’eau apportée était de 80mL par biofiltre tous les deux jours, soit 5,2 L.m3 de
garnissage et par jour. Par ailleurs, le garnissage a été humidifié lors de 'installation des
biofiltres de sorte que la répartition de l'eau soit parfaitement homogene sur toute la
hauteur des le début de I'expérimentation.

L’absence d’eau de percolation en pied de colonne a été vérifiée régulierement.

2.2. Parametres opératoires mesurés

2.2.1. Analyse de la phase gazeuse

Les mesures de concentration en TEX ont été réalisées comme décrit précédemment
(Chapitre II, partie 1, page 98). Les efficacités d’élimination, exprimées en pourcentage,
et les erreurs standard ont été calculées selon la méme méthode (Chapitre II, partie 1,
page 98). L’erreur standard des mesures était inférieure a 4% en entrée et inférieure a

6% aux différents niveaux de prélevement.

2.2.2. Capacité d’élimination

La capacité d’élimination (EC) des réacteurs, durant la phase stationnaire, a été
calculée pour les deux conditions de fonctionnement selon la formule précédemment

décrite (Chapitre II, partie 1, page 103)

2.2.3. Température

La température ambiante a été mesurée durant les 50 jours de fonctionnement
comme décrit précédemment (Chapitre II, partie 2, page 114). Elle était en moyenne de

19,5°C et a varié entre 15°C et 22°C.
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2.2.4. Pertes de charge

Les pertes de charges ont été mesurées quotidiennement pour chaque biofiltre a
I'aide d’'un micro-manometre électronique (MP101, Kimo, France). Elles sont en
moyenne de 1,2 KPa.m'! pour les biofiltres de 40cm de hauteur de garnissage et de 0,4

KPa.m1 pour les biofiltres de 20 cm.

2.2.5. Taux d’humidité

Le taux d’humidité du garnissage a été mesuré en fin d’expérimentation selon la
meéthode décrite précédemment (Chapitre II, partie 1, page 98). Il était en moyenne de
316 % pour cinq des six biofiltres. Le réacteur D3 présente un assechement de la partie
basse du garnissage, entre 0 et 10 cm. La moyenne du taux d’humidité de ce biofiltre est

de 183 %.

2.3. Analyses microbiologiques : Etude quantitative et qualitative de la

communauté bactérienne totale

2.3.1. Stratégie d’échantillonnage et extraction de 'ADN métagénomique

Stratégie d’échantillonnage

La communauté bactérienne totale a été analysée de maniére quantitative et
qualitative. Des échantillons de garnissage et de motte ont été prélevés avant la mise en
route des biofiltres, ils correspondent au To de I'expérimentation. En fin
d’expérimentation, des échantillons de garnissage ont été prélevés a différentes
hauteurs (figure II1.1). Pour la hauteur 30-40cm, la motte a été séparée du garnissage de
maniere a distinguer ces 2 compartiments. Au total 26 échantillons ont été prélevés (2

To, 5x3=15 dans les pilotes C et 3x3=9 dans les pilotes D).

Extraction et dosage de 'ADN métagénomique

L’ADN métagénomique a été extrait des échantillons a I'aide du kit « Fast DNA® SPIN
Kit For Soil » (MP Biomedicals, USA). Le protocole fourni par le fabriquant a été modifié
afin d’augmenter son efficacité sur les échantillons utilisés. Les échantillons de 0,5 g
conservés a -20°C sont broyés une premiere fois au moyen du broyeur FAST PREP 24

(MP Biomedicals, USA) a une vitesse de 6 m.s' pendant 30 s avant I'ajout des premieres
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solutions du kit. Apres ajout de la solution d’élution de I'’ADN, la matrice de silice est

incubée 12 min a 55°C avant de récupérer ’ADN par centrifugation.

La quantification de 'ADN a été réalisée par dosages spectrophotométriques (Xenius,
Safas, Monaco) a l'aide du kit « Quant it™ Picogreen® dsDNA Assay kit» (Molecular
probes®, Invitrogen, UK). La qualité de 'ADN a été vérifiée par migration sur un gel
d’agarose a 1%. La pureté de I'ADN a été vérifiée au NanoDrop® (Thermo Scientific,
USA).

L’ADN métagénomique est ensuite conservé a -20°C.
Gene ciblé : utilisation de '”ADNr 16S ou gene rrs

L’ADNr 16S (aussi appelé gene rrs), codant pour la petite sous-unité de I'’ARN

ribosomique 168, est 'un des genes des organismes procaryotes qui comporte a la fois :

- des régions trés conservées, qui permettent de sélectionner des amorces

universelles pour I'amplification spécifique des bactéries,

- et des régions trés variables, qui permettent de distinguer les espéces de

bactéries entre elles et de les classer en fonction de leur phylogénie.

Présent dans chaque cellule bactérienne, il constitue une cible fiable et efficace pour
la quantification et I'étude de la diversité et de la structure de la communauté

bactérienne totale provenant d’échantillons environnementaux par exemple.

2.3.2. Etude quantitative de la communauté bactérienne totale par PCR

quantitative ciblant le géne rrs

La quantification de la communauté bactérienne totale est effectuée par PCR
quantitative en temps réel (QPCR) ciblée sur le gene rrs. Les réactions de qPCR sur le
gene rrs sont réalisées selon le protocole décrit par Zouache et al. (2012), en utilisant les
amorces 519F (5-CAGCMGCCGCGGTAANWC-3’) et 907R (5’-CCGTCAATTCMTTTRAGTT-
3’) dont les numéros correspondent a leur position sur le gene rrs d’Escherichia coli
(Lane, 1991). Ce couple d’amorces génere un fragment de 407 paires de bases (pb). Les
gPCR sont réalisées au moyen du kit « LightCycler DNA Master SYBR® Green I » (Roche
Applied Science, USA), selon les conditions réactionnelles synthétisées dans le tableau

[1I.1. Le thermocycler utilisé est un LightCycler® LC480 (Roche Applied Science, USA). Le
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programme d’amplification est le suivant: 10 min d’activation initiale a 95°C, 40 cycles
de trois étapes : dénaturation (15 s a 95°C), hybridation (1 min a 63°C) et élongation (30
s a 72°C). La courbe de fusion est obtenue par le programme suivant: 5 s a 95°C, 1 min a
65°C, gradient de 65°C a 97°C en 5min par incréments de 0,11°C. Elle a permis de

vérifier la spécificité de I'amplification du gene rrs.

Concentration initiale Concentration finale Volume par tube (pL)
Master MIX SYBR Green 2X 1X 10
Amorce 519F 10puM 300nM 0,6
Amorce 907R 10uM 300nM 0,6
riz::::z:odr;ﬁz LTe 2,5ng.uL! Sng 2
Eau PCR-Grade gsp 20uL 6,8
Volume final 20pL 20

Tableau I11.1. Conditions réactionnelles de la qPCR sur le géne rrs.

La qPCR repose sur la détermination du « cycle seuil » (ou cycle threshold, Cr), c’est-
a-dire le nombre de cycles d’amplification nécessaire pour que le niveau de fluorescence
émis par les fragments amplifiés dépasse le seuil de détection. La réaction de qPCR rrs
comprend, en plus des échantillons environnementaux, une gamme standard et un

témoin négatif.

La gamme standard permet de déterminer la relation entre le cycle seuil mesuré par
la qPCR (Cr) et le nombre de copies du géne cible. Elle est réalisée a partir du plasmide
pQuantAlb16S contenant le fragment de 407 pb du gene rrs incluant les séquences des
amorces 519F et 907R (Zouache et al, 2012). Sept points de gamme standard ont été

réalisés, correspondant a des quantités allant de 107 a 10! copies du gene rrs par tube.

Tous les échantillons et points de gamme ont été répliqués. Les résultats de
quantification des standards ont montré une efficacité supérieure a 90% et un taux

d’erreur inférieur a 2% pour tous les échantillons.
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2.3.3. Etude qualitative de la communauté bactérienne totale par

pyroséquencage de 'ADNr 16S

La diversité de la communauté bactérienne totale est étudiée par pyroséquencage de
I’ADNr 16S. Les amorces utilisées, ciblant la région V3-V4 de 'ADNr 16S, ont été choisies
car elles permettent d’évaluer de facon fiable la diversité bactérienne a partir de
séquences courtes (Liu et al, 2007; Kumar et al, 2011). La technique de
pyroséquencage repose sur le séquencage a tres haut débit des séquences ciblées et

permet une vue d’ensemble de la communauté bactérienne.

Les 24 échantillons d’ADN métagénomique ont été envoyés a 'entreprise GenoScreen
(Lille, France) pour la réalisation des étapes préparatoires (amplification PCR du géne
ciblé et étiquetage des amplicons) et du pyroséquencage. Le séquenceur utilisé est un
454 GS-FLX® (Roche Applied Sciences / 454 Life Sciences) permettant la lecture de

fragments de 450 pb. Le protocole employé est divisé en trois étapes (figure II1.2).
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Figure II1.2. Schéma de principe du pyroséquencage. A: étape 1, préparation de la banque
d’ADNr 16S simple brin. B: étape 2, amplification PCR en émulsion (emPCR™). C: étape 3,
séquencage en plaque picotitrée. (D’apres Ansorge, 2009 ; Tucker et al., 2009).
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La premiere étape (figure I11.2.A) consiste en la préparation d'une banque d’ADNr 16S
simple brin a partir de '’ADN métagénomique. Une amplification PCR est réalisée sur
chacun des 24 échantillons en utilisant un couple d’amorces 16S générant un fragment
d’'une taille de 429 pb. Chaque amorce comporte trois parties (tableau II1.2): (i) la
séquence permettant I'amplification de la région ciblée de '’ADNr 16S, (ii) une étiquette
de 10 nucléotides (spécifique a chaque échantillon) et (iii) un adaptateur (spécifique de
chaque brin d’ADN). Les produits PCR obtenus sont purifiés et quantifiés par dosage au
Picogreen® afin de réaliser un meélange parfaitement équimolaire et éviter la
surreprésentation d’'un échantillon par rapport a un autre. Un des adaptateurs des
amorces utilisées est lié a une molécule de biotine qui permet I'immobilisation des
amplicons d’ADNr 16S sur des billes (de 40 um de diametre) recouvertes de
streptavidine. Apres dénaturation des fragments d’ADN fixés sur les billes, le brin non

biotinylé libéré est utilisé comme matrice d’ADN simple brin pour former la banque

d’ADNr 16S simple brin (ADNr 16S sb).

Amorces Séquences
83125-165-F 5’ CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAGACGAGTGCGTTACGGRAGGCAGCAG 3’
83125-165-R 5’ CCTATCCCCTGTGTGCCTTGGCAGTCTCAGACGAGTGCGTGGACTACCAGGGTATCTAAT 37

Tableau III.2. Séquences des amorces utilisées pour I'amplification de la région V3-V4 de 'ADNr
16S (fragment de 429pb, adaptateur et étiquettes exclus). En italique : les adaptateurs. En gras :
les étiquettes (spécifiques a chaque échantillon). Souligné : 1a séquence ciblant 'ADNr 16S.

La deuxieme étape (figure I11.2.B) correspond a I'amplification par PCR en émulsion
(emPCR™). Les ADNr 16S sb sont mis au contact de billes portant en surface des
amorces complémentaires de 'un des adaptateurs, ce qui permet de ne fixer qu'une
molécule d’ADNr 16S sb par bille. Les billes porteuses des ADNr 16S sb sont
émulsionnées dans un mélange eau-huile contenant les réactifs PCR. Chaque bille est
emprisonnée a 'intérieur d'une goutte dans laquelle a lieu la réaction d’amplification

PCR, permettant une amplification clonale de chaque fragment.

La troisieme étape (figure I11.2.C) correspond au séquencage en plaques picotitrées.
Les billes portant des ADNr 16S sb sont disposées sur des plaques picotitrées (PTP pour
PicoTiterPlate™) constituées de puits de 44 pm de diametre, ce qui permet le dépot
d’'une seule bille par puits. Ainsi, dans chaque puits une réaction de séquencage peut

avoir lieu et plusieurs centaines de milliers de réaction de séquencage peuvent étre
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réalisées en parallele sur une plaque. Un mélange réactionnel, contenant I’ADN
polymérase et des microbilles recouvertes de sulfurylases et de luciférases, est ajouté
dans chaque puits. La PTP chargée est ensuite placée dans le séquenceur. Les
nucléotides sont ajoutés séquentiellement (ordre fixe) dans la PTP pendant le cycle de
séquencage. Lorsqu’un nucléotide complémentaire a la matrice d’ADN est coulé dans un
puits, la polymérase étend le brin d’ADN existant en entrainant un signal lumineux
enregistré par la caméra CCD de l'appareil. L’analyse des images permet la

détermination de la séquence d’ADN.

L’ensemble des séquences lues est rassemblé dans un fichier Fasta pour la réalisation

des analyses des données.

Analyses bioinformatiques

L’analyse bioinformatique des données brutes envoyées par GenoScreen a été
réalisée a I'aide du logiciel Mothur v.1.15.0 (Schloss et al., 2009) sur la plateforme de
bioinformatique Ibio du laboratoire d’Ecologie Microbienne. L’ensemble des séquences
lues a été filtré de fagon a garantir la qualité des séquences analysées. Les séquences
trop courtes (< 200pb) ou dont les amorces et/ou étiquettes étaient mal séquencées,

ainsi que les séquences chimériques ont été exclues de I'analyse.

L’ensemble des données filtrées a été comparé a la base de données Silva (www.arb-
silva.de) pour lidentification taxonomique des séquences obtenues. Seules les
séquences présentant une similarité = 97% avec celles de la base de données Silva ont
été considérées comme membres présumés du groupe affilié. Les séquences ont ensuite
été regroupées en unités taxonomiques opérationnelles (OTU) en utilisant des seuils de
similarité de 80%, 90%, et 97%, correspondant respectivement au seuil de définition
des phylum, genre et espéce (Hugenholtz, 2002 ; Will et al., 2010). Pour estimer I'effort
d’échantillonnage aux différents niveaux taxonomiques, les courbes de raréfaction
correspondantes ont été réalisées pour chaque échantillon. Afin de pouvoir comparer la
diversité de la communauté bactérienne totale dans les différents échantillons, il a été
nécessaire de standardiser I'effort d’échantillonnage. Pour cela, un sous échantillonnage
aléatoire d’'un nombre défini (correspondant au nombre de séquences de I’échantillon
en présentant le moins) de séquences parmi toutes les séquences obtenues a été

effectué.
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Calculs des indices de richesse et de diversité

Indices de richesse

La richesse observée Sops est égale au nombre total d’'OTU dans chaque échantillon.

L’estimateur de richesse Schao1 a été utilisé pour prédire la richesse spécifique totale
de chaque échantillon avec un intervalle de confiance de 95%. Cet indice est basé sur le

nombre total d’OTU observés Sobs :

ny(ny — 1)
2(ny+1)

Al Al
*S chaol — *S obs

Ou: n; est le nombre d’'OTU ne comportant qu'une seule séquence et nz le nombre d’OTU
comportant seulement deux séquences.

Taux de recouvrement

Le calcul du taux de recouvrement C (Coverage) permet d’estimer la proportion de

diversité recouverte dans chaque échantillon.

nq

\1’
‘\
L

C=1-

Ou: ni est le nombre d’'OTU ne comportant qu'une seule séquence et N le nombre total de
séquences de I"échantillon.

Indices de diversité

La diversité de la communauté bactérienne totale a été estimée en utilisant I'indice de

Shannon-Weaver, Hshannon :

S'llm
n;, nN;
IIsImnmm = = Z ﬁlnﬁ
i—1 1Y 4'\'

Ou : Sobs est le nombre total d’'OTU observés, ni le nombre de séquences de 'OTU i et N le nombre
total de séquences de I"échantillon.

Cet indice prend en compte a la fois la richesse et I'abondance des OTU.
Contrairement a d’autres indices, comme celui de Simpson, il est sensible a la présence

d’espéces rares (faiblement représentée en nombre d’0TU).
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2.3.4. Analyses statistiques

Le logiciel R v.2.6.2 a été utilisé pour réaliser les analyses statistiques concernant les
performances épuratoires des réacteurs, les activités microbiennes de dégradation des
TEX, la densité bactérienne et la diversité. Pour la plupart des variables, la normalité et
I’'homoscédasticité n’ont pas pu étre vérifiées lors des tests de Shapiro-Wilk et de
Bartlett. Les comparaisons des moyennes obtenues pour chaque hauteur des réacteurs,
ainsi qu’entre réacteurs, ont donc été réalisées par des analyses de variance basées le
test de Kruscal-Wallis (non paramétrique). Pour les corrélations entre variables, le
coefficient de corrélation linéaire a été calculé avec la méthode de Spearman (non

paramétrique).

La comparaison globale de la diversité de la communauté bactérienne totale (richesse
et structure) des différents échantillons provenant des biofiltres de 40 cm et de 20 cm
(classés par hauteur de prélévement) a été réalisée a I'aide de I'algorithme Unifrac inclus
dans Mothur. Afin de tenir compte de la diversité totale, ces tests statistiques ont été
effectués en pondérant le nombre d’'OTU avec la totalité des séquences sous
échantillonnées correspondant a chaque OTU. L’Analyse en Coordonnées Principales
(PCoA) a été réalisée sur la base des matrices de distances construites a partir des deux

algorithmes Jclass et ThetaYC :

- Jclass, basé sur l'indice de Jaccard, décrit les différences observées entre les

membres de deux ensembles (ou communautés) :

SaB
Sa+ Sp— San

D Jaccard —

Ou : Sap est le nombre d’OTU partagés entre les communautés A et B, Sa le nombre d’OTU de la
communauté A et Sg le nombre d’OTU de la communauté B.

Cet algorithme permet d’évaluer la similarité entre les différentes hauteurs des

biofiltres en termes de richesse. Il ne prend pas en compte I'abondance relative des OTU.

- ThetaYC, basé sur le coefficient de Yue et Clayton, mesure la différence entre
deux ensembles en tenant compte de I'abondance relative des OTU retrouvés

dans chaque communauté :
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Ou : St est le nombre total d’'OTU des communautés A et B, a; 'abondance relative des OTU de la
communauté A et b; 'abondance relative des OTU de la communauté B.
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Cet algorithme permet donc de décrire les différences de structure entre les

communautés en termes de richesse et d’abondance relative des OTU.

Les représentations graphiques en 2D ont ensuite été faites sur le logiciel Excel
(Microsoft Office Mac 2008) en prenant en compte les deux premiers axes des matrices

de distances (axes les plus explicatifs).

Pour l'ensemble de ces tests statistiques, le seuil de rejet du risque a (seuil de

signification) a été fixé a 5%.
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3. Résultats

3.1. Fonctionnement des réacteurs et capacité d’élimination

3.1.1. Fonctionnement global des réacteurs

Les performances des six biofiltres ont été suivies sur une période de 50 jours.
L’évolution de l'efficacité d’élimination globale des TEX est présentée sur la figure

suivante (figure I11.3) :
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Figure II1.3. Evolution de l'efficacité moyenne d’élimination globale des TEX pour les réacteurs
C (biofiltres comportant 40 cm de hauteur de garnissage) et D (biofiltres de 20 cm de hauteur).
Les barres d’erreur représentent les écarts types (n = 3). Les phases de fonctionnement sont
séparées par les barres verticales; 1a: latence, 1b: optimisation, 2 : stationnaire. La période
d’acclimatation (1) est indiquée par une double fléche.

L’allure générale des courbes d’abattement est trés similaire entre réplicats, ce qui
indique une bonne reproductibilité entre les réacteurs. Deux périodes peuvent étre

distinguées :
- La période d’acclimatation

Elle regroupe les phases de latence et d’optimisation. La phase de latence présente
une durée de 8 jours pour les réacteurs C et de 9 jours, en moyenne, pour les réacteurs
D. La durée moyenne de prise d’efficacité (phase d’optimisation) est de 9 jours pour les
réacteurs C et de 11 jours pour les réacteurs D. La période d’acclimatation présente une
durée moyenne totale de: - 17 + 2 jours pour les réacteurs C,

- 20 % 2 jours pour les réacteurs D.

Cette différence de 3 jours n’est pas statistiquement significative.
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- La période stationnaire

La période stationnaire moyenne observée sur la durée de I'expérimentation est de

32 jours pour les réacteurs C et de 29 jours pour les réacteurs D.

Le fonctionnement global des réacteurs est donc semblable dans les deux conditions
de fonctionnement. Une efficacité d’élimination globale des TEX supérieure a 98% est

atteinte dans les six biofiltres.

3.1.2. Capacité d’élimination

Les capacités d’élimination (EC) ont été calculées en fin de période stationnaire (jours
49). Le tableau III.3 présente les moyennes obtenues a partir des résultats des deux

types de réacteurs.

p Hauteur de Débit de I'effluent Charge en polluants Capacité d’élimination
Réacteurs . EBRT (s) > . i X
garnissage (cm) (m?3) (mg.m?garnissage.h') (mg.m3 garnissage. hl)
(d ‘ 40 ‘ 3,6 ‘ 7,6 ‘ 283 279 (1)
D 20 3,6 3,8 565 555 (3)

Tableau II1.3. Capacité d’élimination moyenne (mg.m-3.h-1) des réacteurs C (biofiltre de 40 cm de
hauteur de garnissage) et D (biofiltre de 20 cm de hauteur). Entre parenthése, en italique : écarts
types entre réplicats (n = 3).

L’EC est en moyenne de 279 mg.m3.h-1 pour les réacteurs C (biofiltres contenant 40
cm de hauteur de garnissage) et de 555 mg.m-3.h-1 pour les réacteurs D (biofiltres de 20
cm de hauteur de garnissage). Cette différence est liée au volume de garnissage, deux
fois moindre dans les réacteurs D. La quantité de polluants éliminée est identique pour

les deux types de réacteurs, elle est de 2,13 mg.h-1 en moyenne.

3.2. Performances épuratoires détaillées

Les deux figures suivantes présentent 'évolution des performances épuratoires de

chaque composé pour les réacteurs C (figure I11.4) et D (figure IIL5).
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3.2.1. Abattement des TEX dans les biofiltres de 40 cm
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Figure IIl.4. Evolution de lefficacité d’élimination de chaque composé pour les biofiltres
comportant 40 cm de hauteur de garnissage (réacteurs C1l, C2 et C3). Les phases de
fonctionnement sont séparées par les barres verticales ; 1a: latence, 1b : optimisation (couleur
correspondant au composé), 2 : stationnaire. La période d’acclimatation (1) est indiquée par une
double fleche.

Les courbes d’abattement des trois composés sont similaires pour les réacteurs C
(figure 111.4). La phase de latence est de 8 jours. Compte tenu de l'erreur standard des
mesures de concentrations en TEX (< 4% en entrée et < 6% en sortie), I'abattement
observé pendant cette phase, ne dépassant pas 10%, est considéré comme nul.

Durant la phase d’optimisation, les performances d’élimination du toluene et de
'éthylbenzene sont trés similaires alors que celle du xyléne présente un décalage d’'un a
deux jours. L’efficacité augmente linéairement pendant les premiers jours de cette phase
avant de se stabiliser, ce qui permet de calculer la vitesse maximale de prise d’efficacité
pour chaque composé (en pourcentage d’élimination par jour). Cette vitesse est en
moyenne de 16%, 14% et 11%/jour respectivement pour le toluene, I'éthylbenzéne et le
xyléne. La vitesse de prise d’efficacité n’est pas significativement plus faible pour le
xylene que pour les deux autres composés (p = 0,079) dans ces trois réacteurs.

La période d’acclimatation est en moyenne de 15 jours pour le toluene et

I'éthylbenzene et de 17 jours pour le xyléne.
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Durant la période stationnaire, les trois composés sont éliminés simultanément avec

des taux d’abattement supérieurs a 98%.

3.2.2. Abattement des TEX dans les biofiltres de 20 cm
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Figure IIL.5. Evolution de lefficacité d’élimination de chaque composé pour les biofiltres
comportant 20 cm de hauteur de garnissage (D1, D2, D3). Les phases de fonctionnement sont
séparées par les barres verticales; 1a: latence, 1b: optimisation (couleur correspondant au
composé), 2 : stationnaire. La période d’acclimatation (1) est indiquée par une double fleche.

Les courbes d’abattement des trois composés sont similaires pour les trois biofiltres

D également (figure II1.5).

La phase de latence est identique pour les 3 composés, elle varie de 8 a 10 jours selon
le réacteur. L'abattement observé pendant cette phase, ne dépassant pas 10%, est
considéré comme nul.

Durant la phase d’optimisation, les performances d’élimination du toluene et de
'éthylbenzene sont trés similaires alors que celle du xylene présente un décalage de 3 a
5 jours. De la méme facon que pour les réacteurs C, la vitesse maximale de prise
d’efficacité peut étre calculée pour chaque composé (en pourcentage d’élimination par
jour). Cette vitesse est en moyenne de 14%, 12% et 9%/jour respectivement pour le
toluene, I'éthylbenzene et le xyléne. La vitesse de prise d’efficacité est significativement

plus faible pour le xyleéne que pour les deux autres composés (p = 0,039).
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La période d’acclimatation est en moyenne de 17 jours pour le toluene et

’éthylbenzene et de 21 jours pour le xyléne.

Durant la période stationnaire, les trois composés sont éliminés simultanément avec
des taux d’abattement similaires et supérieurs a 98%.

Une perte d’efficacité est observée dans le réacteur D3 au cours de la derniere
semaine de fonctionnement (jours 43 a 49), en raison d’'un phénomene d’assechement
accidentel du garnissage en pied de colonne. La dégradation du toluene chute de 30% a

j43 et retrouve progressivement son niveau maximal en fin d’expérimentation.

3.2.3. Comparaison de I'abattement des TEX dans les réacteurs C et D

La comparaison des vitesses maximales de prise d’efficacité entre composés dans les
deux types de réacteurs ne montre aucune différence significative entre le toluene et
I’éthylbenzene. Par contre, la différence observée entre le xylene et les deux autres
composés est statistiquement significative (p = 0,006). La mise en place de la
dégradation du xylene est plus lente que celle du toluene (p = 0,013) et que celle de
I'éthylbenzene (p = 0,045). L'ordre suivant peut donc étre établi, concernant la vitesse

de prise d’efficacité des TEX dans les biofiltres végétalisés :

Toluéne = Ethylbenzene > Xylene
3.3. Stratification de I'activité microbienne de dégradation des TEX

La figure III.6 présente les profils longitudinaux de dégradation des TEX en fin de

période stationnaire (jour 49), pour chaque biofiltre.
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Figure III.6. Profils longitudinaux d’élimination de TEX dans chacun des biofiltres en fin de
période stationnaire (jour 49). Co/C; (%) représente la charge en TEX restant a dégrader par
rapport a la charge en entrée de réacteur. H correspond a la hauteur de garnissage traversé en
centimetre. C1, C2 et C3 : biofiltres comportant 40 cm de hauteur de garnissage. D1, D2 et D3:
biofiltres comportant 20 cm de hauteur de garnissage.

3.3.1. Stratification de I'activité dans les biofiltres de 40 cm

Les trois réacteurs C présentent des profils similaires. L’activité de biodégradation
des TEX est située dans les 20 premiers centimeétres de garnissage, et majoritairement

dans les 10 premiers centimeétres.

A 10 cm de hauteur de garnissage, une différence de dégradation est observée entre
les trois composés. Le xyléne est significativement mieux dégradé que le toluene et

I'éthylbenzene (p = 0,049). Par contre, la différence observée entre la dégradation du

toluene et celle de I'éthylbenzene dans les réacteurs C2 et C3 n’est pas @ TOLUENE
s ) . . s s CETHYLBENZENE
significative. L’'ordre de dégradation observé a cette hauteur pour ces
AXYLENE

trois composés est donc:
Xylene > Ethylbenzéne = Toluéne

A 20 cm de hauteur de garnissage, I'abattement des composés est identique et

supérieur a 98%.
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3.3.2. Stratification de 'activité dans les biofiltres de 20 cm

Dans les réacteurs D, les profils d’abattement des trois composés ne sont pas
significativement différents. La dégradation complete des TEX est obtenue entre 0 et 10

cm pour les réacteurs D1 et D2 et entre 10 et 20 cm pour le réacteur D3.

Le réacteur D3 présente un profil différent des deux autres. L’assechement observé
dans la partie basse durant la derniere semaine de fonctionnement (jours 43 a 49) des
biofiltres peut expliquer cette différence. Cette particularité ne modifie pas I'analyse du
fonctionnement global des réacteurs D, ni celle des performances épuratoires de chaque

polluant.

3.4. Analyses microbiologiques : Etude quantitative et qualitative de la

communauté bactérienne totale

Compte tenu de I'assechement anormal observé dans le réacteur D3 les résultats des

réacteurs D présentés dans cette partie ne concerneront que les réacteurs D1 et D2.

3.4.1. Densité de la communauté bactérienne totale

Les deux figures suivantes présentent la densité de la communauté bactérienne totale
mesurée par qPCR sur le gene rrs, dans les biofiltres de 40 cm (réacteurs C : figure I11.7)
et ceux de 20 cm (réacteurs D : figure I11.8), pour les différentes hauteurs de garnissage

et les échantillons prélevés a To.
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3.4.1.1. Densité bactérienne dans les biofiltres de 40 cm

motte
30-40cm
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0-10cm

garnissage
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Figure II1.7. Nombre moyen de copies du gene rrs par g de garnissage sec (ou motte de terreau
séche) dans les biofiltres de 40 cm de hauteur de garnissage. Les barres claires représentent les
échantillons de garnissage et de motte prélevés avant la mise en route des biofiltres (To). Les
barres foncées représentent la moyenne des 3 réacteurs C pour chaque hauteur de prélévement.
Les barres d’erreur représentent les écarts type (n = 3).

Les résultats montrent une densité globale moyenne de 2,8.108 copies du gene rrs par
g de garnissage sec dans les réacteurs C apres fonctionnement. Cette valeur est 3,5 fois
plus élevée que celle mesurée sur le garnissage a To.

Le nombre de copie du géne rrs n’est pas significativement différent entre les
hauteurs 0-10, 10-20 et 20-30 cm (figure II1.7). En revanche il est significativement plus
élevé d’environ 75% dans la partie comprise entre 0 et 30 cm que dans la hauteur 30-40
cm (p < 0,01). Dans cette derniere hauteur, le nombre de copies rrs par masse séche est

similaire a celui mesuré dans la motte (pas de différence significative).

Le nombre de copies rrs dans la motte apres fonctionnement est similaire a celui

mesuré a To.
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3.4.1.2. Densité bactérienne dans les biofiltres de 20 cm

motte

10-20cm |

0-10cm
garnissage

0,0E+00 1,0E+08 2,0E+08 3,0E+08 4,0e+08 5,0e+08 6,0E+08
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Figure II11.8. Nombre moyen de copies du gene rrs par g de garnissage sec (ou motte de terreau
séche) dans les biofiltres de 20 cm de hauteur de garnissage. Les barres claires représentent les
échantillons de garnissage et de motte prélevés avant la mise en route des biofiltres (To). Les
barres foncées représentent la moyenne des réacteurs D1 et D2 pour chaque hauteur de
prélévement. Les barres d’erreur représentent les écarts type (n = 2).

Les résultats montrent une densité globale moyenne de 3,7.108 copies du gene rrs par
g de garnissage sec dans les biofiltres apres fonctionnement. Cette valeur est 5 fois plus
élevée que celle mesurée sur le garnissage a To.

Le nombre de copie du géne rrs est significativement plus élevé dans la partie basse
du garnissage (0-10 cm) que dans la partie haute (10-20 cm) (p = 0,003) et que dans la
motte (p = 0,043) (figure II1.8).

Le nombre de copies rrs de la hauteur 10-20 cm est similaire a celui mesuré dans la

motte (pas de différence significative).

Le nombre de copies rrs dans la motte apres fonctionnement est similaire a celui

mesuré a To.

3.4.1.3. Comparaison des densités bactériennes dans les réacteurs C et D

Globalement le nombre de copies rrs est significativement plus élevé dans les
réacteurs D que dans les réacteurs C (p = 0,01). Cette différence est liée au grand
nombre de copies rrs de la hauteur 0-10 cm des réacteurs D, significativement plus élevé
que dans chacune des autres hauteurs (p < 0,023). Il n'y a pas de différences
significatives entre le nombre de copies rrs de la hauteur 10-20 cm des réacteurs D et
celui de chacune des hauteurs des réacteurs C.
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Le nombre de copies rrs est significativement plus élevé dans la motte des réacteurs

D que dans celle des réacteurs C (p = 0,019).

3.4.1.4. Relation entre I'activité de dégradation des TEX et la densité bactérienne

La figure III.9 présente la corrélation entre l'activité de dégradation des TEX
(exprimée en pourcentage d’efficacité d’élimination) et la densité bactérienne (mesurée
en nombre de copies du gene rrs par g de garnissage sec) pour les échantillons

provenant du garnissage en fin d’expérimentation.
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Figure II1.9. Corrélation entre I'activité de dégradation des TEX (% d’élimination) et la densité
bactérienne (nombre de copies rrs par g de garnissage sec). Losanges pleins: échantillons
provenant du garnissage en fin d’expérimentation ; triangle vide : garnissage a To ; ligne : droite
de corrélation ; R2: coefficient de corrélation de Spearman.

Le coefficient de corrélation linéaire de Spearman, de 0,59, indique une corrélation
positive entre la densité bactérienne et I'activité de dégradation des TEX. Dans les zones
ou la dégradation des TEX est plus importante, la densité bactérienne est

significativement plus élevée (p = 0,015).
3.4.2. Diversité de la communauté bactérienne totale

3.4.2.1. Analyse générale des résultats de pyroséquengage

Les données brutes issues du pyroséquencage comportaient 211 797 séquences.
Apres application des filtres et I'élimination des chimeres, 44 461 séquences de bonne
qualité ont été conservées, soit 21% du nombre total de séquences initiales, dont 11 289

séquences uniques. Parmi les séquences exclues, 97% présentaient une taille inférieure
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a 200 pb et 3% correspondaient a des séquences chimériques ou avaient un défaut

d’étiquetage (0,3%).

Les courbes de raréfaction réalisées a partir des 44 461 séquences de bonne qualité
pour les trois seuils de similarité définis (80%, phylum ; 90%, genre et 97%, espece) ont
montré que l'asymptote n’est atteinte pour aucun des niveaux taxonomiques. Cela
signifie que, malgré le nombre important de séquences obtenues, I'échantillonnage n’est
pas exhaustif. Afin de permettre une analyse comparative des différents échantillons, la
standardisation de 'effort d’échantillonnage a été effectuée. Le nombre de séquences
obtenues pour chaque échantillon variant de 727 a 14318, un sous échantillonnage de
727 séquences par échantillon a été réalisé. Ainsi, 24 x 727 = 17 448 séquences ont été

ré-échantillonnées aléatoirement parmi les 44 461.

3.4.2.2. Courbes de raréfaction basées sur l'indice de richesse estimée (Schao1)

Apres standardisation de l'effort d’échantillonnage, les courbes de raréfactions
basées sur l'indice de richesse estimées en OTU (Schao1) ont été réalisées pour chaque
échantillon aux trois différents seuils de similarité utilisés pour la constitution des OTU.
La figure I11.10 montre les courbes de raréfaction moyennes obtenues pour chacun de
ces trois seuils, en fonction du nombre de séquences sous échantillonnées.
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Figure 1I1.10. Courbes de raréfaction moyennes basées sur l'indice de richesse estimée Schao1
(OTU) en fonction du nombre de séquences sous échantillonnées, pour les seuils de similarité
de 80%, 90% et 97%.
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Ces courbes de raréfaction montrent que la richesse estimée moyenne des
échantillons est de 956, 454 et 317 OTU pour les seuils de similarité de 97%, 90% et

80% respectivement.

Les analyses de diversité ont ensuite été réealisées a partir des OTU constituées avec
un seuil de 90% de similarité. Le taux de recouvrement calculé pour ce seuil ne varie pas
de facon significative entre les différentes hauteurs de prélevement, ni entre les deux

types de réacteur. Il est en moyenne de 83%.

3.4.2.3. Richesse aux différentes hauteurs de garnissage

La richesse observée (Sobs) a été déterminée pour chaque échantillon provenant des
biofiltres de 40 cm et de 20 cm ainsi que pour les échantillons de garnissage et de motte
réalisés a To.

La figure III.11 présente les moyennes des richesses observées calculées a partir des

réplicats des différentes hauteurs de garnissage pour chaque type de réacteur.
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Figure II1.11. Richesse observée (Sobs) en OTU des biofiltres de 40 cm de hauteur de garnissage
(réacteurs C) et ceux de 20 cm (réacteurs D). Barres claires : échantillons de garnissage et de
motte prélevés avant la mise en route des biofiltres (Ty). Barres foncées : moyennes pour chaque
hauteur de prélévement a 50 jours. Barres d’erreur : écarts types (n = 3 pour C et n = 2 pour D).
Lignes : droite de corrélation ; R2: coefficient de corrélation de Spearman.

A To, la richesse observée est 36% plus élevée dans la motte que dans le garnissage.

Richesse observée dans les biofiltres de 40 cm

Apres 50 jours de fonctionnement, la richesse observée est en moyenne de 248 OTU

au niveau de la motte. Elle n’est pas significativement différente de celle observée a To.
Au niveau du garnissage la richesse observée ne varie pas de facon significative en
fonction de la hauteur dans le garnissage. Elle est en moyenne de 210 OTU toutes
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hauteurs confondues, soit 25% plus élevée qu’a To. Par ailleurs, elle est significativement
inférieure (de 15%) a celle observée dans la motte (p = 0,032).

La corrélation linéaire entre la richesse et la hauteur de prélevement présente un
coefficient de 0,88. Cette corrélation, bien que non statistiquement significative indique

toutefois que la richesse tend a diminuer a mesure que I'on s’éloigne de la motte.

Richesse observée dans les biofiltres de 20 cm

Apres 50 jours de fonctionnement, la richesse observée est en moyenne de 263 OTU

au niveau de la motte et n’est pas significativement différente de celle observée a To.

Dans le garnissage, il n’y pas de variation significative de cette richesse en fonction de
la hauteur de prélevement. Elle est en moyenne de 197 OTU toutes hauteurs
confondues, soit 20% plus élevée qu’a To. De plus, elle est tres significativement
inférieure (de 25%) a celle observée dans la motte (p = 0,004).

Dans ces biofiltres, la richesse et la hauteur de prélévement ne sont pas corrélées.

Comparaison de la richesse observée dans les réacteurs C et D

Aucune différence statistiquement significative n’a été détectée entre les deux types
réacteurs, probablement en raison de la variabilité élevée observée entre réplicats.

Au niveau du garnissage, les moyennes des richesses observées entre 0 et 20 cm sont
identiques pour les deux types de réacteurs (202 et 198 OTU respectivement pour les
réacteurs C et D). Elles sont globalement plus faibles que celles obtenues entre 20 et 40

cm dans les réacteurs C (220 OTU en moyenne).

3.4.2.4. Diversité bactérienne aux différentes hauteurs de garnissage

Afin d’estimer la diversité bactérienne, I'indice de Shannon a été calculé pour chaque
échantillon provenant des biofiltres de 40 cm (réacteurs C) et de 20 cm de hauteur
totale de garnissage (réacteurs D), ainsi que pour les échantillons de garnissage et de

motte réalisés a Ty (figure I11.12).
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Figure 111.12. Indice de Shannon des biofiltres de 40 cm de hauteur de garnissage (réacteurs C)
et ceux de 20 cm (réacteurs D). Barres claires : échantillons de garnissage et de motte prélevés
avant la mise en route des biofiltres (To). Barres foncées : moyennes pour chaque hauteur de
prélevement a 50 jours. Barres d’erreur : écarts types (n = 3 pour C et n = 2 pour D). Lignes:
droite de corrélation ; R2: coefficient de corrélation de Spearman.

A Ty, 'indice de Shannon est plus élevé dans la motte (4,90) que dans le garnissage

(4,07).

Diversité bactérienne dans les biofiltres de 40 cm

Apres 50 jours de fonctionnement, au niveau de la motte, I'indice de Shannon est en

moyenne de 4,72. Il n’est pas significativement différent de celui calculé a To.

Au niveau du garnissage l'indice de Shannon ne varie pas significativement entre les
hauteurs de prélevement. Il est en moyenne de 4,42 toutes hauteurs confondues, soit
8% plus élevé qu’a To. Cet indice n’est pas significativement inférieur dans le garnissage
par rapport a la motte au seuil de rejet de 5% (p = 0,089).

Le coefficient de corrélation entre la diversité (indice de Shannon) et la hauteur de
préléevement est de 93% mais n’est pas statistiquement significatif. Néanmoins, il

indique que la diversité tend a diminuer a mesure que I'on s’éloigne de la motte.

Diversité bactériennes dans les biofiltres de 20cm

Apres 50 jours de fonctionnement, au niveau de la motte, I'indice de Shannon est en

moyenne de 4,79 et n’est pas significativement différent de celui calculé a To.

Dans le garnissage I'indice de Shannon ne varie pas de fagon significative en fonction
de la hauteur de prélévement. Il est en moyenne de 4,33 toutes hauteurs confondues,
soit 6% plus élevé qu’a To, mais significativement plus faible que dans la motte (p =

0,012).
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Aucune corrélation n’est observée entre la diversité et la hauteur de prélevement

pour ces réacteurs.

Comparaison de la diversité dans les réacteurs C et D

Aucune différence statistiquement significative n’a été mise en évidence entre les

réacteurs, probablement en raison de I'importante variabilité observée entre réplicats.

3.4.2.5. Relation entre I'activité de dégradation des TEX et la diversité bactérienne

Bien que la richesse et la diversité semblent plus faibles dans la partie basse des
réacteurs C, aucune corrélation n’a été mise en évidence entre 'activité de dégradation
des TEX et les indices de richesse et de diversité. Par contre, ces indices sont
significativement plus faibles dans les hauteurs ou la dégradation a été détectée (0-20
cm pour les réacteurs C et 0-10 cm pour les réacteurs D1 et D2) que dans les autres (p =

0,04 pour la richesse observée et I'indice de Shannon).

3.4.2.6. Identification taxonomique

L’affiliation taxonomique réalisée par comparaison des séquences obtenues a la base
de données Silva a mis en évidence 24 phylums bactériens. Parmi ces derniers, 12
présentent une fréquence relative supérieure a 1% dans au moins une hauteur de
biofiltre et représentent plus de 99% du nombre total d’'OTU dans chaque biofiltre. Les
fréquences relatives de ces 12 phylums ont été calculées en fonction du nombre total
d’OTU détectés pour chaque échantillon. Pour les différentes hauteurs, les moyennes des
fréquences relatives ont été réalisées a partir des réplicats. Elles sont représentées dans
la figure I11.13.C pour les biofiltres de 40 cm et figure I11.13.D pour les biofiltres de 20

cm.
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Figure II1.13. Fréquences relatives moyennes (%) des OTU affiliés aux 12 phylums les plus
représentés pour chaque hauteur de garnissage et pour les To. C : biofiltres de 40 cm de hauteur
de garnissage. D : biofiltres de 20 cm. Les fréquences relatives sont exprimées en pourcentage

du nombre total d’'OTU détectés pour chaque échantillon. Les moyennes sont réalisées sur les
réplicats des différentes hauteurs.

D’une fagon générale, la répartition globale des 12 phylums les plus représentés ne
varie pas de facon significative entre les différentes hauteurs de prélévement, ni entre
réacteurs. Quelques tendances peuvent toutefois étre soulignées, notamment entre le

garnissage a Ty et les autres échantillons.
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Les 4 phylums dominants sont les Proteobacteria (bleu ciel), les Actinobacteria
(orange), les Bacteroidetes (violet) et les Acidobacteria (bleu foncé). Ils représentent

environ 93% du nombre total d’OTU.

Le phylum des Proteobacteria est le plus représenté avec une fréquence relative
moyenne d’environ 54% dans la motte et le garnissage aprés 50 jours de
fonctionnement. Ces fréquences relatives sont similaires a celles observées dans la
motte a To. Par contre, elles sont plus élevées (d’environ 20%) que celles retrouvées
dans le garnissage a To.

Quatre classes de Proteobacteria ont été détectées, leurs fréquences relatives sont

présentées figure 111.14.
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Figure 111.14. Fréquences relatives (%) des 4 classes de Proteobacteria détectées. Pour la motte
et le garnissage apres fonctionnement, les résultats présentés correspondent aux moyennes des
échantillons provenant des deux types de réacteurs.

Les Alphaproteobacteria dominent tres largement et représentent en moyenne 40%
et 47% des Proteobacteria détectées avant et apres fonctionnement des réacteurs. Parmi
les Proteobacteria, les principaux genres retrouvés sont Sphingomonas, Rhizomicrobium,
Burkholderia et Xanthobacter représentés respectivement par 2,4%, 2,1%, 1% et 0,7%
de la totalité des OTU détectés dans le garnissage apres fonctionnement (contre 2,3%,

2,4%, 0,3% et 2,3% respectivement dans le garnissage a To).

Les Actinobacteria représentent 20% de la totalité des OTU détectés apres
fonctionnement des réacteurs. Cette fréquence est similaire a celle observée dans la
motte a To. Par contre, elle est plus faible (d’environ 40%) que celle observée dans le

garnissage a To. Les principaux genres retrouvés sont Pseudonocardia et Mycobacterium
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représentés respectivement par 1,5% et 0,5% de la totalité des OTU détectés en fin

d’expérimentation dans le garnissage (contre 0,5% et 2,4% a To).

Les Acidobacteria représentent 10% de la totalité des OTU détectés apres
fonctionnement des réacteurs. Leur fréquence est 1égerement plus élevée qu’a To, a la
fois dans la motte et dans le garnissage. Cette tendance est plus marquée dans les
biofiltres de 40 cm que dans ceux de 20 cm. Les principaux genres retrouvés sont GP-3
et GP-1 représentés respectivement par 4,1% et 3,2% de la totalité des OTU détectés

dans le garnissage apres fonctionnement (contre 2,3% et 3,7% a To).

Les Bacteroidetes représentent 9,7% de la totalité des OTU détectés apres 50 jours de
fonctionnement. Cette fréquence est similaire a celle observée dans le garnissage a To.

Par contre, elle est plus faible (d’environ 20%) que dans la motte a To.

Concernant les autres phylums, la présence de Firmicutes (2,1%) et de
Gemmatimonadetes (1,6%) peut étre soulignée, ainsi que la présence du groupe de
bactéries TM7 (1,8%).

Pour ce dernier groupe, la fréquence relative observée a To est trés faible dans le
garnissage (0,2%) et supérieure a 3% dans la motte (figure I11.13). Les différences
observées entre les hauteurs de prélévement ne sont pas statistiquement significatives,

cependant la méme tendance est observée dans les deux réacteurs.
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Figure III.15. Fréquences relatives du phylum TM7 dans les biofiltres de 40 cm de hauteur de
garnissage (réacteurs C, a gauche) et ceux de 20 cm (réacteurs D, a droite). Barres claires :
échantillons de garnissage et de motte prélevés avant la mise en route des biofiltres (To). Barres
foncées : moyennes pour chaque hauteur de prélévement a 50 jours. Barres d’erreur: écarts
types (n=3 pour C et n=2 pour D). Lignes : droite de corrélation, R2: coefficient de corrélation de
Spearman.

Apres 50 jours de fonctionnement, ce groupe est 3 fois moins présent dans la motte
(figure II.15). Dans le garnissage, il est retrouvé a toutes les hauteurs avec une
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fréquence 5,5 a 13,5 fois supérieure qu’'a To. Dans les biofiltres de 40 cm de hauteur,
I'augmentation de la fréquence du groupe TM7 est plus importante dans les hauteurs
situées entre 0 et 20 cm (R? = 0,68). Pour les biofiltres de 20 cm de hauteur, cette

augmentation est encore plus importante, notamment au niveau 0-10cm (R? = 0,96).

3.4.2.4. Comparaison globale de la richesse et de la structure de la communauté

bactérienne totale.

Pour déterminer l'influence des conditions opératoires sur le développement et la
répartition de la microflore indigene, une analyse globale de la richesse et de la
structure de la communauté bactérienne totale a été effectuée. Elle est basée sur la
comparaison de la diversité et/ou de la richesse de la communauté totale a To et en fin
d’expérimentation pour chaque hauteur de prélevement de garnissage. La figure
suivante présente les Analyses en Coordonnées Principales (PCoA), réalisées sur
I'ensemble des échantillons provenant des différentes hauteurs de prélevement, basées
sur la richesse en OTU uniquement (Jclass, figure II1.16.A) et en tenant compte de

I'abondance relative des OTU (ThetaYC, figure I11.16.B).

0,4 0,5
0/3”"""\\ 04
J ¢ ‘\\
- | 03
0,2 ]
L = y
N o 0,2
01 |
—_cesTEeREEEEs . 0,1
e, 0 & * *
2 -x
0,2 ’ x-0,1 0 0,1 0 0,4 3 0 | | | |
". ot 07 -06-..05 04 037702 01 0 0.1 02 03
0,1
| |
=0,2
0,2 h
0,31 -0,3
*
-0,4 -04

€0_10 M10_20 420_30 X30_40 *motte ©To motte  To garnissage
ZONE:Omoﬁe r:”\) active inactive
Figure I11.16. Analyses en Coordonnées Principales (PCoA) de la diversité de la communauté
bactérienne totale en termes de richesse (A: Jclass) et de structure (richesse et abondance

relative) (B : ThetaYC). Chaque point correspond a un échantillon provenant des deux types de
réacteurs classés en fonction de la hauteur de prélevement.

En termes de richesse, les tests statistiques (Unifrac) ont montré que la communauté

bactérienne totale est significativement différente a toutes les hauteurs de prélevement
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(p < 0,001) a I'exception de la motte. La motte a Ty est similaire a celle observée apres
fonctionnement (p = 0,08). Elle est également similaire a la diversité observée au sein de

la hauteur 30-40 cm (p = 0,06).

D'un point de vue structure, la communauté bactérienne totale est également
significativement différente a toutes les hauteurs des biofiltres, ainsi qu’avec les To

(p<0,001).

Les représentations graphiques des PCoA permettent cependant de regrouper les

échantillons selon trois zones :

- une zone « motte» contenant l'échantillon To de la motte et une majorité
d’échantillons provenant de la motte ou prélevés au voisinage de la motte

(biofiltres de 40 cm uniquement) apres fonctionnement.

- une zone « active » correspondant a une majorité d’échantillons provenant des

hauteurs ol une activité de biodégradation des TEX a été détectée.

- une zone « inactive » qui rassemble I'échantillon To du garnissage ainsi qu’'une
majorité d’échantillons provenant des hauteurs de prélévement ou aucune

activité de biodégradation des TEX n’a été détectée.
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4. Discussion

Deux conditions de fonctionnement ont été testées en parallele et répliquées afin de
tenir compte de la variabilité des bioréacteurs dans l'analyse et la comparaison des
résultats obtenus. Trois biofiltres comportaient 40 cm de hauteur totale de garnissage

(réacteurs C) et trois autres seulement 20 cm (réacteurs D).

Tous les biofiltres végétalisés ont été alimentés par un effluent gazeux synthétique
contenant un mélange de TEX a une concentration de 600 pg.m=3 (200 pg.m=3 pour
chaque composé), avec une vitesse de passage de l'air de 200 m.h-1, entrainant un EBRT
de 7,6 s pour les réacteurs C et de 3,8 s pour les réacteurs D. Ainsi, I'influence de ce
parametre sur les performances épuratoires a été examinée afin de déterminer les

capacités limites de ce systeme de traitement d’air.

La communauté bactérienne totale a été caractérisée aux niveaux quantitatif et
qualitatif, avant et apres fonctionnement des biofiltres, dans le but d’évaluer I'impact
des conditions opératoires sur le développement et la répartition des bactéries, ainsi

que 'influence de I'origine de la microflore indigene du garnissage et de la motte.
4.1. Performances épuratoires et capacité d’élimination

Le fonctionnement des six biofiltres a été suivi quotidiennement durant 50 jours.
Tous ont montré un fonctionnement global homogéne et une trés bonne reproductibilité
a été observée entre réplicats (figure I11.3). Des performances épuratoires supérieures a
98% d’abattement ont pu étre constatées pour chaque composé. Cependant la mise en
place et la stratification des activités de dégradation des TEX se sont révélées différentes

entre composés ainsi qu’entre les deux types de réacteurs.

La vitesse de prise d’efficacité concernant la dégradation du xyléne est
significativement plus faible que pour les deux autres composés (figures II11.4 et I11.5). Ce
constat, fait dans les deux types de réacteurs, est similaire aux résultats présentés dans
la littérature. Plusieurs auteurs ont effectivement montré que les cinétiques de
dégradation du toluene et de I'éthylbenzene (TE) sont plus rapides que celle du xylene
(Aizpuru, 2001 ; Maliyekkal et al., 2004 ; Mathur et al., 2007 ; Dou et al., 2008 ; Lee et
Cho, 2009). Dans certains cas, cette différence est accompagnée d’'un taux d’élimination

du xylene plus faible comparé aux deux autres composés durant la période stationnaire
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(Aizpuru, 2001 ; Maliyekkal et al,, 2004). Mais, le plus souvent, les mémes performances
sont atteintes pour le xyléne avec quelques jours de retard par rapport aux TE (Mathur
etal, 2007 ; Dou etal, 2008 ; Jo et al, 2008 ; Lee et Cho, 2009), comme c’est le cas dans
notre étude. Ce résultat peut étre expliqué par les différences de biodégradabilité de ces
composés. Comme cela a été discuté précédemment (Chapitre II, partie 1, page 103), la
concentration des polluants dans la phase aqueuse est un facteur limitant les activités
microbiennes (Guieysse et al.,, 2008). Le xyléne présente un coefficient de Henry plus
faible que les autres composés (Aizpuru, 2001) ce qui signifie qu’il est moins soluble
dans la phase aqueuse du biofiltre. Sa biodisponibilité est donc plus faible que celle des
TE. Par ailleurs, le xylene peut étre cométabolisé avec le toluéne (Charng et al,, 1993) et
plusieurs études ont montré que la présence du toluene stimule 1'élimination du xylene
(Alvarez et Vogel, 1991; Oh et al, 1994; Yeom et al, 1997 ; Orwel et al, 2006).
L’hypothese proposée est que I'acclimatation des microorganismes a la dégradation du
toluéne induit 'activité d’enzymes intervenant dans les voies centrales de dégradation
des composés aromatiques (Chapitre I, page 74), notamment la 3-méthylcatéchol 2,3
dioxygénase et la 4-méthylcatéchol 1,2 dioxygénase permettant la destruction du cycle
benzénique par les voies de clivage meta et ortho respectivement (Chapitre I, page 79 et

81).

L’élimination des composés a également été mesurée a différentes hauteurs dans le
garnissage et les profils de dégradation des TEX ont révélé des différences de
stratification de cette activité entre composés ainsi qu’entre réacteurs (figure I11.6).

Les réacteurs C et D ne présentent pas la méme capacité d’élimination des TEX, elles
étaient respectivement de 279 et 555 mg.m-3.h-1. Plusieurs auteurs ont montré que la
capacité d’élimination de ces composés augmente proportionnellement avec la charge
en polluants lorsque celle-ci est inférieure au g.m-3.h'! (Jorio et al, 1998 ; Delhoménie et
al, 2002a; Peishi et al, 2004 ; Sakuma et al, 2006 ; Vergara-Fernandez et al., 2007).
Dans notre cas, la capacité d’élimination est artificiellement augmentée par la
diminution de la hauteur totale de garnissage. Néanmoins, I’élimination complete des
TEX est atteinte dés 10 cm de hauteur de garnissage dans les réacteurs D, alors que dans
les réacteurs C elle ne I'est qu'a 20 cm. Les concentrations en polluants appliquées sur
ces deux types de réacteurs étant identiques, cette différence peut étre expliquée soit

par une activation plus forte des voies de dégradation des TEX, soit par la densité
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bactérienne des biofiltres, plus élevée dans les réacteurs D que C. Les densités
bactériennes mesurées a partir des échantillons de garnissage provenant des deux types
de réacteurs, effectivement plus élevées dans les réacteurs D, nous permettent
d’appuyer cette seconde hypothese sans que cela exclut la premiere (ces éléments sont

discutés dans le paragraphe 4.3.2, page 177).

Dans les réacteurs C, la dégradation des TEX est située entre 0 et 20 cm de hauteur.
Le xylene est significativement mieux dégradé que les autres composés a 10 cm. Au vue
des résultats décrits précédemment, ce constat est surprenant d’autant plus que
plusieurs auteurs ont observé des résultats inverses (Corsi et Seed, 1995 ; Mathur et al,
2007). Néanmoins, les conditions opératoires sont différentes de celles retenues dans le
cadre de notre étude. Pour les travaux réalisés par Corsi et Seed (1995) en biofiltration,

les concentrations de BTX sont supérieures a 200 mg.m-3.

Lors du traitement de faibles concentrations par un biofiltre végétalisé, dans les
conditions opératoires testées, la dégradation du xylene est donc plus lente que celle des
TE durant la phase d’optimisation mais ce décalage n’est plus visible durant la phase
stationnaire ou I’élimination des trois composés est supérieure a 98%. De plus,

I'élimination maximale peut étre atteinte en 10 cm de hauteur de garnissage.
4.2. Influence de I'EBRT sur les performances épuratoires

L’EBRT a une influence directe sur les performances épuratoires des biofiltres en
conditionnant la biodisponibilité des polluants (Elmrini et al., 2004). La diminution de
I'EBRT (i.e augmentation du débit ou de la vitesse de passage de 'air) n’est pas favorable
au transfert des composés de la phase gazeuse vers la phase aqueuse (Kraakman et al.,
2011), mais elle peut néanmoins induire une augmentation de la quantité de polluants
au sein du biofilm pouvant avoir un effet toxique sur les microorganismes (Corsi et Seed,
1995). L'impact de ces deux modifications sur la capacité épuratoire du biofiltre dépend
de la concentration de I'effluent a traiter. Les biofiltres sont généralement congus pour
traiter d'importants volumes d’air contenant des concentrations en polluants beaucoup
plus élevées (du mg.m-3 au g.m3) que celles utilisées dans cette étude. C’est pourquoi, les
EBRT appliqués sont d’ordinaire de I'ordre de plusieurs dizaines de secondes a quelques
minutes (Corsi et Seed, 1995 ; Kennes, 1996 ; Jorio et al., 1998 ; Alvarez-Hornos et al.,
2008 ; Dorado et al,, 2008 ; Oh et al., 2009 ; Rene et al., 2010). Tres peu d’études ont été
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réalisées avec un EBRT inférieur a 15 s. Sakuma et al. (2006) ont mis en évidence une
élimination de 95% du toluéne avec un EBRT de 13,5 s mais les concentrations en
toluene de l'effluent traité étaient de 10 a 400 mg.m3. Lors du traitement de
concentrations largement inférieures au mgm3, la charge en polluants n’a
probablement pas d'impacts en termes de toxicité, mais elle peut, en revanche, limiter la
biodisponibilité en substrat. Dans ce cas (EBRT court et teneurs en composés faibles), le
transfert des polluants vers le biofilm constitue I'étape limitante (Picioreanu et al,

2000 ; Delhoménie et Heitz, 2005).

Comme cela a été démontré précédemment, un biofiltre végétalisé de 40 cm de
hauteur de garnissage est capable d’éliminer plus de 97% des TEX a une concentration
de 600 pg.m3 avec un EBRT de 14 s (Chapitre II, partie 2, page 119). Cet EBRT,
relativement court, est donc bien compatible avec la biodégradation de faibles
concentrations en TEX et n’engendre pas de pertes de charge excessives (< 400 Pa.m1).
Une étude récente sur la biofiltration de l'air intérieur a également montré qu'’il était
possible de traiter de tres faibles concentrations de toluene (14 a 81 pg.m-3) avec un

EBRT de 19 s (Ondarts et al., 2012).

Au cours de notre étude, le débit d’air appliqué sur les biofiltres de 40 cm (réacteurs
C) a été multiplié par 2, correspondant a un EBRT de 7,6 s. Les performances
épuratoires obtenues avec ces réacteurs, supérieures a 98% d’abattement, indiquent
qu'un EBRT court permet bien la biodégradation de faibles concentrations de TEX.
Cependant, les pertes de charge générées dans ces conditions opératoires, de 1 200
Pa.m’], sont relativement élevées et engendrent une augmentation de la consommation
électrique du systéme. L’analyse des profils de dégradation de ces réacteurs révele que
I'élimination totale des TEX est atteinte systématiquement des 20 cm de hauteur de
garnissage (figure II1.6). Ce résultat suggere qu'un EBRT deux fois plus court, de 3,8 s,
peut étre suffisant pour garantir 'efficacité du systeme tout en limitant les pertes de
charge. Les performances obtenues avec les biofiltres de 20 cm de hauteur (réacteurs D)
confirment cette hypothese. Un seul exemple d’étude réalisée avec un EBRT aussi court
a été recensé. Il s’agit d’'une étude de Ryu et al. (2008) dans laquelle les auteurs ont
montré les capacités particuliéres d’un biofiltre garni avec de la mousse de polyuréthane
(garnissage synthétique) pour le traitement du toluene a une concentration de 3,6 g.m=3.

Un taux d’élimination de 90% a alors été observé avec un EBRT de 3,5 s. Des pertes de
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charge trés conséquentes, de 2 400 Pa.m'1, ont également été constatées par les auteurs,
résultant d'un développement important de la biomasse et nécessitant le lessivage du
garnissage. Toutefois, les conditions opératoires de cette étude different de celles des
biofiltres végétalisés, non seulement en termes de concentration en polluants mais aussi
de caractéristiques physico-chimiques et hydrodynamiques du garnissage.

Les profils de dégradation des réacteurs D montrent que I’élimination totale des
composés est atteinte en 10 cm de hauteur de garnissage (figure II1.6). L’activité de
biodégradation des composés est située entre 0 et 10 cm pour les réacteurs D1 et D2.
Une hauteur de 10 cm de garnissage semble donc suffisante pour obtenir un abattement

total des TEX dans des conditions de faibles concentrations.

L’ensemble de ces résultats suggere que les limites de fonctionnement des biofiltres

n’ont pas été atteintes, c'est-a-dire que :

- La vitesse de passage de l'air appliqué sur les biofiltres végétalisés peut étre
augmentée jusqu’'a 200 m/h (multipliée par deux par rapport aux conditions
standard) tout en garantissant une élimination totale des composés. Cela

permettrait le traitement de volumes d’air beaucoup plus importants,

- L’épaisseur de garnissage peut étre réduite de 40 a 20 cm sans limiter les

performances épuratoires.

Dans les conditions de fonctionnement testées (débit élevé et faibles concentrations
en TEX), un EBRT tres court, inférieur a 4 s, est compatible avec une dégradation

biologique des ces composés.

4.3. Etude de la communauté bactérienne totale

4.3.1. Influence des bactéries indigénes dans la dégradation des composés

L’inoculation du garnissage des biofiltres a partir de souches pures ou de consortia
microbiens sélectionnés pour leurs capacités a dégrader les composés ciblés est une
pratique courante (Malhautier et al, 2005). Elle permet notamment d’accélérer la prise
d’efficacité et d’augmenter les performances des biofiltres (Prado et al., 2005 ; Klapkova
et al, 2006 ; Ho et al., 2008). Néanmoins, les microorganismes naturellement présents

dans les garnissages organiques peuvent posséder les capacités métaboliques
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nécessaires a la dégradation des polluants traités, leur développement étant alors
favorisé au cours de la période d’acclimatation (Malhautier et al., 2005 ; Kennes et al,
2009). Plusieurs études sur la biofiltration du toluéne ont montré que la microflore
indigene de compost est suffisante pour développer et atteindre des capacités
d’abattement de 60 a 95% (Delhoménie et al, 2001 et 2002a), notamment pour le

traitement de faibles concentrations (Ondarts et al., 2012).

Dans notre étude, le garnissage utilisé est composé essentiellement de fibres de coco
et de perlite. Les biofiltres n’ont pas été inoculés, au sens strict du terme. Les
microorganismes proviennent de la microflore indigéne du garnissage et/ou de la motte
de terreau et de la rhizosphere des plantes. Ils peuvent également étre apportés par
I'alimentation en air et par l'eau d’arrosage car elles n'ont pas été stérilisées avant

utilisation.

La période d’acclimatation observée dans les biofiltres végétalisés, d’environ 19 jours
en moyenne, est similaire a celle constatée par plusieurs auteurs lors du traitement des
mémes composés (concentrations supérieures a 200 mgm-3) par des biofiltres
ensemencés a partir de boues de STEP pré-acclimatées aux polluants a traiter (Aizpuru,
2001) ou non (Corsi et Seed, 1995). De plus, tous les genres bactériens dominants
retrouvés en fin d’expérimentation ont été détectés dans les échantillons de motte et/ou
de garnissage a To (figure I11.13). Ces résultats signifient que la microflore indigéne des
biofiltres végétalisés comporte des microorganismes capables de dégrader les TEX et de
s’acclimater rapidement aux conditions opératoires testées. Compte tenu des
performances épuratoires atteintes, ces derniers permettent I’élimination complete des

TEX.

4.3.2. Influence des conditions de fonctionnement sur la densité de la

communauté bactérienne totale

A To, la densité bactérienne mesurée dans la motte est trois fois supérieure a celle
retrouvée dans le garnissage (figure I11.7). Ce premier résultat n’est pas surprenant car
la motte contenait une plante et sa microflore rhizosphérique alors que le garnissage
(matériau organo-minéral peu biodégradable) présentait une faible teneur en eau et ne
contenait aucune source nutritive complémentaire qui aurait pu favoriser un

développement microbien. Le garnissage contient néanmoins 107 copies du gene rrs.g1
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de matériaux sec ce qui indique la présence d'une microflore indigene a une

concentration non négligeable.
Evolution temporelle de la densité de la communauté bactérienne totale

Apres 50 jours de fonctionnement, aucune modification statistiquement significative
de la densité bactérienne au niveau de la motte n’a été constatée (figures II1.7 et I11.8). La
totalité des TEX étant éliminée dans les parties basses des biofiltres, ce résultat suppose
que les ressources nutritives contenues dans la motte ont été suffisantes pour maintenir

la biomasse initiale durant 50 jours.

Au niveau du garnissage, une augmentation de la densité bactérienne est observée
entre To et la fin de 'expérimentation ou 108 copies du gene rrs.g-! ont été recensées. Ce
résultat est nettement plus faible que la densité bactérienne mesurée par qPCR ciblant le
méme gene, comprise en 1011 et 1013 copies d’ADNr 16S g1, dans un biofiltre garni de
compost traitant des TEX (Prenafeta-Boldu et al, 2012). Cet écart peut s’expliquer, d'une
part, par la densité bactérienne initiale du matériau support (de 'ordre de 1012 copies
d’ADNr 16S g1 dans I'étude précédemment citée) et, d’autre part, par les concentrations
en TEX utilisées dans notre étude, 500 a 5000 fois plus faibles que celles appliquées par
Prenafeta-Boldu et al. Une disponibilité en substrat plus réduite peut effectivement
limiter la croissance bactérienne. Dans le cas du traitement de tres faibles
concentrations en toluene, Ondarts et al. (2012) ont constaté une forte diminution de la
densité bactérienne dans les biofiltres. Ils ont suggéré que l'apport trés limité de
polluants n’était pas suffisant pour maintenir la densité bactérienne initiale.
L’augmentation de la densité bactérienne observée dans nos biofiltres montre qu’'une
concentration de 600 pg.m3 de TEX permet non seulement le maintien, mais également

la croissance des bactéries.

Stratification de la densité de la communauté bactérienne totale apres

fonctionnement

Une stratification de la densité bactérienne est observée dans le garnissage en fin

d’expérimentation et deux zones peuvent étre distinguées :

- a proximité de la motte : la densité bactérienne du garnissage est équivalente a

celle de la motte, multipliée par 3 en moyenne par rapport au To.
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- a proximité de I'entrée de l'effluent gazeux : la densité bactérienne est multipliée
par 4 dans les biofiltres de 40 cm de hauteur et par 6 dans les biofiltres de 20 cm

de hauteur de garnissage.

L’augmentation de la densité de la communauté bactérienne totale est donc
particulierement visible dans les zones actives pour la dégradation des TEX. La
corrélation linéaire entre I'efficacité d’élimination et la densité bactérienne confirme que
le nombre de bactéries est significativement supérieur dans les zones ou la dégradation
des TEX est la plus forte (figure I11.9). Le méme résultat a fréquemment été observé dans
les bioréacteurs, ou la stratification de la densité bactérienne respecte généralement le
gradient de concentration des composés a dégrader, des lors que celle-ci n’est pas
toxique pour les microorganismes (Cabrol et al, 2011). Ondarts et al. (2012) ont
également observé une densité bactérienne plus élevée dans les zones actives des
biofiltres lors du traitement de tres faibles concentrations en toluene. Ces résultats
indiquent que la disponibilité en substrat (TEX) favorise probablement le
développement des microorganismes capables de les métaboliser. Dans notre étude, les
conditions opératoires et la disponibilité en TEX ont donc une réelle incidence sur la

densité de la microflore des biofiltres végétalisés.

En revanche, la concentration en TEX appliquée étant identique pour les deux types
de réacteurs, il est difficile d’expliquer pourquoi la densité bactérienne est
significativement plus élevée dans la zone active pour la dégradation des TEX des
biofiltres de 20 cm par rapport a celles des biofiltres de 40 cm de hauteur. La proximité
de la motte de terreau et la présence des racines de la plante (plus développées a
proximité de la motte), créent peut étre des conditions environnementales particulieres,
notamment en termes d’abondance et/ou de disponibilité d’éléments nutritifs

complémentaires, favorisant la croissance de la biomasse dans cette zone.

Ce phénomeéne permet également d’expliquer l'augmentation de la densité
bactérienne observée dans les zones de garnissage inactives pour la dégradation des
TEX. La totalité des polluants ayant été dégradée dans les parties basses, les éléments
nutritifs nécessaires a la croissance bactérienne dans ces zones proviennent
probablement de la motte de terreau et de la plante via I'exsudation racinaire (Macek et

al,, 2000).
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4.3.3. Influence des conditions de fonctionnement sur la diversité de la

communauté bactérienne totale

Dans les bioprocédés de traitement d’air, la diversité et la structure de la
communauté bactérienne sont généralement étudiées par des techniques moléculaires
dites de « fingerprint » comme la SSCP (Single Conformation Polymorphism) (Junca et
al, 2003 ; Khammar et al., 2005) ou la DGGE (Denaturing Gradient Gel Electrophorese)
(Chung, 2007; Cabrol et al., 2010 ; Okunishi et al., 2012 ; Sun et al.,, 2012) basée sur
I'amplification PCR de 'ADNr 16S ou par des méthodes de clonage-séquencage de
I’ADNr 16S. Ces méthodes moléculaires permettent d’approcher la diversité de la
microflore en éliminant les biais liés a la culture des microorganismes (Cabrol et al.,
2010). Cependant, elles ne permettent d’étudier que la flore dominante de la
communauté ce qui conduit a une sous estimation de la diversité réelle. L'utilisation des
nouvelles techniques de séquencage haut débit (NGS : Next Generation Sequencing), ou
pyroséquencage permettent d’accéder a un trés grand nombre de séquences et de
couvrir plus largement la diversité bactérienne réelle (Sogin et al., 2006). Ces techniques
conservent tout de méme les biais, liés a I'extraction d’ADN et I'amplification PCR
(Roesch et al., 2007 ; Zinger et al, 2012). Il faut également prendre en compte les
erreurs de séquencage qui, sur le nombre important de séquences obtenues, peuvent
devenir tres significatives (Kunin et al., 2010). C’est pourquoi, des précautions doivent
étre prises lors de l'analyse bioinformatique des données recueillies (Schloss et al,

2011).

L’utilisation des NGS est de plus en plus courante pour I'étude des communautés
microbiennes d’échantillons environnementaux de sols (Roesch et al., 2007 ; Vogel et al.,
2009 ; Will et al., 2010), dont les sols contaminés par des HAP (Singleton et al., 2011).
Par contre, le recours a ces techniques pour I'étude des communautés bactériennes de
bioprocédés de traitement d’air est encore rare, une seule étude concernant le
traitement de I'H2S par un filtre percolateur a été recensée (Li et al, 2011). A notre
connaissance, le pyroséquencage n’a jamais été utilisé pour 'analyse de la diversité des

communautés bactériennes dans les biofiltres.

Dans notre étude, 'analyse et la comparaison de la diversité bactérienne des
échantillons provenant de la motte des plantes et du garnissage des biofiltres, avant et
apres fonctionnement, ont été réalisées par pyroséquencage 454 de I’ADNr 16S. Le
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nombre totale de séquences analysées (727 séquences analysées par échantillon, soit 17
448 séquences au total) est modeste en comparaison de celui utilisé dans d’autres
études, compris le plus souvent entre un millier et plusieurs dizaines de milliers de
séquences (Roesch et al,, 2007 ; Will et al,, 2010 ; Singleton et al., 2011). Néanmoins, il
reste conséquent au regard de ceux utilisés jusqu'a présent pour les analyses de
diversité realisées par la technique de clonage-séquencage dans les bioprocédés, de
I'ordre de 100 a 200 clones (Sakano et Kerkhof, 1998 ; Bramucci et al., 2003 ; Kabelitz et
al.,, 2009 ; Kristiansen et al., 2011). Il permet de répondre a notre objectif qui est d’avoir
une vision d’ensemble des taxons majoritaires constituant la diversité bactérienne dans

les biofiltres végétalisés.

La tres grande majorité des especes bactériennes n’ayant pas été caractérisée
taxonomiquement, I'analyse de la diversité est donc basée sur les OTU. Ces unités sont
construites par regroupement des séquences similaires apres comparaison par
alignement, selon un degré défini de similarité, ce qui permet de délimiter des groupes
taxonomiques monophylétiques. Le choix du seuil de similarité a été réalisé a partir des
courbes de raréfactions basées sur l'indice de richesse estimée (Schao1) (figure 111.10).
Une augmentation du seuil de similarité conduit a une surestimation de la richesse car
elle tient compte des phylotypes rares, dont la présence peut étre amplifiée par les
erreurs de séquencage (Liu et al, 2007). Un compromis permettant de conserver une
profondeur d’échantillonnage maximale tout en minimisant la surestimation est
nécessaire. Kunin et al. (2010) ont déterminé qu’un seuil < 97% permet d’éviter cette
surestimation pour des études visant un niveau taxonomique tres fin (niveau espece).
Dans notre cas, un seuil de similarité de 90%, correspondant au niveau taxonomique du
genre, semble suffisant pour étre en mesure d’observer des différences de structures
entre les échantillons. Il permet d’obtenir un taux de recouvrement de 83% conférant
une vision relativement large de la diversité. De plus, les courbes de la figure II11.10
montrent que la richesse estimée est proche de I'asymptote au seuil de 90% similarité.
Ce seuil de 90% de similarité a donc été choisi pour les analyses de richesse et de

diversité de la communauté bactérienne totale des biofiltres végétalisés.

Les résultats de I'étude quantitative de la communauté bactérienne totale ont été
analysés d'un point de vue temporel en comparant la diversité observée a To a celle

relevée en fin d’expérimentation. Ils ont également été examinés d’'un point de vue
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spatial afin de déterminer si la diversité de la microflore présentait une stratification

longitudinale dans les biofiltres apres fonctionnement.

La diversité des différents échantillons a été analysée en termes de richesse
spécifique, exprimée ici en nombre d’'OTU, ainsi qu’en tenant compte de I'abondance
relative des OTU avec le calcul de l'indice de Shannon. Le choix de cet indice est
pertinent car il permet de ne pas sous-estimer les especes (OTU) faiblement
représentées. Ce point est particulierement important dans notre étude puisqu’environ
30% des OTU présentent une fréquence inférieure a 5 OTU sur les 24 échantillons. Cela
signifie qu'une proportion élevée de phylotypes rares a été détectée malgré le seuil de
similarité choisi (relativement bas). Les faibles concentrations en TEX utilisées,

impliquant une pression de sélection limitée, peuvent expliquer ce phénomene.
Evolution temporelle de la diversité de la communauté bactérienne totale

Les résultats de I'analyse qualitative de la communauté bactérienne totale a To ont
révélé que la motte contenait une microflore plus riche et diversifiée que le garnissage
(figure I11.11). Cette différence, moins marquée que pour la densité bactérienne, peut
également étre expliquée par la disponibilité et la variété des ressources nutritives dans

ces deux types de matériaux.

Apres 50 jours de fonctionnement, dans la motte, aucune modification de la richesse
et de la diversité n’a été observée (figures I11.11 et 111.12). Ce résultat suppose que les
conditions de ressources nutritives ont peu varié dans cette zone au cours de
I'expérimentation permettant ainsi le maintien du niveau de diversité initial.

Au niveau du garnissage, une augmentation globale d’environ 20 a 25% de la richesse
a été mise en évidence. L'indice de Shannon est également plus élevé d’environ 7%.
L’augmentation des ressources carbonées, liée au passage de l'air pollué, ainsi que
I'apports d’engrais et I'irrigation, favorisant la diffusion et la disponibilité des ressources

nutritives, peuvent étre a I'origine de ce résultat (Cabrol et al., 2011).
Stratification de la diversité de la communauté bactérienne totale

L’analyse statistique globale a révélé une importante variabilit¢é au niveau des
échantillons ce qui rend difficile la mise en évidence de différences significatives, en
termes de richesse et de structure, entre chaque section de colonne des biofiltres.
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Toutefois, elle a permis de distinguer deux zones de garnissage (figure I11.16) ; I'une
regroupant des échantillons provenant des hauteurs ou la dégradation des TEX est
observée (= zone active) et l'autre regroupant les échantillons des hauteurs ou la
dégradation des TEX n’a pas été mise en évidence car la totalité des composés est
dégradée en amont (= zone inactive). De plus, les zones actives pour la dégradation des
TEX présentent une richesse observée et une diversité (indice de Shannon)
significativement plus faible que les zones inactives. Une stratification de la diversité a
déja été observée au sein de biofiltre lors du traitement de COV (Khammar et al., 2005 ;
Cabrol et al, 2012). Cette stratification est généralement liée a la biodégradabilité et a la
disponibilité des composés et deux cas peuvent étre distingués. Lorsque les composés
sont facilement biodégradables, I'augmentation de leur disponibilité s’accompagne
d’'une augmentation de la diversité bactérienne (Cabrol et al,, 2010). Par contre, dans le
cas des composés toxiques, ou plus récalcitrants a la dégradation, la diversité
bactérienne observée est plus faible (Bayle et al., 2009), ce qui peut s’expliquer par le
développement d’'une microflore spécifique des composés a dégrader. Dans notre étude,
la concentration des composés ne peut pas étre considérée comme toxique pour les
microorganismes. En revanche, la faible disponibilit¢ des TEX peut entrainer une
sélection des bactéries capables de développer une affinité élevée pour ces composés.

Par ailleurs, dans les biofiltres de 40 cm, la diversité (en termes de richesse et
d’abondance relative) tend a augmenter davantage en s’éloignant de l'entrée du gaz
(figures I11.11 et I11.12). La proximité de la motte et des racines des plantes pourrait
jouer un réle trophique favorisant le développement d’'une microflore plus riche et
diversifiée. Cependant, ce phénomeéne n’est pas observé dans les biofiltres de 20 cm de
hauteur, ce qui indique que le passage de l'air et la concentration en TEX disponible ont
un impact plus important que la motte et/ou la plante et limitent la diversité de la

communauté bactérienne se développant dans le garnissage.

Approche taxonomique

La diversité de la communauté bactérienne totale des biofiltres végétalisés a
également été étudiée selon I'approche taxonomique (figure I11.13). Cette approche n’a
pas permis de mettre en évidence des variations statistiquement significatives entre les

communautés initiale et finale, ni en fonction de la hauteur des biofiltres. Par contre, elle
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a permis de recenser les bactéries capables de se développer au sein des biofiltres
végétalisés.

Une importante diversité de phylums bactériens a été observée puisque 24 phylums
ont été détectés. Parmi eux, 4 phylums dominent largement; les Proteobacteria, les
Actinobacteria, les Acidobacteria et les Bacteroidetes. Les Proteobacteria sont les plus
représentées et notamment la classe des Alphaproteobacteria, suivie par les
Betaproteobacteria, les Gammaproteobacteria et les Deltaproteobacteria. Ces 4 phylums,
ainsi que les Gemmatimonadetes, les Firmicutes et les TM7, détectés a des abondances
relatives supérieures a 1% dans nos biofiltres, sont fréquemment retrouvés dans les
environnements contaminés par des BTEX ou des HAP, tels que les sols (Hendrickx et al.,
2006 ; Kim et Jeon, 2009 ; Kabelitz et al., 2009 ; Singleton et al, 2011) ou les eaux
(Alfreider et Vogt, 2007 ; Chang et al., 2007). Dans une moindre mesure, les phylums
Chloroflexi, Fibrobacteres, Planctomycetes, Verrucomicrobia et Elusimicrobia ont
également été trouvés dans les biofiltres végétalisés.

Parmi les genres bactériens identifiés a des fréquences relatives supérieures ou
égales a 1%, une majorité d’entre eux est connue pour leur capacité a dégrader les BTEX.
Il s’agit des genres Sphingomonas et Xanthobacter pour les Alphaproteobacteria (Junca et
Pieper, 2003; Cao et al, 2009; Chikere et al, 2011), Burkholderia pour les
Betaproteobacteria (Hendrickx et al., 2006 ; Sipila et al., 2008 ; Parales et al., 2008),
Mycobacterium pour les Actinobacteria (Cavalca et al,, 2004 ; Chikere et al., 2011), GP1 et
GP3 pour les Acidobacteria (Sipila et al., 2008 ; Xie et al.,, 2011), ainsi que le groupe des
TM7 (Kabelitz et al., 2009 ; Luo et al., 2009 ; Xie et al., 2011).

Malgré I'absence de différence significative de la distribution de ces genres bactériens
dans les biofiltres que ce soit d’'un point de vue temporel ou spatial, le groupe des TM7
présente une évolution particuliéerement intéressante. Ce groupe bactérien est assez peu
connu, il serait relativement proche des Chloroflexi (Rappé et Giovannoni, 2003). Des
bactéries appartenant a ce groupe ont été retrouvées dans divers environnements
terrestres et aquatiques ainsi que dans la salive humaine (Hugenholtz et al., 2001). Elles
ont également été identifiées dans des boues activées (Hugenholtz et al, 2001 ; Bayle,
2005). Des études plus récentes ont mis en évidence les capacités des TM7 a dégrader le
toluene (Luo et al, 2009) et le benzéne (Xie et al., 2011) dans les sols. Dans les biofiltres

végétalisés, 'abondance relative tres faible des TM7 dans le garnissage (0,2%) a To a été
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CHAPITRE III

multipliée par 10 en moyenne apres 50 jours de fonctionnement. La répartition
longitudinale de ce groupe montre que cette augmentation est plus élevée en partie
basse des biofiltres, a proximité de I'entrée du gaz (figure II1.15). Il y a donc un
enrichissement des TM7 dans les zones actives des biofiltres, sans doute lié a la présence
des TEX. Cette hypothese est appuyée par les différences constatées entre les réacteurs
D et C. En effet, leur fréquence est plus élevée dans les réacteurs D, notamment dans la
zone active pour la dégradation des TEX ou la quantité de polluants dégradée est
largement supérieure. Les TM7 sont donc probablement des acteurs importants de la

dégradation des TEX dans les biofiltres végétalisés.
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5. Conclusion

Ce chapitre a permis de démontrer les potentialités du biofiltre végétalisé pour
traiter des concentrations de TEX représentatives de celles rencontrées dans les PSC
avec un EBRT inférieur a 4 s. Cette étude est la premiere a montrer la possibilité de
traiter les TEX a tres faibles concentrations par biofiltration, avec un EBRT aussi court. Il
est donc possible a la fois d’augmenter les volumes d’air traités par les biofiltres
végétalisés et de réduire I'épaisseur de garnissage.

De plus, un taux d’élimination supérieur a 98% a été observé en seulement 10 cm de
hauteur de garnissage, suggérant que les limites du systéme n’ont pas été atteintes. En
diminuant davantage 'EBRT, le maintien des performances épuratoires pourrait étre
observé. Il serait donc intéressant d’évaluer les possibilités d’augmenter davantage les
volumes d’air traités par les biofiltres végétalisés et/ou de réduire encore |'épaisseur de

garnissage.

La caractérisation de la microflore a permis de mettre en évidence que les bactéries
indigénes des biofiltres sont capables de s’acclimater rapidement aux conditions
fonctionnement et d’assimiler les TEX comme sources de carbone et d’énergie.

Une augmentation de la densité bactérienne a été constatée, notamment dans les
zones actives pour la dégradation des BTEX, ce qui indique que les concentrations
utilisées favorisent la croissance de la biomasse. La présence de la motte et de la plante
contribue probablement a la croissance bactérienne dans les zones inactives mais
également dans les zones actives lorsqu’elles sont situées a proximité.

Une augmentation de la richesse et de la diversité de la communauté bactérienne
totale a également été constatée apres 50 jours de fonctionnement, particulierement
dans les zones inactives. Cela suggere que la dégradation des TEX a faibles
concentrations nécessite I'intervention de bactéries présentant une forte affinité pour
ces composés. Le groupe des TM7 a été proposé comme un des acteurs possibles de
cette dégradation. Ces résultats indiquent également que les conditions opératoires des
biofiltres végétalisés induisent vraisemblablement des modifications profondes sur des

genres faiblement représentés.
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CHAPITRE IV. FONCTIONNEMENT DU BIOFILTRE
VEGETALISE EN CONDITIONS REELLES : ETUDE DU MUR

VEGETALISE BIOFILTRANT DU CELP
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1. Introduction

Dans les chapitres précédents, I'amélioration de la compréhension du
fonctionnement du biofiltre végétalisé a été basée sur la mise en ceuvre d'une unité
pilote de laboratoire. Cette approche a permis de déterminer les performances
épuratoires de ce systeme dans des conditions maitrisées mais néanmoins réalistes au

regard des concentrations en polluants retrouvées dans les PSC.

Si les performances atteintes au laboratoire laissent supposer que le biofiltre
végétalisé est un dispositif efficace pour le traitement de 'air issu de PSC avant son rejet
dans l'atmosphere, 1'évaluation in situ de ce procédé innovant est indispensable pour

valider ces résultats.

En conditions réelles de fonctionnement, de nombreux parametres peuvent
influencer les performances épuratoires. Un biofiltre sur site est soumis aux fluctuations
des conditions climatiques, particulierement la température qui peut avoir un impact a
la fois sur la solubilité des polluants (Kraakman et al, 2011) et sur l'activité des
communautés microbiennes se développant au sein du garnissage (Darlington et al.,
2001 ; Delhoménie et Heitz, 2005).

L’air pollué des PSC est composé d’'un mélange de polluants bien plus complexe que
I'effluent gazeux synthétique généré au laboratoire (Chapitre I, page 43). Des différences
importantes de performances épuratoires sont généralement observées lors du
traitement de mélange de composés (Corsi et Seed, 1995 ; Lee et Cho, 2009 ; Chan et Lai,
2010). Elles sont essentiellement liées aux interactions positives ou négatives entre les
composés et les microorganismes, tels que le cométabolisme ou les phénomenes
d’inhibitions, qui peuvent entrainer la dégradation préférentielle de certains composés
(Chapitre I, page 66). Elles sont également liées a la présence et a l'activité de
microorganismes aux capacités épuratoires diverses.

La présence d'un couvert végétal plus ou moins dense et diversifié peut également
influencer la densité, la composition et I'activité des communautés microbiennes dans

les sols, notamment via les exsudations racinaires (Patra et al., 2006 ; Lamb et al., 2011).

Ce dernier chapitre repose sur I'étude d’'un mur végétalisé biofiltrant installé depuis
2007 sur le site expérimental du CELP. Ce travail constitue la premiére étude consacrée

au fonctionnement du biofiltre végétalisé en conditions réelles.
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Dans un premier temps, le mur végétalisé a fait I'objet d’'un suivi microbiologique
avant la mise en route du systeme d’alimentation en air afin de déterminer dans quelle
mesure le couvert végétal et les variations saisonnieres sont susceptibles de modifier
I'activité des microorganismes se développant au sein du garnissage. L’étude
fonctionnelle de la communauté microbienne hétérotrophe totale et de la communauté
dénitrifiante a été réalisée par des mesures d’activités potentielles de respiration et de
dénitrification. La capacité a dégrader les NOx parmi les microorganismes présents a
également été recherchée par I'étude quantitative de la communauté dénitrifiante,
réalisée par PCR en temps réel (qPCR) en ciblant deux geénes spécifiques de la

dénitrification : nirK et nosZ.

Dans un second temps, environ un an apres la mise en fonctionnement du systeme
d’alimentation en air pollué provenant du parking du CELP, des analyses quantitatives
(BTEX) et qualitatives (COV totaux) de l'air ont été réalisées dans le parking et en sortie
du biofiltre. Cette démarche visait a connaitre la composition des émissions gazeuses
dans le parking du CELP et a évaluer les performances épuratoires du biofiltre

végétalisé.
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2. Matériels et méthodes

2.1. Dispositif expérimental in situ

2.1.1. Principe du mur végétalisé biofiltrant

Le mur végétalisé biofiltrant a été congu et développé par I'entreprise Canevaflor®.
I fait 'objet de plusieurs brevets aux niveaux national et international. La vocation
premiere de ce dispositif est d’étre esthétique et décoratif. II permet de créer de
nouveaux espaces végétalisés en centre ville et ainsi d’'augmenter la biodiversité et la
qualité de vie des citadins. Dans le but d’améliorer la qualité de I’air urbain, I'utilisation

de ce mur végétalisé en tant que biofiltre a été envisagée.

Sa structure autoportante est constituée de gabions électro soudés en acier
galvanisé superposables qui forment, une fois assemblés, un mur continu (figure 1V.1).
L’ensemble est recouvert d’une toile imputrescible assurant la retenue du garnissage du
mur. Un réseau d’irrigation est installé au cceur du mur, il est piloté par une armoire
contenant un programmateur et une série d’électrovannes permettant d’ajuster
l'irrigation et la fertilisation des différentes zones du mur. Le mur est rempli d'un
garnissage spécifique (Canevaflor®, Tarare, France), principalement composé de fibre de
coco et de perlite, contenant un engrais retard (Chapitre II, partie 2, page 112). Ce

garnissage sert de support de plantation.

Structure autoportante en Habillage d'une toile Structure
acier galvanisé avec treillis imputrescible végétalisée
pour végétalisation extensive

NN R R R AR R TN

W T, W W W T Y W T W TR L
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AAAARNERE AR SE SN ARNRNRRN

Figure IV.1. Structure d’'un mur végétalisé Canevaflor® combinant végétalisation intensive et
extensive (grille latérale pour le développement de végétaux grimpants) (Source : Canevaflor®).
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CHAPITRE IV

Une large palette végétale peut-étre utilisée en fonction de |'emplacement
géographique et de l'orientation du mur. Il s’agit principalement des plantes vivaces
choisies pour leur rusticité et leur esthétique et non en raison de leurs capacités
éventuelles d’épuration de l'air. Elles sont associées en mélange de facon a créer des

jeux de volumes et de couleurs (figure IV.2).
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Figure 1V.2. Plan de plantation initial des 12 colonnes du mur végétalisé biofiltrant du CELP
(Source : Canevaflor®).

Le systeme d’acheminement de l'air a traiter est situé sur la face arriere du mur
(face non végétalisée), contre le mur d’origine, et force le passage de 'air dans le sens
horizontal a travers le mur végétal (figure IV.3). Ce procédé est considéré comme
expérimental dans la mesure ou les performances épuratoires n‘ont jamais été

quantifiées dans de telles conditions de fonctionnement.

Plenum Garnissage Plantes
Air
vicié
—_ Air filtré

Figure 1V.3. Schéma de principe du fonctionnement du mur végétalisé biofiltrant.

2.1.2. Caractéristiques du site du Centre d’Echanges de Lyon Perrache (CELP)

Le parking du CELP comporte 3 niveaux disposés en superstructure et compte 890
places de stationnements. Il ne possede pas de systeme mécanique d’extraction d’air
puisqu’il comporte de larges ouvertures sur les facades est et ouest, considérées comme

suffisantes pour garantir le renouvellement de I'air a I'intérieur du parking. Les locaux
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CHAPITRE IV

techniques de I'exploitant (EIFIA) ne sont pas situés dans le parking mais dans le CELP,

au niveau de la gare routiere.

Le mur végétalisé Canevaflor® du CELP a été installé début décembre 2007 sur la
commande du Grand Lyon. Il est situé sur la facade du pilier sud-ouest du CELP (figure

[V.3). Ce pilier cylindrique creux est une des rampes d’acces au parking du CELP.

Le mur se présente en 12 colonnes individualisées réparties de maniere égale sur la
facade du pilier. Chaque colonne mesure 12 m de haut, 1 m de large et 40 cm d’épaisseur
(figure 1V.4). Elles portent, de part et d’autre, des grilles de 50 cm de large sur toute leur
hauteur, permettant un développement de végétaux grimpant. La surface du mur est de

230 m2. Avec 144 m? de grille latérale, la surface totale végétalisée est de 374 m?2.
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Figure IV.4. Photographies du mur végétalisé biofiltrant du CELP a la plantation en décembre
2007 (A) et aprés reprise des végétaux en mai 2008 (B) (Source : Canevaflor®).

Vingt six especes différentes sont implantées dans le mur, 8 especes de plantes
grimpantes sur les cotés des colonnes et 18 especes vivaces sur la face des colonnes.
Selon les colonnes, ces végétaux sont disposés en mélange ou en blocs mono-spécifiques.
Le plan de plantation établi lors de la conception du mur végétalisé (figure IV.2) a évolué

par la suite en fonction du développement des plantes et des entretiens.

Sur les 12 colonnes, 3 sont équipées du systéme de biofiltration et peuvent étre

alimentées par I'air provenant du parking (figure IV.5).
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Alimentation des 3
colonnes

.E ventilateu
.! humidificateur/
g \T\ =5

Plan masse biofiltrantes

Figure IV.5. Plan de masse du cylindre du CELP équipé du mur végétalisé biofiltrant (Source :
Canevaflor®).

Le systéme de biofiltration est composé d’un ventilateur positionné sur le toit du
cylindre (figure IV.5). Le prélevement de I'air a I'intérieur du parking est réalisé grace a
une canalisation dont I'entrée se situe dans la rampe d’acces au parking ce qui permet de
collecter les gaz d’échappement des véhicules en phase d’accélération. Puis l'air extrait
est humidifié de maniére a garantir un taux d’humidité supérieur a 90%. L’air vicié
humide est ensuite acheminé par des canalisations jusqu’aux plénums situés en face
arriere du mur végétal et passe horizontalement a travers le garnissage a une vitesse de

100 m.h-1 (figure IV.3).
2.2. Parametres opératoires mesureés

2.2.1. Analyses de I'air

Les analyses de I'air du parking du CELP et en sortie du mur végétalisé biofiltrant ont
été réalisées entre le 17 et le 20 avril 2012. Au niveau du parking, les prélévements d’air
ont été réalisés dans la rampe d’acces, prés de la bouche d’aspiration du systeme
d’alimentation du biofiltre. Au niveau du mur végétalisé, deux types de prélévements ont
été effectués:

- en sortie des colonnes biofiltrantes (sortie biofiltre),
- sur des colonnes non alimentées en air pollué de fagon a mesurer les éventuelles

émissions des plantes.
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Pour ces prélevements, un cone de mesure de débit d’air (cone K120, Kimo, France) a
été utilisé afin de s’affranchir de 'atmosphere extérieure (figure IV.6). Ce cone était fixé
directement sur la grille du mur végétalisé au minimum une heure avant de prélever
I'air pour les analyses quantitatives et qualitatives. Il a également été utilisé pour

mesurer la vitesse de I'air et 'hygrométrie en sortie du biofiltre.

Figure IV.6. Photographie du cone de prélevement positionné sur le mur végétalisé.

Analyses quantitatives des BTEX

Les concentrations en BTEX ont été mesurées comme décrit dans le Chapitre II
(partie 1, page 98). Ces mesures, ne pouvant pas étre réalisées simultanément aux
différents niveaux de prélévement, ont été effectuées en alternance entre l'intérieur du
parking et la sortie du mur biofiltrant. Elles ont été systématiquement répétées trois fois

de maniére a vérifier la reproductibilité des résultats obtenus.

Analyses qualitatives des COV

Les prélevements d’air pour les analyses qualitatives des COV ont été réalisés dans
des tubes adsorbants (Airtoxic, IRCE Lyon, France) fournis par I'[RCE Lyon. Ces tubes,
remplis de trois couches d’adsorbants, permettent de piéger une large gamme de COV.
L’analyse des composés piégés a été effectuée par I'[RCE Lyon selon la chaine analytique
suivante : thermodésorption/chromatographie en phase gazeuse (GC)/spectrométrie de
masse (MS), le gaz vecteur étant ’hélium (He). La thermodésorption est divisée en deux
étapes apres une purge de 2 min a température ambiante :

- une désorption primaire : 5 min a 280°C, débit He de 35 mL.min"!

- une désorption secondaire : 3 min a 300°C, débit He de 15 mL.min1.
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La séparation des composés est réalisée en GC (colonne DB-VRX; 60 m; diametre
interne 250 pum ; épaisseur de film 1,4 pm). L’'identification des composés est ensuite
réalisée en MS (mode d’ionisation : impact électronique ; plage de masse: 19 - 300
u.m.a). Les résultats sont qualitatifs (présence/absence) et semi-quantitatifs (calcul de

I'abondance relative des composés piégés).

Pour ces analyses un des tubes Airtoxic n’a pas été utilisé pour les prélevements et
constitue un « témoin blanc » permettant d’évaluer le nombre de composés susceptibles

de constituer un bruit de fond dans les échantillons.

2.2.2. Température

La température ambiante a été mesurée durant la semaine de prélevement comme
décrit précédemment (Chapitre 1, partie 2, page 114). Elle était en moyenne de 10°C eta

varié entre 5°C et 15°C.

2.2.3. Vitesse de I'air

La vitesse de l'air a été mesurée a I'aide d’'un anémometre a fil chaud (VT100, Kimo,
France). Elle est en moyenne de 102 + 7 m.h'! en entrée de plénum et se maintient a
cette vitesse en sortie du biofiltre. Ceci permet d’affirmer que l'air traverse bien le

garnissage.

2.2.4. Taux d’humidité de I'air

Le taux d’humidité de I'air alimentant le mur végétalisé biofiltrant a été mesuré a
I'aide d’'un thermo-hygrometre électronique (HD100, Kimo, France). Il est en moyenne

de 93% ce qui permet de valider le fonctionnement du systeme d’humidification d’air.

2.2.4. Taux d’humidité du garnissage

Le taux d’humidité du garnissage a été mesuré pour tous les échantillons prélevés

comme cela est décrit dans le Chapitre II (partie 1, page 98).
2.3. Analyses microbiologiques
2.3.1. Campagnes et stratégie d’échantillonnage

Campagnes d’échantillonnage
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Trois campagnes d’échantillonnage ont été réalisées avant la mise en route du

biofiltre végétalisé (tableau IV.1).

[')a‘tes de Plantes échantillonnées Mesures d’activités Génes quantifiés Oble,c,hf de I.a campagne
prélévement d’échantillonnage

Influence de l'espece
végétale sur le
fonctionnement des
communautés microbiennes

Stipa tenuifolia, Convolvulus
Printemps 2008 = sabatius, Hypericum calycinum, SIR et DEA aucun
Heuchera sp. et Stachys lanata

Printemps 2009 Convohfufus sa:)at?us et SIR et DEA nirk et nosZ Influence de la saison sur
Hypericum colycinum les communautés
. Convolvulus sabatius et . microbiennes
Hiver 2010 AR e SIR et DEA nirk et nosZ (densité et fonction)

Tableau 1V.1. Résumé des différentes campagnes d’échantillonnage réalisées pour les analyses
microbiologiques du mur végétalisé du CELP avant la mise en route de la biofiltration.

La premiere campagne d’échantillonnage a eu lieu au printemps 2008. Elle avait pour
objectif d’étudier l'influence de I'espece végétale sur le fonctionnement des
communautés microbiennes se développant dans le garnissage. L’échantillonnage a
porté sur cinq especes végétales: Stipa tenuifolia, Convolvulus sabatius, Hypericum
calycinum, 2 especes d’Heuchera (considéré ici comme Heuchera sp.), et Stachys lanata
(tableau IV.1). Le choix de ces especes a été conditionné par I'état des plantes par
rapport a 'ensemble du mur et la présence de l'espéce dans le plus grand nombre de
colonnes. Elles étaient réparties sur 9 des 12 colonnes du mur végétalisé et positionnées

entre 1 et 9 m de hauteur de fagon équivalente d’'une colonne a 'autre.

Les deux campagnes suivantes avaient pour objectif d’étudier l'influence des
variations saisonniéres (printemps 2009 et hiver 2010) sur les communautés
microbiennes. Deux espéeces de plantes (choisies en fonction des résultats obtenus lors
de la premieére campagne de mesure du printemps 2008 et de 1'évolution du plan de
plantation) ont été échantillonnées. Elles étaient réparties sur 6 colonnes, entre 4 et 7 m

de hauteur.

Stratégie d’échantillonnage

Les échantillons de garnissage (environ 20 g) ont été prélevés aux pieds de chaque
espece de plante, a proximité de la rhizosphére mais en dehors de la motte. Ces
échantillons ont ensuite été stockés a 4°C quelques jours avant leur utilisation pour les

mesures d’activités, puis conservés a -20°C en vue des analyses moléculaires.
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2.3.2. Etude fonctionnelle des communautés microbiennes

Les analyses microbiologiques ont été réalisées a partir des échantillons prélevés lors
des trois campagnes d’échantillonnage. Les mesures d’activités potentielles de
respiration (SIR) et de dénitrification (DEA) ont été effectuées selon le protocole

précédemment décrit (Chapitre II, partie 1, page 98).

2.3.3. Etude quantitative de la communauté dénitrifiante par PCR

quantitative ciblant les genes nirK et nosZ

Extraction et dosage de 'ADN métagénomique

L’extraction et le dosage de I’ADN meétagénomique extrait des échantillons de

garnissage ont été réalisés comme précédemment (Chapitre III, page 143).

Genes ciblés : nirK et nosZ

Le gene nirK est I'un des deux genes codant la nitrite réductase responsable de la
réduction des nitrites (NO2") en oxyde nitrique (NO) (Chapitre I, page 85). A lui seul, il ne
permet donc pas de couvrir 'ensemble de la communauté dénitrifiante mais il est
spécifique aux bactéries dénitrifiantes ce qui en fait une cible de choix pour la

quantification de ces bactéries.

Le géne nosZ code I'oxyde nitreux réductase responsable de la réduction de 'oxyde
nitreux (N20) en diazote (N2) (Chapitre I, page 86). Toutes les bactéries dénitrifiantes ne
possedent pas ce géne mais il permet d’accéder aux bactéries capables de réaliser la
derniére étape de la dénitrification correspondant a la dégradation totale des NOx et

aboutissant a la formation du N».

Amorces utilisées

Les couples d’amorces permettant 'amplification des génes ciblés sont présentés

dans le tableau IV.2.
Nom des amorces Séquences Taille:t::;:'gument Références

Tableau IV.2. Séquences des amorces utilisées pour la qPCR ciblant les génes nirK et nosZ.
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qPCR ciblant les génes nirK et nosZ

Les qPCR ciblant les génes nirK et nosZ ont été réalisées au moyen du kit « QuantiTech
SYBR® Green PCR » (QUIAGEN, France). Les mélanges réactionnels utilisés pour les deux

genes sont présentés dans le tableau IV.3.

Géne ciblé nirk nosZ
Master Mix SYBR Green (2X) 10 pL 12,5 uL
Amorces 1 uM de chaque 1 puM de chaque
(Qbiogen, France) 400 ng 100 ng
ADN métagénomique 5ng 5ng
Eau DNAse free qsp 20 pL qsp 25 puL
Volume final 20 pL 25 pL

Tableau IV.3. Conditions réactionnelles des qPCR sur les genes nirK et nosZ.

Le thermocycler utilisé est un LightCycler® LC480 (Roche Applied Science, USA). Les

programmes d’amplification sont présentés dans le tableau 1V 4.

Une gamme standard de 107 a 102 copies de chaque géne par tube a été réalisée. Pour
le gene nirK, elle a été réalisée a partir d’'un clone purifié portant un plasmide contenant
un fragment de 164 pb du géne nirK de Sinorhizobium meliloti 1021. Pour le géne nosZ,
elle a été réalisée a partir de 'ADN génomique de Pseudomonas aeruginosa PA14 extrait

al'aide du kit NucleoSpin Tissue (Macherey-Nagel, Allemagne).
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Geéne ciblé nirk nosZ

5 cycles

30sa63°C 30sa68°C

Hybridation Avec diminution de 1°C par cycle  Avec diminution de 1°C par cycle

50 cycles

Hybridation 30sab58°C 30sa63°C

20sa68°C 20sa60°C

Tableau IV.4. Programme d’amplification des qPCR sur les génes nirK et nosZ.

Tous les échantillons et points des gammes ont été dupliqués. Les résultats de
quantification des standards ont montré une efficacité supérieure a 90% et un taux

d’erreur inférieur a 2% pour tous les échantillons.

2.4. Analyses statistiques

Les analyses statistiques des données issues des mesures d’activités, de densité
bactérienne et de concentration en BTEX ont été effectuées a I'aide du logiciel R V.2.6.2.
La normalité et 'homoscédasticité n’étant pas vérifiées lors des tests de Shapiro-Wilk et
de Bartlett, les comparaisons des moyennes obtenues ont été réalisées par des analyses
de variance basées sur le test de Kruskal-Wallis (non paramétrique). Le seuil de rejet du

risque « (seuil de signification) a été fixé a 5%.
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3. Résultats

3.1. Etude de la microflore du mur végétalisé avant la mise en route de la

biofiltration

3.1.1. Influence de l'espéce végétale sur le fonctionnement des communautés

microbiennes

Activité potentielle de respiration : SIR

La figure IV.7 présente les activités potentielles de respiration (SIR) mesurées pour
les échantillons de garnissage prélevés sous les cinq espéces de plantes choisies. Cette
mesure permet d’évaluer la biomasse et I'état physiologique de la communauté
microbienne hétérotrophe totale. Les moyennes et écarts-types ont été calculés pour

chaque espéce.

18 -

Ll

Hypericum  Convolvulus Stipa Heuchera Stachys

SIR (ug Ceq CO..g'GS.h'Y)

o N B Oy 00

Figure 1V.7. Activité potentielle de respiration (SIR) exprimée en pug de carbone équivalent CO;
par g de garnissage sec et par heure (ug C eq CO..g1GS.h'1) en fonction de I'espece végétale
échantillonnée. Les valeurs correspondent a la moyenne obtenue pour chaque espece. Les
barres d’erreurs représentent les écarts-types (n = 27).

Pour chaque espece végétale, une variabilité importante des valeurs de SIR est
observée. Néanmoins, des différences statistiquement significatives de I'activité
potentielle de respiration sont détectées en fonction de 'espéce végétale présente. La
communauté microbienne hétérotrophe se développant a proximité des racines des
Stachys présente une SIR deux fois plus élevée que celle située sous les Hypericum et les
Heuchera (p < 10-8). Sous les Convolvulus la communauté microbienne hétérotrophe
montre également une SIR prés de deux fois supérieure a celle mesurée dans les

échantillons prélevés sous les Hypericum (p < 0,01). Ces résultats semblent montrer que
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la plante (espece végétale) peut moduler l'activité de la communauté microbienne
hétérotrophe. L’activité des microorganismes associés a ces différentes plantes peut

donc étre classée comme suit :

(Stachys 2 Convolvulus = Stipa) >> Heuchera = Hypericum

Activité potentielle de dénitrification : DEA

La figure IV.8 présente les activités potentielles de dénitrification (DEA) mesurées
pour les échantillons de garnissage prélevés sous les cinq especes de plantes choisies.
Cette mesure permet d’observer la présence éventuelle d'une communauté dénitrifiante
et donc d’évaluer le potentiel de dégradation des NOx par le biofiltre. Les moyennes et

écarts-types ont été calculés pour chaque espece.
3,0 1

2,5 1

2,0 7
15 1
1,0 1
05

0,0

DEA (ug N eq N ,0.gGS.h%)

Hypericum  Convolvulus Stipa Heuchera Stachys

Figure 1V.8. Activité potentielle de dénitrification (DEA) exprimée en pg d’azote équivalent N,O
par g de garnissage sec et par heure (ug N eq N20.g1GS.h-1) en fonction de I'espece végétale
échantillonnée. Les valeurs correspondent a la moyenne obtenue pour chaque espece. Les
barres d’erreurs représentent les écarts-types (n = 27).

Une importante variabilité est également observée pour chaque espece végétale.
Toutefois, des différences statistiquement significatives ont été mises en évidence en
fonction de l'espece végétale. L’activité potentielle de dénitrification est
significativement plus élevée a proximité des racines des Stachys et des Stipa que sous
les autres espéces (p < 0,01). Sous les Hypericum la DEA est significativement plus faible
que sous les Convolvulus et les Heuchera (p < 0,01). Comme pour la SIR, un classement
peut étre suggéré en considérant I'effet positif de la plante sur I'activité potentielle de la

communauté dénitrifiante :

Stipa = Stachys >> Convolvulus = Heuchera > Hypericum
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Relation entre les activités microbiennes

La figure IV.9 montre les ratios (exprimés en pourcentage) des valeurs de DEA sur les

valeurs de SIR en fonction de I'espece végétale échantillonnée.
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Figure IV.9. Ratios (%) de la DEA sur la SIR en fonction de I'espece végétale sous laquelle ont été
prélevés les échantillons. Les valeurs correspondent a la moyenne obtenue pour chaque espece.
Les barres d’erreurs représentent les écarts-types (n = 27).

Le ratio DEA/SIR est significativement plus faible a proximité des racines des Stachys
et des Convolvulus que sous les Stipa et les Heuchera (p < 0,03). La comparaison des
moyennes obtenues sur les échantillons prélevés sous les autres especes ne montre pas

de différences significatives.

3.1.2. Influence des variations saisonniéres sur le fonctionnement des

communautés microbiennes et la densité des dénitrifiants

3.1.2.1. Etude fonctionnelle des communautés microbiennes en fonction de la saison

Afin d’étudier l'impact des variations saisonnieres sur les communautés
microbiennes se développant dans le garnissage du mur végétalisé biofiltrant, les
activités potentielles de respiration (SIR) et de dénitrification (DEA) ont été mesurées
dans les échantillons prélevés a proximité des racines d’Hypericum calycinum et de

Convolvulus sabatius au printemps 2009 et durant I’hiver 2010.

Activité potentielle de respiration : SIR

La figure IV.10 présente les moyennes des activités potentielles de respiration (SIR)
mesurées dans les échantillons prélevés sous les deux especes de plantes en fonction de

la saison (printemps 2009 /hiver 2010).
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Figure 1V.10. Activité potentielle de respiration (SIR) moyenne exprimée en pug de carbone
équivalent CO; par g de garnissage sec et par heure (pg C eq CO2.g1GS.h-1) sous les deux espéces
végétales échantillonnées en fonction de la saison (barres foncées : printemps 2009 et barres
claires : hiver 2010). Les barres d’erreurs représentent les écarts-types (n = 18).

Aucune différence statistiquement significative n’a été détectée entre les deux
especes végétales échantillonnées. En revanche, la SIR est significativement plus élevée

(d’environ 60%) au printemps qu’en hiver (p < 10-5).

Activité potentielle de dénitrification : DEA

La figure IV.11 présente les activités potentielles de dénitrification (DEA) mesurées
sous les deux especes de plantes échantillonnées en fonction de la saison (printemps

2009/hiver 2010).
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Figure 1V.11. Activité potentielle de dénitrification (DEA) moyenne exprimée en pg d’azote
équivalent N»O par g de garnissage sec et par heure (ug N eq N20.g1GS.h-1) sous les deux espéces
végétales échantillonnées en fonction de la saison (barres foncées: printemps 2009 et barres
claires : hivers2010). Les barres d’erreurs représentent les écarts-types (n = 18).
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Aucune différence statistiquement significative n’a été détectée entre les deux
especes végétales échantillonnées. En revanche, comme cela a été observé pour la SIR, la
DEA varie de facon significative en fonction de la saison, elle est en moyenne 2,5 fois

plus élevée au printemps qu’en hiver (p < 10-3).

Relation entre les activités microbiennes

La figure IV.12 montre les ratios (exprimés en pourcentage) des valeurs de DEA sur
les valeurs de SIR pour les deux especes végétales échantillonnées et en fonction de la

saison.
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Figure IV.12. Ratios (%) de la DEA sur la SIR sous les deux espéces végétales échantillonnées en
fonction de la saison (barres foncées : printemps 2009 et barres claires : hiver 2010). Les barres
d’erreurs représentent les écarts-types (n = 18).

Les ratios ne sont pas statistiquement différents en fonction de I'espece végétale sous
laquelle ont été prélevés les échantillons, ni en fonction de la saison. Néanmoins, I'écart

entre les ratios printemps/hiver semble plus important sous les Convolvulus.

3.1.2.2. Densité de la communauté bactérienne dénitrifiante en fonction de la saison
La densité de la communauté bactérienne dénitrifiante a été mesurée par qPCR
ciblant les génes nirK et nosZ, codant respectivement la nitrite réductase et I'oxyde

nitreux réductase.

Densité des bactéries capables de dégrader le NO; : quantification du géne nirK

La figure IV.13 présente la densité des bactéries capables de réduire le NO2 en NO,

mesurée en quantifiant le géne nirK par qPCR. Les moyennes ont été calculées pour les
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échantillons prélevés sous chaque espéce de plante échantillonnée, en fonction de la

saison (printemps / hiver).

1,5E+07
1,2E407

9,0E+06

6,0E+06

nombre de copies nirK.g1GS

3,0E+06

0,0E+00

Hypericum Convolvulus

Figure 1V.13. Densité moyenne des bactéries capables de dégrader le NO, (nombre de copies
nirK.g-1GS) quantifiée par qPCR sur le géne nirK sous les deux especes végétales échantillonnées
en fonction de la saison (barres foncées: printemps 2009 et barres claires : hiver 2010). Les
barres d’erreurs représentent les écarts-types (n = 18).

Le nombre de copies du gene nirK par g de garnissage sec ne varie pas de facon
significative en fonction de la saison. La densité des bactéries capables de dégrader le

NO2 n’est donc pas différente entre le printemps et I'hiver.

En revanche, la densité des bactéries dénitrifiantes possédant le géne nirK est
significativement plus élevée a proximité des racines des Convolvulus que sous les

Hypericum quelle que soit la saison considérée (p = 0,03).

Densité des bactéries capables de dégrader le N:0 : quantification du gene nosZ

La figure 1V.14 présente la densité des bactéries capables de réduire le N2O en N,
mesurée par qPCR sur le gene nosZ. Les moyennes ont été calculées pour les échantillons
prélevés sous les deux especes végétales échantillonnées, en fonction de la saison

(printemps / hiver).
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Figure 1V.14. Densité moyenne des bactéries capables de dégrader le N2O (nombre de copies
nos.g-1GS) quantifiée par qPCR sur le géne nosZ sous les deux espéces végétales échantillonnées
en fonction de la saison (barres foncées : printemps 2009 et barres claires : hivers 2010). Les
barres d’erreurs représentent les écarts-types (n = 18).

Le nombre de copies du gene nosZ par g de garnissage sec ne varie pas de facon
significative en fonction de la saison. La densité des bactéries capables de dégrader le

N20 n’est donc pas différente entre le printemps et I'hiver.

Bien que les résultats semblent légerement plus élevés a proximité des racines des

Convolvulus que sous les Hypericum, cette différence n’est pas significative.

3.2. Fonctionnement du mur végétalisé biofiltrant du CELP

Les analyses de l'air ont été réalisées par des mesures qualitatives et semi-
quantitatives des COV (GC-MS) et par des mesures quantitatives des BTEX uniquement

(GC-FID).

3.2.1. Caractérisation de l'air a traiter

L’air a traiter a été caractérisé a partir des échantillons d’air prélevés dans la rampe

d’acces au parking (niveau 3).

3.2.1.1. Identification des familles de COV présentes dans I'air du parking du CELP

La composition en COV de l'air du parking du CELP a été approchée de fagon
qualitative et semi-quantitative. Pour plus de lisibilité, les composés identifiés ont été
regroupés par famille chimique. Le tableau IV.5 présente les abondances relatives (%)
de chaque famille de composés ainsi que le nombre de composés identifiés (richesse)

par famille pour chaque prélévement. Afin d’approcher la composition journaliere
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globale de I'air du parking, I'abondance relative moyenne calculée sur la base des quatre
prélevements d’air ainsi que le nombre de composés identifiés par famille figurent
également dans le tableau ci-dessous. Ces résultats tiennent compte des composés

n‘ayant pas pu étre séparés (mélange hydrocarbures) ou identifiés (composés non

identifiés).
Familles d Abondances relatives (%) / Richesse (nombre de composés) Abondances Richesse
caonr:pissé: relatives (nombre de
—_ mevennes (%) comPOSés}
Alcénes ND ND ND 39/8 1,0%2,0 8

Halogénés ND ND 0,8/1 15/1 0,6+0,7 2

Ethers ND 24/1 ND ND 061,22 1

Alcanes 48/5 10,4/5 15,0/8 24,1/ 22 13,6£8,2 27

Alcools ND 16/1 03/1 2,2/1 1,011 2

Composés non

identifiés 11,4/ 14 40,0/ 11 14,1/ 24 5,6/24 17,8+ 15,2 52

Richesse totale 35 26 50 81 126

Tableau 1V.5. Abondances relatives (%) et richesse (nombre de composés) des familles de COV
retrouvées dans le parking du CELP correspondant aux 4 prélévements d’air réalisés a différents
moments de la journée. La moyenne journaliére des abondances relatives et de la richesse sont
présentées pour chaque famille. ND : famille Non Détectée.

Une importante variabilité est observée entre les prélevements. Les prélévements
effectués en fin de journée présentent une richesse plus élevée que ceux réalisés en

début ou milieu de journée.

Un nombre total de 126 composés a été recensé dans I'air du parking, dont 59 n’ont
pas pu étre identifiés. Les 67 composés identifiés sont répartis en 10 familles. Les
alcanes et les aromatiques sont les familles dominantes avec 27 et 13 composés

respectivement. En termes d’abondances relatives ces deux familles représentent en
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moyenne 13,6% (alcanes) et 30% (aromatiques) de la masse totale des composés
piégés.
3.2.1.2 Quantification des BTEX dans I'air du parking du CELP

La figure IV.15 présente I'évolution des concentrations en BTEX dans I'air du parking

du CELP entre le mardi 17 et le vendredi 20 avril 2012.

=#—Toluéne =—®—Ethylbenzéne Xylénes =>¢=Benzéne
30

concentration des BTEX (pug.m3)

temps

Figure 1V.15. Evolution de la concentration des BTEX (ug.m-3) dans l'air du parking du CELP
entre le mardi 17 et le vendredi 20 avril 2012.

Ces résultats montrent que I’évolution de la concentration des BTEX est similaire quel
que soit le composé considéré. Les concentrations sont tres variables au cours du temps,
notamment durant la journée ou des pics de concentrations pouvant atteindre 15 a 25

ug.m-3 sont enregistrés pour le toluene et les xylenes.

Les concentrations du toluéne et des xylenes sont globalement identiques (pas de
différence significative). Les concentrations de ces deux composés sont
significativement plus élevées que celle du benzéne (p < 0,01) et de I'éthylbenzéne (p <
104). Pour ces deux derniers composés, la concentration du benzéne est
significativement plus élevée que celle de I'éthylbenzene (p < 0,01). Les concentrations

respectives des BTEX peuvent donc étre classées dans 'ordre suivant :

Toluéne = Xylénes > Benzene > Ethylbenzéne
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CHAPITRE IV

3.2.2. Capacités d’abattement du mur végétalisé biofiltrant du CELP

3.2.2.1. Mesures qualitatives de l'abattement des COV par le mur végétalisé
biofiltrant

Les mesures qualitatives des COV ont été réalisées en entrée (parking) et en sortie du
biofiltre, ainsi qu’au niveau d’une colonne non alimentée en air pollué afin d’estimer les
éventuelles émissions de ces composés par les plantes (témoin plante). Le tableau 1V.6
présente le nombre de composés éliminés par le biofiltre ainsi que le nombre total de
composés détectés (richesse) au cours de la semaine d’expérimentation pour chaque
niveau de prélevement, soit pour 4 prélévements a lintérieur du parking, 3
prélevements en sortie de biofiltre et 3 prélévements « témoin plante ». Les résultats du
« témoin blanc » (correspondant au bruit de fond détecté dans le tube Airtoxic n’ayant

pas été utilisé pour les prélevements) sont présentés a part.

Familles de Richesse (nombre de composés) Nombre de
composés composés éliminés
Alcénes 8 1 1 1 8

Halogénés 2 1 1 1 2

Ethers 1 ND ND ND 1

Alcanes 27 4 1 1 22

Alcools 2 1 ND 2 0

Azote ND 1 ND ND [1]

Mélanges
hydrocarbures

Tableau IV.6. Nombre de composés éliminés par le mur végétalisé biofiltant et richesse (nombre
de composés) de chaque famille de composés identifiés en entrée (parking) et en sortie du mur
végétalisé biofiltrant. Témoin plante : résultats obtenus au niveau des plantes (hors alimentation
en air pollué). Témoin blanc: bruit de fond détecté dans le tube Airtoxic n’ayant pas été utilisé
lors des prélevements. ND : famille Non Détectée.
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CHAPITRE IV

Ces résultats montrent que 93 des 126 composés détectés dans le parking ne sont pas
retrouvés en sortie du biofiltre. Le nombre de composés détectés en sortie de biofiltre
est significativement plus faible que dans le parking (p = 0,04). Environ 74% des
composés détectés dans I'air du parking sont donc éliminés par le biofiltre. Les alcénes
et les halogénés sont completement éliminés. Les aromatiques, les alcanes et les

composés non identifiés sont éliminés a 60%, 80% et 90% respectivement.

Il est important de souligner que certains composés sont effectivement émis par la
végétation, notamment des terpéenes. Dans cette famille de composés, 'alpha-pinéne, le
béta-myrcene, le camphene, le limonéne et I'eucalyptol ont été détectés. Le limonene est

le seul terpéne a avoir été retrouvé également dans le parking.

3.2.2.2. Mesures quantitatives de l'abattement des BTEX par le mur végétalisé

biofiltrant

La figure IV.16 présente I'évolution de la concentration globale des BTEX en sortie du
biofiltre végétalisé par rapport a celle de I'air du parking du CELP entre le mardi 17 et le

vendredi 20 avril 2012.
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Figure IV.16. Evolution de la concentration en BTEX (ug.m-3) en sortie du mur végétalisé
biofiltrant (carrés bleus) par rapport a I'air du parking du CELP (losange rouge) entre le mardi
17 etle vendredi 20 avril 2012.
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CHAPITRE IV

Aucune différence significative n’est détectée entre les concentrations en BTEX
mesurées en entrée (parking) et en sortie de biofiltre. D’importantes variations de la

concentration des BTEX sont observées au cours du temps.

Malgré la grande variabilité observée (Figure 1V.16), la concentration de chacun des
BTEX a été moyennée sur la durée totale de la campagne d’analyses pour les trois
niveaux de prélevement d’air : parking, sortie de biofiltre et « témoin plante » (Figure
[V.17). L’objectif de cette figure est de donner une idée de la quantité moyenne de BTEX

retrouvée aux différents niveaux de prélevement entre le 17 et le 20 avril 2012.

5

Concentrations moyennes (pg.m-J)

BENZENE TOLUENE ETHYLBENZENE XYLENES

Composés

Figure IV.17. Concentrations moyennes des BTEX (pg.m-3) entre le 17 et le 20 avril 2012 dans
'air du parking du CELP (barres gris foncé), en sortie du mur végétalisé biofiltrant (barres gris
clair) et au niveau de la colonne « témoin plante » (barres vert clair). Les barres d’erreurs
représentent les erreurs standards.

L’'importante variabilité des mesures ne permet pas de détecter de différence
statistiquement significative entre les différents niveaux de prélevement d’air. En
revanche, les différences entre composés mises en évidence au niveau du parking (page

210) sont également visibles en sortie de biofiltre.

Concernant le «témoin plante», tous les BTEX sont détectés mais a des
concentrations systématiquement plus faibles qu’aux autres niveaux de prélevement, a
I'exception du toluene. La concentration de ce dernier composé est effectivement
similaire a celles retrouvées dans le parking ou en sortie de biofiltre.
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4. Discussion

Le mur végétalisé biofiltrant du CELP constitue un dispositif expérimental d’échelle 1

permettant d’approcher le fonctionnement du biofiltre en conditions réelles.

La microflore se développant dans le garnissage du biofiltre a été étudiée avant la
mise en route du systeme de biofiltration. Cette caractérisation microbiologique a pour
objectifs d’étudier l'impact de l'espece végétale et de la saisonnalité sur le
fonctionnement et/ou la densité des communautés microbiennes. Ces deux parametres
opératoires, qui n'ont pas été suivis sur l'unité pilote au laboratoire, correspondent
néanmoins a des parametres clefs pour la compréhension du fonctionnement du

biofiltre végétalisé.

Apres la mise en route du systeme d’alimentation en air du biofiltre, les performances
épuratoires du mur végétalisé biofiltrant ont été estimées. La composition de l'air du
parking du CELP a tout d’abord été caractérisée avant d’évaluer, par des mesures
qualitatives (COV) et quantitatives (BTEX), les capacités d’abattement du biofiltre

végétalisé.

4.1. Influence des conditions environnementales sur le fonctionnement des
communautés microbiennes du mur végétalisé avant la mise en route de la

biofiltration

4.1.1. Influence de lI'espéce végétale sur le fonctionnement des communautés

microbiennes du mur végétalisé

De nombreux auteurs se sont intéressés a l'influence des plantes sur l'activité, la
densité et la composition des communautés microbiennes rhizosphérique dans les sols
(Patra et al., 2006 ; Garbeva et al, 2008 ; Berg et Smalla, 2009 ; Lamb et al, 2011).
Certaines especes de végétaux sont en effet capables de sélectionner la microflore se
développant au sein de la rhizosphere, notamment via 'exsudation racinaire (Macek et
al., 2000). Cette propriété est largement utilisée en phytoremédiation pour la
dépollution des sols, les végétaux choisis pour leurs capacités épuratives fonctionnent
généralement en association avec des microorganismes qui facilitent I'absorption et/ou
détoxifient certaines molécules avant leur assimilation par les plantes (Chaudhry et al.,

2005 ; Rayu et al., 2012).
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Dans le cadre de la phytoremédiation de l'air, les études récentes soulignent le role
prédominant des microorganismes contenus dans le support de culture des plantes
(Kim et al., 2008b ; Burchett et al., 2009 ; Xu et al., 2010). Toutefois, peu d’études se sont

focalisées sur la microflore des « plantes dépolluantes ».

Dans le cas du mur vegétalisé, les Stachys et les Convolvulus sont significativement
plus favorables au développement d’'une biomasse hétérotrophe active que les autres
especes testées (figure IV.7). Plusieurs auteurs ont démontré l'impact de I'espece
végétale sur le fonctionnement microbien dans les sols (Kourtev et al., 2002 ; Garbeva et
al., 2008 ; Lamb et al, 2011) mais aucune étude ciblant spécifiquement les plantes
utilisées dans le mur végétalisé n’a été recensée.

En ce qui concerne la communauté bactérienne dénitrifiante, les Stipa et les Stachys
ont un impact significativement plus favorable sur I'activité potentielle de dénitrification
(DEA) que les trois autres especes (figure 1V.8). Les résultats obtenus semblent
également révéler que l'espece Convolvulus sabatius est favorable a I'activité potentielle
de dénitrification alors qu’Hypericum calycinum parait avoir un effet moins bénéfique
sur l'activité potentielle des dénitrifiants. Patra et al. (2006) ont déja montré que
I'activité de la communauté dénitrifiante varie selon l'espéce végétale présente.
L’abondance des bactéries constitue également un parameétre susceptible de
conditionner les niveaux d’activités. Dans le cas du mur végétalisé du CELP, les mesures
d’abondance de la communauté dénitrifiante en fonction de la saison (campagnes
d’échantillonnage de 2009 et 2010) ont permis de mettre en évidence que la densité des
bactéries possédant le gene nirK est effectivement plus faible sous les Hypericum que
sous les Convolvulus (figure IV.13). Les activités microbiennes au sein du garnissage du

mur végétalisé sont donc influencées par la nature du couvert végétal.

Les ratios DEA/SIR sont significativement moins élevés a proximité des racines des
Stachys et des Convolvulus que sous les Stipa et les Hypericum. Bien que les Stipa se
soient révélés parmi les deux especes les plus favorables a la DEA, les espéces telles que
Stachys lanata et Convolvulus sabatius permettent de favoriser davantage la DEA par
rapport a la biomasse hétérotrophe totale dans le biofiltre végétalisé. Ces résultats
montrent que l'effet de la plante est différent selon la communauté microbienne ciblée.
Les deux dernieres especes citées pourraient étre choisies pour favoriser la dégradation

des NOx dans les biofiltres végétalisés.

215



4.1.2. Influence des variations saisonniéres sur le fonctionnement des

communautés microbiennes du mur végétalisé

Sous nos latitudes, les conditions climatiques évoluent en fonction des saisons,
notamment en termes de température. Ce parametre a une forte influence sur les
performances épuratoires des biofiltres car il conditionne [Iactivité des
microorganismes et la solubilité des polluants (Delhoménie et Heitz, 2005 ; Kraakman et
al.,, 2011). Le développement des végétaux est également affecté par la température et
évolue en fonction des saisons. Les variations saisonnieres de la température sont donc

importantes a prendre en compte lors de la mise en ceuvre de biofiltres végétalisés.

Au cours de cette étude, I'influence de la saison a été examinée entre le printemps
2009 et I'hiver 2010. Les températures moyennes observées durant ces deux périodes
étaient respectivement de 18°C et -5°C. La SIR et la DEA sont significativement plus
faibles en hiver qu’au printemps pour les deux plantes échantillonnées. Le méme constat
a déja été fait dans les sols au sein desquels I'activité bactérienne diminue en hiver (Van
Kessel et al., 1993 ; Nicolardot et al, 1994). Braker et al. (2010) ont montré que la
diminution de la DEA dans des sols incubés a basse température (4°C) était
accompagnée d’'une baisse de la densité bactérienne (nirK et nirS). Dans le mur
végétalisé, nous n’avons pas observé de variation quantitative des dénitrifiants en
fonction de la saison (figures IV.13 et IV.14). La diminution de la DEA observée durant la
saison hivernale serait donc plutét liée a une altération du fonctionnement enzymatique.
Les enzymes de la dénitrification sont en effet sensibles aux conditions
environnementales. In vitro, la température optimale de fonctionnement de ces enzymes
se situe autour de 30°C. Les variations du niveau d’activité potentielle de dénitrification
peuvent donc étre attribuées a un effet négatif des conditions climatiques (température)
sur le métabolisme des bactéries dénitrifiantes. L’épaisseur relativement faible du
garnissage (40 cm) ne suffit probablement pas a tamponner les variations de
température contrairement a ce qui a pu étre observé dans les sols a des profondeurs

inférieures a 30 cm (Cannavo et al.,, 2004).

Ces résultats semblent indiquer que lors du fonctionnement du biofiltre végétalisé,
les températures hivernales pourraient limiter les activités microbiennes et par
conséquent les performances épuratoires. Toutefois, il est important de noter que la

température de fonctionnement d’un biofiltre est principalement conditionnée par la
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température de 'effluent gazeux (Fanlo, 2005). Dans le cas du CELP (parking ouvert), la
température de I'air a traiter est sensiblement identique a la température extérieure. En
revanche, la température dans un parking souterrain (fermé) en hiver est généralement
plus élevée qu’a 'extérieur, de +12°C a +20°C (COPARLY, 2011b). L'air plus chaud de ces
parkings pourrait donc permettre de conserver une température compatible avec les
activités microbiennes au sein du garnissage et ainsi maintenir les performances

épuratoires des biofiltres végétalisés durant 'hiver.
4.2. Fonctionnement du mur végétalisé biofiltrant du CELP

4.2.1. Caractérisation de l'effluent gazeux a traiter: qualité de l'air du

parking du CELP

L’AFSSET a estimé en 2007 a plus de 275 le nombre de molécules différentes
potentiellement émises par les véhicules a moteur dans les PSC. Cette estimation tient
compte d’'un certain nombre de famille de composés qui n’ont pas été mesurés dans
notre étude, tels que les NOx, ou I'ozone par exemple. Dans l'air du parking du CELP,
nous avons pu recenser 126 COV (tableau IV.5). Cette importante diversité traduit bien
la complexité de I'effluent gazeux a traiter dans les conditions réelles de fonctionnement
du biofiltre végétalisé. Les familles de COV majoritaires sont les alcanes et les composés

aromatiques.

Des variations importantes du nombre de composés détectés ont été observées selon
I'’horaire de prélévement (figure 1V.15). Ce résultat est concordant avec la fréquentation
du parking, dont I'affluence est concentrée entre 5h et 8h le matin et 17h et 20h le soir
(EIFIA, communication personnelle). Contrairement aux conditions stables
d’alimentation en air pollué que nous avons appliquées pour le fonctionnement de
I'unité pilote (Chapitres Il et III), le biofiltre végétalisé du CELP est donc amené a
fonctionner dans des conditions de concentrations fluctuantes de l'effluent gazeux a
traiter. Ce point est d’autant plus important qu'’il est connu pour avoir un impact négatif
sur le fonctionnement des procédés biologiques (Littlejohns et Daugulis, 2008 ; Rene et

al, 2012).

La concentration en BTEX mesurée, de I'ordre de 10 pg.m3 en moyenne, est
cohérente avec les résultats obtenus par le COPARLY (2010) pour ce méme parking.

Cette concentration en BTEX est relativement faible par rapport a celles relevées dans
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des parkings souterrains ce qui peut s’expliquer par l'aération naturelle importante du
parking du CELP. Pour des parkings souterrains lyonnais, tels que les parkings des
Terreaux, du Gros Cailloux ou de la place Poncet par exemple, la concentration en BTEX
est de l'ordre de 350 a 550 pg.m3 (COPARLY, 2010). Les performances épuratoires
obtenues avec 'unité pilote de biofiltration, supérieures a 98% d’abattement pour des
concentrations en TEX de 600 pg.m-3, suggere qu’'un biofiltre végétalisé pourrait étre

efficace pour traiter 'air issus de ce type de PSC.

4.2.2. Performances épuratoires du biofiltre végétalisé en conditions réelles

de fonctionnement

D’un point de vue quantitatif, aucune différence statistiquement significative n’a été
détectée entre I'entrée (parking) et la sortie du biofiltre végétalisé. Plusieurs hypotheses

peuvent étre avancées pour expliquer ce résultat :

- les tres faibles concentrations en BTEX mesurées (entre 1 et 4 ug.m-3 en moyenne
pour chaque composé), proches du seuil de sensibilité du GC-FID utilisé (de

I'ordre de 1 pg.m3),
- l'importante variabilité de la concentration en BTEX observée au cours du temps,
- l’alternance des mesures en entrée et en sortie du biofiltre (figure IV.16),

- les faibles températures enregistrées durant la période de prélevement (10°C en
moyenne) qui peuvent limiter les activités microbiennes responsables de la

dégradation des composés.

D’un point de vue qualitatif, les mesures des COV en entrée et en sortie du biofiltre
montrent que le nombre de composés détectés est significativement plus faible en sortie
du biofiltre végétalisé. Plus de 70% des composés identifiés dans l'effluent gazeux a
traiter n'ont pas été détectés en sortie de biofiltre. Il est difficile de déterminer si ces
composés ont réellement été dégradés par les microorganismes ou s’ils ont seulement
été adsorbés ou absorbés sur le garnissage humide. Les aldéhydes détectés en sortie du
biofiltre, par exemple, pourraient étre des sous-produits intermédiaires de la
dégradation des alcanes, dont 80% des composés ne sont pas retrouvé en sortie du
biofiltre. Néanmoins, les aldéhydes identifiés en sortie du biofiltre ont également été

détectés dans l'air du parking. S’il n’est pas possible d’affirmer que ces composés sont
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CHAPITRE IV

dégradés au sein du biofiltre sur la base de ces résultats, le biofiltre végétalisé semble

tout de méme capable d’éliminer une large gamme de COV.
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5. Conclusion

La caractérisation microbiologique du mur végétalisé avant la mise en route du
systeme d’alimentation en air a permis de mettre en évidence le développement d'une
microflore active au sein du garnissage. La présence d’'une communauté bactérienne
dénitrifiante potentiellement active a également été démontrée et le potentiel génétique
nécessaire a la dégradation complete des NOx a été détecté.

L’espece végétale a une influence sur le fonctionnement des communautés
microbiennes se développant dans le garnissage et certaines plantes, comme Stachys
lanata, Stipa tenuifolia et Convolvulus sabatius, favorisent de facon significative les
activités potentielles de respiration et de dénitrification. Ces plantes pourraient donc
étre privilégiées lors de l'installation de murs végétalisés biofiltrants afin de favoriser la
dégradation des NOx par le biofiltre végétalisé.

Les conditions climatiques conditionnent également le fonctionnement des
microorganismes au sein du biofiltre. En hiver, les activités potentielles de respiration et
de dénitrification sont fortement diminuées ce qui indique que les performances
épuratoires du biofiltre végétalisé pourraient étre plus faibles en hiver. Néanmoins la
densité de la communauté bactérienne dénitrifiante n’est pas affectée par la baisse des
températures ce qui laisse présager qu’'une reprise du fonctionnement normal est

possible lors de 'augmentation des températures.

Cette premiere étude du mur végétalisé biofiltrant en conditions réelles a permis
d’apporter des éléments importants pour la compréhension du fonctionnement

biologique du biofiltre végétalisé.

Les niveaux de pollutions retrouvés dans le parking du CELP n’ont pas permis de
mesurer un abattement des BTEX. Une réduction de plus de 70% du nombre de
composés détectés dans le parking a été observée en sortie de biofiltre. Ce résultat tres
encourageant semble indiquer que le biofiltre végétalisé pourrait étre efficace pour
I’élimination de nombreux composés. Il conviendrait néanmoins de vérifier la réelle
dégradation de ces composés afin de s’assurer qu’il ne s’agit pas seulement d'un
déplacement de la pollution de l'air du parking vers le garnissage du biofiltre. Dans ce
but, I'utilisation de composés marqués au carbone 13 (13C) pourrait par exemple étre

envisagée.
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La pollution atmosphérique a des répercutions dramatiques reconnues sur
I’environnement et la santé humaine, notamment en ville. L’amélioration de la qualité de
I'air urbain est une des priorités majeures pour les décennies a venir qui passera
nécessairement par la mise en place de systemes de traitement d’air efficaces, au plus
pres des sources de polluants. Le développement de procédés capables de filtrer I'air
issus d’espaces urbains confinés, tels que les parcs de stationnement couverts, constitue

une solution innovante permettant de répondre a cette problématique.

Pour traiter l'air issu de ces structures, caractérisé par des volumes importants
contenant de faibles concentrations en polluants, la biofiltration est le procédé le plus
adapté tant d’'un point de vue technique que d'un point de vue économique (coflits

d’'investissement et de fonctionnement).

Les objectifs de cette thése étaient d’évaluer les performances d'un biofiltre
végétalisé pour le traitement de polluants atmosphériques issus d’environnements
urbains confinés tels que les PSC. La compréhension du fonctionnement biologique et
physico-chimique du biofiltre végétalisé ainsi que le role des différents acteurs
intervenant dans la dégradation des polluants sont des impératifs indispensables pour

assurer la maitrise opérationnelle de ce bioprocédé novateur.

L’influence des parametres opératoires, tels que la présence de plante, le taux
d’humidité du garnissage, la fertilisation, et le débit d’air appliqué sur les performances
du biofiltre végétalisé a été étudiée. Une meilleure connaissance de la microflore
indigéne du biofiltre a été acquise a travers la caractérisation fonctionnelle (respiration,
dégradation des TEX et activité potentielle de dénitrification), quantitative (densité

bactérienne) et qualitative (diversité bactérienne) des communautés bactériennes.

Afin de comprendre les mécanismes impliqués dans le fonctionnement du biofiltre,
ses capacités ont été évaluées a différents niveaux en s’appuyant sur le suivi
expérimental d’'une unité pilote d’échelle semi-industrielle permettant de reproduire au

laboratoire des conditions de fonctionnement proche des conditions réelles.
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Le biofiltre végétalisé est-il un procédé efficace pour traiter les TEX ?

Au cours de cette étude sur pilote, il a été montré qu’'un biofiltre végétalisé est
capable d’éliminer plus de 97% des TEX a faibles concentrations dans des conditions de
fonctionnement standard (40 cm d’épaisseur de garnissage et vitesse de passage de

100m.h-1).

- Un biofiltre végétalisé est donc un dispositif efficace pour traiter des concentrations

en polluants relativement faibles, telles que celles rencontrées dans les PSC.

Des performances épuratoires supérieures a 98% d’abattement ont également été
obtenues dans des conditions plus extrémes (20 cm d’épaisseur de garnissage et vitesse
de passage de I'air de 200 m.h'1), correspondant a un EBRT inférieur a 4 s, ce qui n’avait

jamais été montré pour de si faibles concentrations.

—> Il est donc bien possible de réduire I'empreinte au sol des biofiltres végétalisés, a la
fois en augmentant les volumes d’air traités et en réduisant I'épaisseur de garnissage,

tout en maintenant des performances maximales.

De plus, I'élimination complete des TEX a été obtenue des 10 cm de hauteur de
garnissage dans les biofiltres de 20 cm d’épaisseur totale de garnissage, indiquant que

les limites du systeme n’ont pas été atteintes.

- Un EBRT inférieur a 2 s pourrait étre suffisant pour obtenir des performances
épuratoires maximales. Réduire davantage 1'épaisseur de garnissage ne présente pas
d’'intérét car 20 cm correspond au minimum nécessaire pour garantir le
développement et la croissance des plantes. En revanche, il serait intéressant de
rehausser la vitesse de passage de 'air pour permettre le traitement de volumes d’air

encore plus important pour des surfaces de biofiltre moindre.

La fertilisation est indispensable a la mise en place et au maintien de ces
performances. Elle peut sans probléme étre réalisée a partir d’'un engrais retard (solide)
mélangé directement avec le garnissage. Mais, si cette fertilisation peut procurer
suffisamment d’éléments nutritifs pour environ une année de fonctionnement, par la

suite, 'ajout d'une solution nutritive via le systeme d’irrigation doit étre envisagé.
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La plante dans le biofiltre a-t-elle seulement un intérét esthétique ou constitue-t-elle

aussi un avantage en terme de fonctionnement ?

La présence de plantes dans le biofiltre végétalisé présente avant tout un intérét
esthétique permettant 'intégration paysagere de procédé de traitement d’air au coeur
des villes. Cette particularité facilite et encourage l'installation de tels systemes car, en
plus de leur capacité a améliorer la qualité de I'air urbain, ils permettent I'implantation
de nouvelles zones végétalisés ayant des bienfaits reconnus sur la biodiversité et la
santé psychologique des citadins.

La présence d'une microflore abondante et diversifiée au niveau des systémes
racinaires ainsi que le rdle des plantes dans la sélection des microorganismes
rhizospérique sont bien connus dans les sols. Qu’en est-il dans les biofiltres végétalisés ?
La présence de la plante peut-elle influencer les performances épuratoires et/ou les

caractéristiques de la microflore présente dans le garnissage des biofiltres ?

Notre étude a permis de montrer que la présence de lierre ne semble pas avoir
d’influence directe sur les performances épuratoires du biofiltre dans des conditions de
fonctionnement standard (40 cm d’épaisseur de garnissage, EBRT de 14 s), des lors que
la disponibilité en nutriments est suffisante.

En revanche, dans des conditions de fonctionnement plus extrémes (EBRT inférieur a
8 s), elle pourrait favoriser la croissance bactérienne dans les zones inactives pour la
dégradation des TEX. Ce constat a également été fait dans les biofiltres de 20 cm
d’épaisseur de garnissage, ou la présence de la plante semble stimuler la croissance
bactérienne dans les zones actives pour la dégradation des TEX, probablement en

apportant des éléments nutritifs via I'’exsudation racinaire.

-> La plante pourrait donc avoir un impact indirect mais positif sur les performances des

biofiltres végétalisés lorsque I'épaisseur du garnissage est réduite.

Ces résultats suggerent plusieurs pistes de recherches intéressantes. Dans un premier
temps, il sera nécessaire de vérifier I'influence de la plante dans les biofiltres de 20 cm
d’épaisseur de garnissage en comparant les performances et les densités bactériennes
obtenues avec des biofiltres non plantés.

Ensuite, la qualité et la quantité des exsudats racinaires étant variables d’'une espéce

végétale a une autre, comme cela a été montré dans le mur végétalisé du CELP, certaines
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plantes favorisent effectivement l'abondance et I'activité des microorganismes.
L’utilisation d’autres plantes pourrait étre envisagée afin d’évaluer l'impact de
différentes especes végétales sur la microflore des biofiltres et in fine sur les
performances épuratoires. Le choix d’especes les plus favorables au développement
d’'une microflore active et efficace pour la dégradation des polluants pourrait alors
permettre d’améliorer les performances épuratoires des biofiltres végétalisés soumis a
des fluctuations environnementales naturelles.

L’'influence de la plante mérite également d’étre étudiée a plus long terme car les
caractéristiques des exsudats racinaires varient au cours de la vie de la plante et notre
étude ne permet pas de prédire le maintien des fonctions épuratoires du biofiltre dans le

temps.

La microflore indigene du biofiltre végétalisé contribue-t-elle aux performances

épuratoires ?

La microflore indigéne du biofiltre est capable de s’acclimater rapidement aux
conditions opératoires et permet la dégradation compléete des TEX a faibles

concentrations.

- L’inoculation du biofiltre végétalisé, a partie de souche pure ou de consortia
microbiens, n’est donc pas nécessaire. Les microorganismes indigénes possedent le

potentiel génétique nécessaire a la dégradation des TEX.

Par contre, il n'a pas été possible de déterminer si l'origine de cette microflore
indigéne, motte ou garnissage, joue un réle dans la mise en place et/ou le maintien des
performances épuratoires du biofiltre. Pour vérifier I'impact des microorganismes
provenant de la motte, une expérimentation pourrait étre réalisée sans installer de

motte au sein du garnissage du biofiltre.

Bien que le mélange gazeux alimentant les biofiltres ne contienne pas de NOx, la
présence d'une communauté dénitrifiante potentiellement active a été démontrée.
L’activité potentielle de cette communauté est influencée par la disponibilité en azote
dans le garnissage ce qui suggere que l'alimentation en NOx du biofiltre pourrait

favoriser l'activité de dénitrification.
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- Les biofiltres végétalisés pourraient donc contribuer également a I'élimination des

NOx.

Malgré la difficulté de mise en ceuvre d’expérimentations au laboratoire impliquant
l'utilisation des NOx, il semble pertinent de réaliser une étude ultérieure incluant ces
composés afin de mesurer le niveau de performance des biofiltres végétalisés vis a vis

des NOx.

Les conditions de fonctionnement du biofiltre permettent-elles de maintenir et de

sélectionner une communauté bactérienne efficace ?

La densité bactérienne est influencée par les conditions de fonctionnement. La
disponibilité en TEX permet la croissance de la communauté bactérienne totale qui est

particulierement marquée dans les zones actives pour la dégradation des TEX.

- Les faibles concentrations en polluants rencontrées dans les PSC sont susceptibles de

stimuler la croissance bactérienne au sein des biofiltres végétalisés.

La diversité de la communauté bactérienne totale, en termes de richesse et de
structure, n’est pas particulierement influencée par les conditions opératoires en raison
des faibles concentrations en TEX (i.e. disponibilité des composés) n'imposant pas une
pression de sélection treés forte pour les microorganismes. Néanmoins, parmi les
bactéries susceptibles d’étre directement impliquées dans la dégradation des TEX, nous
avons montré la présence et un enrichissement important du groupe des TM7,

notamment dans les zones ou la dégradation des TEX est la plus forte.

—> Ce résultat laisse supposer que le groupe des TM7 est probablement impliqué dans la

dégradation des TEX au sein des biofiltres végétalisés.

Afin de caractériser la communauté bactérienne responsable de la dégradation des
TEX, il est envisageable de cibler les génes de fonction impliqués dans la dégradation de
ces composés. Des couples d’amorces spécifiques permettant de cibler certains de ces
geénes ont été publiés. Cependant, méme en choisissant de cibler les voies centrales de
dégradation des TEX (moins nombreuses que les voies périphériques), la diversité des
genes impliqués est telle qu'il serait nécessaire d’'utiliser plusieurs cibles pour espérer
couvrir totalement la communauté bactérienne dégradant les TEX.
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Le mur végétalisé biofiltrant : des résultats prometteurs !

Les expérimentations menées en conditions réelles sur le mur végétalisé biofiltrant
du CELP ont permis de mettre en évidence la présence d’'une microflore active
possédant le potentiel génétique nécessaire a la dégradation complete des NOx au sein
du garnissage. Comme attendu, les variations saisonnieéres (notamment la température)
et le couvert végétal ont une influence sur les activités microbiennes. En ce qui concerne
les performances épuratoires du biofiltre in situ, une réduction importante du nombre

de composés détectés a été mesurée entre le parking et la sortie du biofiltre.

- Ces premiers résultats trés prometteurs nous encouragent a poursuivre I'étude et le

développement de ce nouveau type de procédés.

De nombreuses pistes restent néanmoins a explorer. Tout d’abord, I'installation d'un
mur végétalisé biofiltrant sur un site expérimental présentant des concentrations en
polluants plus proches de celles des parkings souterrains permettrait de valider les
résultats obtenus au laboratoire dans des conditions réelles de fonctionnement.

Une épaisseur de garnissage de 20 cm permettant I'élimination des polluants, il
conviendrait de valider le maintien de telles performances in situ.

Par ailleurs, si les biofiltres traditionnels ont une espérance de vie finie (estimée de 4
a 5 ans pour les matériaux de garnissage organiques), nous ne disposons pas du recul
nécessaire pour évaluer celle des biofiltres végétalisés. Le traitement de faibles
concentrations en polluants implique le développement d’'une biomasse plus réduite que
celle des procédés traitant de fortes concentrations. Le garnissage utilisé, bien qu’en
partie organique, présente une tres bonne stabilité structurelle. Ces deux arguments
laissent supposer que I'espérance de vie des biofiltres végétalisés peut étre plus longue
que celle des procédés traditionnels. Il conviendrait donc de valider également ce

dernier point.
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