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Résume

Le barrage de Sidi M’Hamed Ben Taiba situe prés de la région d’Arib.Il est utilisé aussi
bien pour I’alimentation en eau potable que pour I’irrigation.

L’objectif de 1I’étude est la valorisation de la qualité physico-chimique et bactériologique
des eaux.Ainsi que, d’évaluer les capacités de biodégradation dessouches microbiennes isolées a
partir de I’eau du barrage Sidi M’ Hamed Ben Taiba.

Notre travail consiste tout d’abord a déterminer les parameétres physico-chimiques de 1’eau
brute du barrage Sidi M’Hamed Ben Taiba sur trois niveaux (surface, 15 m et 30 m)
principalement : la température, le pH, nitrate, nitrite et matiére organique ...etc. Ensuite les
parametres bactériologiques par la recherche des coliformes totaux, coliformes fécaux,
streptocoques fécaux et Clostridium sulfito-réducteurs. Dans la deuxiéme partie on a basé sur la
biodégradation d’un échantillon de pétrole sur milieu solide MSM par [’utilisation des
microorganismes isolés de 1’eau du barrage.

Vingt-sept souches regroupés sur cinq genres : Pseudomonas, Staphylococcus, Vibrio
,Stenotrophomonas et Chryseobacter. Les souches isoléesassimilent le pétrole comme source de
carbone en donnant des zones de dégradation de différents diamétres. L’espece Pseudomonas
flurescens a montré une activité importante de dégradation parmi les autres especes bactériennes
isolées.

Mots-clés : Barrage de Sidi M’Hamed Ben Taiba, Eau, Pétrole, Biodégradation, Pseudomonas,
Staphylococcus, Vibrio ,Stenotrophomonas, Chryseobacter.



Summary

The dam of Sidi M'Hamed Ben Taiba located near the city of Arib. It is used for both
drinking water supply and irrigation.

The objective of the study is the valorization of physico-chemical and bacteriological
quality of water. As well as, to evaluate the biodegradation capacities of the microbial strains
isolated from the water of Sidi M 'Hamed Ben Taiba dam.

Our work consists in the first to determine the physico-chemical parameters of the raw
water of Sidi M'Hamed Ben Taiba dam on three levels (surface, 15 m and 30 m) mainly:
temperature, pH, nitrate, nitrite and organic matter ... etc. Then the bacteriological parameters by
the search for total coliforms, faecal coliforms, fecal streptococci and Clostridium sulfito-
reducers. In the second part, the biodegradation of oil sample on MSM solid was based on the use
of microorganisms isolated from dam water.

Twenty-seven strains grouped into five genera: Pseudomonas, Staphylococcus, Vibrio,
Stenotrophomonas and Chryseobacter. The isolated strains assimilate oil as a source of carbon by
giving zones of degradation of different diameters. Pseudomonas flurescens has shown
significant degradation activity among other isolated bacterial species.

Keywords: Sidi M'Hamed Ben Taiba Dam, Water, Oil, Biodegradation, Pseudomonas,
Staphylococcus, Vibrio, Stenotrophomonas, Chryseobacter.
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Introduction

Introduction

L’eau est devenue de moins en moins accessible dans plusieurs régions du monde et
les réserves en eau continuent de baisser depuis les 50 derniéres années (Remini, 2005), bien
que les pays du bassin méditerranéen baignent dans les eaux, ils souffrent de la rareté de

I’eau.

L’Algérie a I’'instar des autres pays est confrontée a la problématique de I’eau. La
surcharge du littoral, les disparités entre zones rurales et urbaines, les périodes de sécheresse
et surtout I’accroissement de la pollution, sont autant des facteurs qui déstabilisent 1’équilibre

de I’environnement (Teghidet, 2004).

La pollution générée par I'homme affecte de plus en plus le cycle d'eau et les
traitements de ce phénomeéne-la doivent souvent étre appliqués afin de protéger
I'environnement et la santé des étres vivants ou l'exploiter pour la consommation humaine ou
l'utilisation industrielle (Lazhar, 2008). Pour cela, la technologie moderne nous a permis la
conception des stations de traitement des eaux pour pallier aux problémes de pollution qui
menacent la potabilité de l'eau qui a été préservée pendant des siccles ( Henri, 2012) en

utilisant des procédés physiques, chimiques et biologiques.

Le traitement biologique ou bien la biodégradation devient aujourd’hui un procédé
trés demandé qui prend la palace des autres procédés grace a leur avantage, ou il prouve leur
capacité tres élevée de limiter la pollution sans perturber 1’équilibre de I’environnement .Ce
procédé consiste a utiliser des communautés microbiennes présentes dans le milieu pollué

(Ballerini et Vandecasteele, 1996).

L’objectif de ce travail consiste a faire des analyses physico-chimiques et
bactériologiques pour déterminer la qualité de I’eau brute du barrage Sidi M’ Hamed Ben
Taiba d’une part, et d’essayer de trouver des procédures biologiques de remédiassions de

certaines pollutions d’autre part.




Introduction

Notre travail est devisé en trois chapitres :

- Le premier chapitre est un recueil bibliographique qui représente une des généralités sur
I’eau, la problématique de pollution des eaux et la biodégradation des polluants.

- Le deuxiéme chapitre représente la partie expérimentale qui regroupe la présentation
générale de la zone d’étude plus les différentes méthodes d’analyses utilisées au
laboratoire.

- Le troisieme chapitre englobe tous les résultats obtenus puis interpréter et discuter.

Enfin, une conclusion générale a été mise a la fin du mémoire pour récapituler I’ensemble

de nos résultats.




Chapitre I : Revue bibliographique

1. Généralités sur ’eau

1.1. Définition

L'eau est un composé simple, sa formule chimique est H,O.L’eau est liquide a
température et a pression ambiante, gazeuse au-dessus de 100°C et solide en dessous de 0°C

(Abd Esselem, 1999).

L'eau se trouve presque partout sur la terre, elle est vitale pour tous les organismes vivants

connus. Prés de 70% de la surface de la terre est recouverte d'eau (Bertrand ,2008).

I.2. Cycle de ’eau

La circulation naturelle d'eau sur la planéte le cycle hydrologique (Kenneth, 1992).
L'eau est évaporée par le soleil, incorporée aux nuages comme vapeur d'eau, tombe sur la
terre et sur les étendues d’eaux sous forme de pluie, a partir de la terre elle retourne de
nouveau aux ressources d'eaux dans le cycle hydrologique. Six composants principaux sont
du cycle hydrologique : les précipitations, 1’infiltration, 1’évaporation, les eaux de surface, la

transpiration et écoulement des eaux souterraines (Figure 01) (Sudhanshu, 2008).
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Figure 01 : Le cycle de I’eau (Pajoués , 2007).
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I.3. Propriétés des eaux
L’eau est caractérisée par des propriétés physiques et chimiques déférents.

1.3.1. Propriétés physico-chimiques

1.3.1.1. Masse volumique

La masse volumique de la glace est plus faible que celle de I’eau. En effet, la densité
maximale de I’eau est obtenue pour une température de 3,984 C° (Musy et Higy, 2004). Cela
explique le phénomeéne de la glace flottante sur l'eau, la contraction de l'eau au dessous de la
glace engendre un fait d'une énorme importance biologique pour tous les organismes

aquatiques (Martin et Hine., 2008).
1.3.1.2. Viscosité

Elle diminue lorsque la température croit ; par contre, elle augmente avec la teneur en

sels dissous.

1.3.1.3. Conductivité électrique

L’eau est légérement conductrice. La conductivité de I’eau pure a 20 C° est 4,2 x 10°®

S/m ce qui correspond a une résistivité tres €levée de 23,8 MQ - cm (Boeglin, 2001).

1.3.1.4. Couleur

L’eau se présente comme un liquide clair, incolore sous faible épaisseur, bleu verdatre
sous forte épaisseur et inodore (Musy et Higy, 2004).
1.3.1.5. Oxydoréduction

L’eau constitue un systéme d’oxydoréduction particuliérement important puisque son
domaine de stabilité sera limité par ses réactions d’oxydation et de réduction (Nordmann et
Pinard Legry., 2000). Le pole positif représente un déficit en électron, c’est un agent
oxydant. Le pole négatif est caractérisé¢ par un exces d’électron c’est un agent réducteur qui

pourra céder des électrons (Durend, 2001).

1.3.1.6. Auto-ionisation

Il y a un équilibre entre toutes les grandes fonctions chimiques de la nature : acide-
base, oxydation-réduction (Durend, 2001). L’eau est trés faiblement dissociée en H;O" et

OH’ par l'auto ionisation; par conséquence tout les composés qui augmentent la concentration
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. .. + . , . .
des ions positives H3;O" sont acides et les composés augmentant la concentration des ions

négatifs OHsont basiques (Martin et Hine, 2008).

1.3.1.7. Solvatation

La solvatation (I’action hydratante de 1’eau) est le résultat d’une destruction complete
ou partielle des divers liens électrostatiques entre les atomes et les molécules du corps a
dissoudre, pour les remplacer par de nouveaux liens avec les molécules d’eau, et forger ainsi

de nouvelles structures : il se produit une véritable réaction chimique (Boeglin, 2001).

Les propriétés électriques de 1’eau et sa constitution moléculaire, particuliérement apte
a la mise en solution de nombreux corps gazeux, liquides polaires, et surtout solides (Société
Degremont, 1989). En effet a cause de sa structure angulaire, la molécule d'eau a un moment
dipolaire permanent, en outre I'hydrogéne est fortement collé et possede une haute constante
dié¢lectrique. Ces propriétés combinées rendent l'eau un solvant puissant pour les composés

polaires et ioniques (Daintith, 2008).
I.4. Ressources des eaux

Les réserves disponibles des eaux naturelles sont constituées des eaux souterraines
(infiltrations et les nappes phréatiques), des eaux de surface retenues ou en écoulement
(barrages, lacs et rivieres) et des eaux de mer (Jean-Claude, 1983).Le total des ressources :
2.10 9 km * dont 97% en mer et océan. Donc reste 3% qui se trouvent ailleurs et qui est

principalement I’eau non salée (Papa, 2005).

1.4.1. Eaux de surface

Par opposition aux eaux souterraines, l'eau de surface est I'eau qui se trouve a la
surface ou proche de la surface du sol. Dans une zone donnée, il s'agit pour l'essentiel des
cours d'eau, des océans, des lacs et des eaux de ruissellement. Sa température varie en
fonction du climat et des saisons. Ses matiéres en suspension sont variables selon la
pluviométrie, la nature et le relief des terres a son voisinage. Sa composition en sels minéraux
est variable en fonction du terrain, de la pluviométrie. Les eaux de surface sont ordinairement

riches en oxygene et pauvre en dioxyde de carbone (Degremont, 2005).
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1.4.2. Eaux souterraines

Les eaux souterraines constituent 20% des réserves d’eau soit environ 1000 millions
de m’.Leur origine est due de I’accumulation des infiltrations dans le sol qui varient en
fonction de sa porosité et de sa structure géologique. Elles sont généralement d’excellente

qualité physico-chimique et bactériologique, elles se réunissent en nappes (Rodier, 1997).
1.4.3. Eaux de mer

Les eaux de mer sont des eaux salées, la salinité observée dans les différents océans ou
mers résulte d’un équilibre entre évaporation, pluies et apport des fleuves (salinité faible)
d’une part et d’échange d’eau avec les autres mers auxquels ils sont reliés d’autre part (Figure

02 ; Tableau 01) (Degremont, 2005).

= eau salée

= glaciers polaires, icebergs,
vapeurs d'eau atmosphérique, et eau souterraine inaccessible

= eau douce accessible

Figure 02: Répartition des ressources en eau dans le monde (Nebel et Wright, 1996)
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Tableau 01 : Eléments caractéristiques des eaux de surface par rapport aux eaux souterraines.

(Degrement, 2005).

Caractéristiques Eaux de surface Eaux souterraines

Température Variable (saisons) Plut6t constante

Turbidit¢/MES Variable Faible ou nulle

Couleur Dépend essentiellement des MES, | Dépend des acides humiques ou

des acides humiques et des algues

de la précipitation, Fe-Mn

Gouts et odeurs

Fréquents

Rares

Minéralisation globale
/salinité

Variable (précipitations, nature des
terrains traversés, etc.)

Généralement plus élevée que
celle mesurée dans les eaux de
surface sur le méme territoire

Fe et Mn Généralement absents présents
Co, Généralement absent Présent
O, dissous Variable (proche de la saturation | Absent
dans les eaux propres/ absent dans
les eaux polluées
H,S Absent Présent
NH,4 Seulement dans les eaux polluées Présent
Nitrates Variable Teneur parfois élevée
Silice Teneur modérée Teneur élevée
Micropolluants Présents dans les eaux proches de | Absents sauf suite d’une pollution

minéraux et organique

régions industrialisées

accidentelle

Solvants chlorés

Généralement absents

Présents en cas de pollution de la
nappe

Eléments vivants Virus, bactéries, algues, protistes, | Bactéries sulfito-réductrices et
présence des organismes pathogenes | ferrobactéries
toujours possible

Eutrophie Possible, si les eaux sont chaudes jamais

——
~
| —
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L.5. Barrages en Algérie
I.5.1. Définition

Les barrages sont des aménagements de moyenne et petite hydraulique sur les cours
d’eau secondaires dans les parties amont de grands bassins versants. Il s’agit de digues en
terre compactée avec un déversoir latéral donnant lieu a des retenues d’eau de quelques
dizaines de milliers de m® & quelques millions de m®, inondant des surfaces de taille

modérée(Albergel et al., 2006).

L.5.2. Principaux barrages

Les principaux barrages en Algérie sont rapportés dans le tableau ci-dessous (Tableau 02).

Tableau 02 : Principaux barrage en Algérie (ANBT., 2019).

NOM Région Capacité(Hm") Hauteur (m)
Béni Haroun Mila 960 121
Kouidiet Acerdoune Bouira 640 121
Gargar Relizane 358 90
Sidi yacoub Chlef 253 87
H.Debagh Guelma 184 93
Bouroumi Blida 181 100
Taksebt Tizi ouzou 181 76
H.Boughrara Tlemcen 175 85
Tilesdit Bouira 164 65
Cheffia El Taraf 159 51

I.5.3.Intérét et utilisation des barrages
Selon Delliou (2008), les barrages peuvent étre construits pour plusieurs objectifs :

- Produire de 1'électricité a partir d'une énergie renouvelable, celle de 1'eau, avec des usines
hydroélectriques accolées au barrage ou situées plus bas dans la vallée et alimentées par des

conduites forcées.

- Créer des réserves d'eau pour l'alimentation en eau potable des villes. L'eau peut également

étre nécessaire pour des besoins industriels.

-Irriguer des zones agricoles ayant de gros besoins en eau lors des périodes seches.
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II. Pollution des eaux

I1.1. Définition

Le terme « pollution » désigne la présence d’une substance au-dela d’un seuil pour
lequel des effets négatifs sont susceptibles de se produire (Francois, 2000). La pollution ou la
contamination de 1'eau peut étre définie comme la dégradation de celle-ci en modifiant ses
propriétés physique, chimique et biologique; par des déversements, rejets, dépots directs ou
indirects de corps étrangers ou de matiéres indésirables telles que les microorganismes, les

produits toxiques et les déchets industriels (Tekfi, 2006).
I1.2. Différents sources de pollution

La pollution des eaux provient de quatre sources :
I1.2.1. Naturelle

La pollution naturelle, liée aux surfaces non urbanisées et habitées est essentiellement
due aux phénomeénes d’érosion et au cycle naturel de la végétation. Les polluants issus des
surfaces non urbanisées sont surtout des particules minérales, de la matiére organique et des
composés physico-chimiques (Chocat, 1992). Certains auteurs considérent que divers
phénomeénes naturels sont aussi a l'origine de pollution par exemple, une éruption
volcanique, un épanchement sous-marin d’hydrocarbures, le contact avec des filons
géologiques (métaux lourd)(Gaujous, 1995).

I1.2.2. Domestique

Les eaux domestiques se présentent comme un mélange complexe de matiéres non
dissoutes, sous forme d’une solution aqueuse comporte des matiéres organiques et minérales.
Les principaux composés organiques sont des graisses, des savons, des protides et des
glucides ainsi que leurs produits de décomposition. Ces composés proviennent en grande
partie des excrétions humaines qui sont en nature et en quantité relativement constante avec
une tendance vers un enrichissement en matieres azotées et en graisse pour les niveaux de vie

les plus ¢élevés des populations concernées (Guerene et Gamella, 1978).
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I1.2.3. Agricole

Elle dépend de plusieurs types d’activités : agricoles, d’¢levages et liée a [I’habitat.
L’agriculture est devenue une cause importante de pollution des sols et des eaux par suite de

I’usage systématique des engrais chimiques et des pesticides (Viala et Botta, 2005).

Les engrais chimiques a des fortes doses peuvent agir sur le milieu récepteur soit par
une pollution directe par la nocivité des produits (herbicides, pesticides, insecticides), soit

indirectement par 1’apport des sels nutritifs (AESN, 2005).

Certaines de ces pollutions ont un effet cumulatif et retardé (cas des nitrates dans les nappes
phréatiques). Ce qui ne facilite pas 1’étude de ces phénomenes et la lutte contre leurs effets

(Figure 03) (AFNOR, 1992).

Figure 03: Utilisation des engrais dans 1’agriculture (Source : www.fr.123rf.com).
11.2.4. Industrielle

Les industries, en particulier chimiques, métallurgiques et méme électroniques,
constituent une cause essentielle de la pollution des eaux (Ramade, 1984).Elle est
caractérisée par une trés grande diversité, selon I’utilisation de ’eau dans les processus

(refroidissement, lavage, extraction, mise en solution...etc.) (Gaujous, 1995).

La pollution industrielle provient essentiellement des différentes industries existantes. Le
degré et la nature de la pollution générée par ces rejets varient suivant la spécificité de chaque

activité industrielle (Figure 04)(AESN,2005).




Chapitre I : Revue bibliographique

Figure 04: Pollution des eaux par les rejets industriels (Source :www.quebecscience.qc.ca).

Selon l'activité industrielle, on retrouve des pollutions diverses :

-Des matiéres organiques et des graisses provenant des abattoirs, industries agro- alimentaires.
-Des hydrocarbures issus des industries pétroliéres, transports, etc.

-Des métaux provenant des traitements de surface, métallurgie, etc.

I1.3. Différents types de pollution

On distingue plusieurs types de pollution :

I1.3.1. Pollution physique

Elle est due aux agents physiques (tout élément solide entrainé par l'eau). Cette
pollution modifie les caractéristiques physique de 1’eau : la température, la turbidité, la

conductivité, les matiéres en suspensions (Farhi, 2001).

a. Pollution thermique
La pollution thermique des eaux est due au rejet d’eaux chaudes par les circuits de
refroidissement des centres ¢lectriques et installations industrielles, une hausse ou une baisse

température peut affecter la qualité des I’eau et la vie aquatique (Ramade, 2005).

b. Pollution radioactive

La radioactivité a pour origine la transformation d’un corps simple en un autre avec
émission d’un rayonnement, ces diverses radiations exercent un effet ionisant quand ils se
produisent dans des cellules vivantes, et entrainent des transformations de la structure des

molécules suivies d’effets somatiques ou génétiques (Barbault, 2003).
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I1.3.2. Pollution chimique

Cette forme de pollution issue de substances chimiques telles que les insecticides ou
les pesticides ou elles provoquent la dégradation de la qualité des eaux de surface (cours

d'eau, lacs...) et celle des eaux souterraines (Alpin, 1991).

Actuellement, les industries chimiques continuent a synthétiser des milliers des substances
chaque année. Plusieurs de ces produits sont spécifiquement concus pour €étre toxiques et

persistants (Angel et al., 2007).
I1 existe deux types de pollution chimique :
a. Pollution organique

La pollution organique constitue la partie la plus importante, et comprend
essentiellement des composés biodégradables. Ces composés sont de diverses origines

(Bechac et Boutin, 1984).
» Pollution d’origine urbaine

- Les protides (les protéines) : une grande partie des compositions des organismes vivants
est de nature protéique. Ces protéines subissent une décomposition chimique (hydrolyse)

au contact avec ’eau en donnant des acides aminés.

-Les lipides : se sont des ¢léments rejetés généralement par les eaux domestiques telles
que les graisses animales, et les huiles végétales. Leurs décomposition en milieu aérobie se

traduit par une libération du CO,, et en anaérobiose, il ya formation de CO; et CHa.

-Les glucides : a 1’état simple, il s’agit des sucres alimentaires, le glucose, a 1’état complet
donnant les polysaccharides (Ezziane, 2007).

» Pollution d’origine industrielle

Ce sont les produits organiques toxiques tels que les phénols, les aldéhydes, les
composés azotés, les pesticides, les hydrocarbures et les détergents (Bechac et Boutin.,

1984).
b. Pollution minérale

11 s’agit principalement d’effluents industriels contenant des substances minérales tel que
: les sels, les nitrates, les chlorures, les phosphates, les ions métalliques, le chrome, le cuivre

et le chlore.




Chapitre I : Revue bibliographique

Ces substances :
- Peuvent causer des problémes sur I’organisme de 1’individu.
- Perturbent I’activité bactrienne.
- Affectent sérieusement les cultures (Bechac et Boutin, 1988).
c. Pollution microbiologique

La pollution microbiologie des eaux se traduit par une forte contamination par des
nombreux microorganismes, tels que bactéries et virus. Les polluants les plus inquiétants en
terme de santé humaine sont les microorganismes pathogénes tels que les coliformes fécaux,
les streptocoques fécaux, les salmonelles,....etc. (Ramade, 2005). Ces microorganismes
nocifs peuvent générer des maladies graves dans les cas de contact ou d’ingestion de 1’eau

contaminée (Paul, 1998).

I1.4. Conséquences de la pollution

La pollution des milieux aquatiques peut engendrer d’énormes conséquences touchant a tout

ce qui est vivant.

11.4.1. Santé humaine

Les conséquences d’une pollution sur la santé de ’homme sont variables dans le
temps en fonction de I'usage de I’eau. Par exemple, la pollution d’une nappe non exploitée
n’a aucune conséquence sanitaire immédiate ;elle peut avoir longtemps aprés si on utilise
cette eau pour I’alimentation en eau potable (Gaujous, 1995). Ce sont des conséquences
prendre en priorité, elles peuvent étre liées a 1’ingestion d’eau, mais aussi au simple contact
avec le milieu aquatique (cas de nombreux parasites).Le risque épidémiologique d’origine
hydrique liée a I’homme, par diverses activités. Il contribue a la propagation des maladies a
transmissions hydriques talques : le choléra, I’hépatite infectieuse, la fiévre paratyphoide

etc..... (Balvato, 1984).
11.4.2. Environnement

Les écosystémes aquatiques sont constitués de communautés animales et végétales en
équilibre avec leur milieu. Une modification de celui-ci est due a une pollution qui entraine un
changement des caractéristiques de ces communautés. Tout apport de matiéres organiques
peut détruire I’équilibre biologique, la baisse de teneur en oxygéne peut avoir des

conséquences néfastes:
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-Elle peut entrainer la mort des bactéries aérobies.
-Provoque la mort de nombreuses especes.
-Elle peut créer une fermentation anaérobie avec augmentation de la température du milieu

(pollution thermique) (Figure 05)(Gaujours, 1995).

Figure 05 : Mort des espéces dans les zones polluées (Source www.fr.123rf.com).

11.4.3. Esthétiques

La pollution de I’eau peut avoir un effet de perturbation de I’image d’un milieu (par
exemple les sachets ou bouteilles plastiques rejetés dans un marigot, ou encore la couleur
noirdtre de certaines eaux usées) (Gaujous, 1995). Dans la plupart des cas sans réel danger
pour le milieu (carcasses de véhicules abritant des populations animales qui sont beaucoup

plus riches que le milieu environnant) (AFNOR, 1992).
I11. Biodégradation des polluants

I11.1. Traitements des polluants

Les caractéristiques des eaux brutes sont extrémement variées (Boari, 1997). Il existe
un certain nombre de procédés ¢lémentaires destinés a les traiter. Les professionnels de 1’eau
peuvent combiner de différentes maniéres ces procédés, en fonction des cas spécifiques

(Roumieu et al ., 2003).
II1.1.1. Traitements physiques

Actuellement, les traitements physiques constituent la majorité des techniques mises

en ceuvre. Elles consistent a séparer et concentrer les polluants, sans les modifier ou les
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détruire. Les procédés d’extraction, de lavage et de confinement sont les plus souvent utilisés

(Scriban, 1999).
II1.1.2. Traitements chimiques

Les traitements chimiques ont pour but de détruire les polluants ou de les transformer
en une forme moins nocive pour l'environnement ; et ceci par ’intermédiaire de réactions

chimiques se produisant entre le polluant et le réactif ajouté (Akmouci-Toumi, 2009).
I11.1.3. Traitements biologiques

Certains micro-organismes (bactéries, champignons, levures) ont de grandes facultés
de transformation métabolique et de décomposition des matieres biodégradables (Menoret,
2001).

Ils peuvent étre utilisés seuls ou en complément d'une autre technique. La décontamination
par voie biologique consiste donc a stimuler un phénomeéne naturel pour en augmenter le

rendement afin de détruire le polluant organique qui sera utilis¢ comme source de carbone
(Colin, 2000).

I11.2. Biodégradation

II1.2.1. Définition

La biodégradation est I’ensemble des mécanismes de transformation d’un polluant (un
composé organique métabolisable) en différents sous-produits moins nocives par ’action des
microorganismes. Ce phénomeéne peut s’effectuer a n’importe quel milieu (sol, eau)
(Lecomte. 1995). La biodégradation se réalise soit en conditions aérobies soit en conditions

anaérobies (Kumar et Gopal, 2015).

I11.2.2. Différents types

I11.2.2.1. Biodégradation aérobie

Selon Zhenpeng et al.,(2002 ) la biodégradation aérobie d'une substance organique est le
degré de modification physique et chimique que subit cette matiére organique par les
microorganismes en présence d’oxygene. Celle-ci peut étre affectée par la modification de

l'un des facteurs suivants (Figure 06) .

* Vitesse de dégradation des composés organiques.
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* Quantité de 1'oxygene consommée.
* Produits résultant de la dégradation.

 Activité microbienne.

Matiére organique solide
contenue dans le massif de déchet

Hydrolyse
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Figure 06 : Principe de la dégradation aérobie (Moletta, 2002).

v
[C arbone organique dissout J

I11.2.2.2. Biodégradation anaérobie

La biodégradation anaérobie d'une substance organique est le degré de modification physique
et chimique que subit cette matiere organique par les microorganismes en conditions

d’anaérobiose (Bouderhem, 2011).
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I11.2.3. Action des microorganismes sur les polluants de I’eau

Les microorganismes jouent un rdle essentiel dans les cycles des nutriments et
interagissent avec tous les organismes et rester a la base d’écosystémes durables. Toute
activité microbienne a savoir : oxydation, réduction, liaison, immobilisation, conversion ou
transformation est réalise a I’aide d’enzymes telles que les oxydases, les réductases, les
oxygénases, etc., mais seulement quelques enzymes par leur fonction spécifique sont
impliquées la dégradation des polluants organiques. Souvent, un seul microorganisme est
incapable de traiter tous les réactions métaboliques pour dégrader un polluant, mais un groupe
de microorganismes peut devenir capable d’effectuer toutes les réactions de biodégradation

(Becker et al, 2010).
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I. PRESENTATION DE LA ZONE D’ETUDE

I.1. Localisation du barrage

Le barrage Sidi M’Hamed Ben Taiba est situ¢ dans la région de Ain Defla, a environ 15 Km
au Nord-ouest de la région d’Ain Defla. Le site de barrage de SMBT se trouve sur 1’oued Ebda
immédiatement au sud de la confluence de deux oueds situés au nord : oued Ferhat et oued El
—Had qui partent dans le bassin versant et s’entendent jusqu’aux montagnes de Djebel

Boumaad et Djebel Zaccar Gharbi (Figure 08) (www .soudoud-dzairr.com).

=1

— ]

Données cartographiques £2015 Google 2 KM beeed

Figure 08 : Localisation du barrage Sidi M’Hamed Ben Taiba (Google Earth, 2019).

Le barrage SMBT est implanté dans une région a vocation agricole, dont I’habitation
se situe en dehors de la cuvette de barrage, la construction du barrage permet de mobiliser un
volume de 75 Million m?® ,le but d’aménagement est essentiellement la régularisation des
apports de I’oued Ebda, en vue de satisfaire les besoins pour I’irrigation du périmétre de El
Amra- Abadia, dont la superficie est de 8500 hectares, ainsi que le renforcement de
I’alimentation en eau potable des localités de Ain Defla, Khemis Miliana et Sidi Lakhdar

(www .soudoud-dzairr.com).
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L.2. Présentation du barrage Sidi M’Hamed Ben Taiba

Cette morphologie est présentée par I’étude successive des caractéristiques de forme et
de relief (Mesarat,2009). Les différences trés grandes dans les perméabilités des allusions
présentes sur les zones d’emprunt d’oued el Had et oued Ebda ont dicté de mettre en place les
alluvions les plus perméables (oued Ebda) dans la recharge amont et celles, moins perméables

(Oued el Had) dans la recharge aval (Figure 09).

Figure 09 : Situation satellitaire du barrage Sidi M’Hamed Ben Taiba (Google Earth, 2019).

Les qualités médiocres des terrains de fondation et la séismicité élevée de la région ont
rendu nécessaire le recours a une structure massive, de faible hauteur immergée, en mesure de
supporter sans dommages les effets du séisme de projet. La morphologie de la rive gauche ne
permet pas I’implantation d’un seuil déversant frontal de dimensions suffisantes pour
permettre le passage du débit de la crue de projet. Le choix a donc été fait de réaliser un seuil
latéral courbe, de longueur développée égale a 100 m. Les parametres morpho-métrique
jouent un rdle prépondérant dans la répartition des eaux a 1’échelle d’un bassin versant

(Mesarat,2009).




Chapitre I1: Matériel et méthodes

1.3. Fiche technique du barrage Sidi M’ Hamed Ben Taiba

Les caractéristiques du barrage de Sidi M’Hamed Ben Taiba et celles de son bassin

versant sont présentées dans le tableau 03 (ONID, 2016 ; ADE,2016 ;ANBT,2016).

Tableau 03 : Fiche technique du barrage SMBT.

Superficie du bassin versant 194 Km

Apport moyen interannuelle du bassin 49 Hm’ contre 29 Hm® Estimé par I’ABH
versant

La capacité du barrage 75 Hm’

Volume régularisé 56 Hm® /an

Apport moyen annuel 76 Hm’

Précipitation moyenne annuelle 938 mm

Volume annuel des apports solides 330000 m

Crue probable de projet 2647m/s

I.4.Distribution

Alimentation en eau potable des villes de Ain Delta, Mekhatria, Arib, Khemis Miliana,
Sidi Lakhdar, avec un volume de 35,6 Hm’ et il renforcera aussi I’irrigation du périmétre de

Amra et Abadia avec un volume de 37,5 Hm’ (ONID, 2016 ; ADE, 2016; ANBT, 2016).
I.5. Présentation de la station de traitement

La station de Sidi M’Hamed Ben Taiba est prévue pour traiter un débit moyen de 1800

m?/h. La qualité de I’eau traitée doit respecter les normes de ’OMS.

Les principales étapes de traitement sont (Figure 10) (ONID ,2016 ; ADE, 2016 ; ANBT,
2016) :

-Admission de I’eau brute dans 1I’ouvrage équipé d’une vanne de sécurité.

-Aération des eaux brutes et injection de sulfate d’alumine (AL, (SO4)3), de permanganate de

potassium (KMnQOy) et I’acide sulfurique (H, SOs).
-Dosage de polyélectrolytes.

-Coagulation .
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-Floculation.
-Décantation.
-Filtration par 04 filtres a sable.

-Désinfection par chlore.

Figure 10 : Schéma représentatif des étapes de traitement de 1’eau potable.
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I1.6. Situation climatologique

La zone d’¢tude présente un climat méditerranéen semi-aride et un écart de
température de 20°C entre les températures du mois de janvier et celle d’aott. L’été s’étend
sur environ 5 & 6 mois avec des masses d’air chaud a partir du mois de mai. La pluviométrie
reste variable et atteint 870mm en moyenne par année. Une série d’étages climatiques qui va

du subaride au fond de la vallée au subhumide sur les reliefs.
I.7. Description du laboratoire

Le laboratoire d’analyse se trouve au sein de batiment dans la station de traitement de
I’eau potable de Arib .1l est composé de deux chambres, 1’une pour les analyses physico-
chimiques et D’autre pour effectuer les analyses bactériologiques principalement: pH,

température, conductivité, Ca>*, Mg*",CI™, Coliformes , Streptocoques, Clostridium.
I1. Technique d’échantillonnage et mode de prélevement

Notre étude est faite durant la période de 24 mars jusqu’a 24 mai. Elle consiste a
effectuer des analyses physico- chimiques et bactériologiques de I’eau de barrage SMBT de
Arib.

Les points de prélévement ont été choisis de maniére que 1’échantillon doit &tre

représentatif. Nous avons fait un échantillonnage a trois niveaux.

Tableau 04 : Les différents points obtenus de prélévement.

Date Profondeur

15/04/2019 surface
15/04/2019 15m
06/05/2019 30m

I1.1. Technique d’échantillonnage

La premicre étape pour s’assurer que les techniques d’échantillonnage employées sont
appropriées pour donner au personnel une formation adaptée aux conditions

d’échantillonnage qu’il est susceptible de connaitre.
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A/ Prélévement de surface

Les échantillons prélevés en surface peuvent étre recueillis en tenant la bouteille de
prélevement et en la plongeant dans I’eau jusqu’a ce qu’elle soit entierement immergée, selon
les procédures normalisées. Cette méthode d’échantillonnage manuel est le moyen le plus

facile pour recueillir un échantillon d’eau (RESE-Nord,2005).
B/ Prélévement en profondeur

Utiliser une bouteille d’échantillonnage de 1.7 litres (KC DenmarkA/S) seulement

pour les sites d’échantillonnage a plus de 2 m de profondeur selon les étapes suivantes :
-Vérifier que I’échantillonneur fonctionne correctement.
- Entreposer 1’échantillonneur en position d’ouverture, dans un endroit propre.

- Etalonner la corde de ’échantillonneur et y faire une marque a partir du milieu du tuyau de

I’échantillonneur afin d’obtenir les profondeurs d’échantillonnage exactes.

-Vérifier que la bouteille de prélévement est propre (rincer les bouteilles a trois reprises si

elles ne sont pas prélavées) et ouvrir I’échantillonneur en soulevant les embouts.

- Régler le mécanisme de bascule et faire descendre 1’échantillonneur jusqu’a la profondeur

désirée.

-Envoyer le messager vers le bas pour déclencher le mécanisme de bascule qui entraine

I’ obturation par les embouts.
-Remonter 1’échantillonneur a la surface.

- Laisser passer un petit volume d’eau dans le tuyau de sortie afin de rincer le robinet de

vidange. vider les échantillons pour 1’analyse dans les bouteilles.
-Retirer lentement le tuyau pour éviter toute pénétration d’air et fermer.

-Continuer de transférer 1’eau échantillonnée de la bouteille aux flacons d’échantillon

individuels a 1’aide du robinet de vidange (ISO ,2008a).(figure 11) .
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Figurell : Différentes disposition de bouteille d’échantillonnage lors de prélévement

(original).
I1.2. Mode de prélévement

L’échantillon d’eau est recueillis dans des flacons en plastique de 250 ml bien
nettoyés pour 1’analyse physico-chimique, et des flacons en verre rincés a 1’eau  distillée ,
bien bouchés et stérilisés a l'autoclave a 120°C pendant 1 heure pour I’ analyse

bactériologique .

Les principaux renseignements a fournir pour une analyse d’eau sont les suivantes :

1) Date et heure du prélévement.

2) Origine de I’eau (source, puits, forage, riviére, lac, barrage, citerne, etc.).

3) Type d’analyse (physique ou bactériologique).

4) La profondeur.

5) Météorologiques du moment (précipitation, vent, pression atmosphérique)(Rodier, 2009).
I1.3. Transport et conservation des échantillons

Pour assurer la fiabilité des résultats, le transport d’échantillon depuis le moment de
prélevement jusqu’a leur arrivée au laboratoire ne doit pas dépasser les 24 heures, le transport

est effectu¢ dans une glacicre a 4 °C.
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Parfois, il faut ajouter des agents chimiques conservateurs (tableau 05) afin d’éviter

certaines transformations lors de transport (Rodier, 2009).

Tableau 05: Types de récipients appropriés aux différents parameétres a étudier (Rodier,

2009).
Caractéristique
Volume Température
ou élément o o Effectuer
Récipien | Conservateur | minimum du | de Méthode
analysé . ) la mesure
t utilisé prélévement | conservation d’analyse
avant
(ml) °O
Couleur v 0 500 4 24h Visuellement
Sensation au
Odeur v 0 500 4 24h
nez
Température / / / / / Thermomeétre
Mesure in
pH PouV situ de / 4 24h pH métre
préférence
Mesure in
Conductivité PouV situ de 100 4 48h Conductimeétre
préférence
Turbidité PouV / 100 4 24h Turbidimétre
Résidu sec PouV / 4 4 24h Gravimétrique
Oxygene
) Ve VB / Oxymétrie
dissous
Mesure in
TA-TAC-TH Pouv situ de 200 4 24h )
Volumétrique
préférence
Chlore Pouv / / 4 48h Colorimétrie
Ammonium Acide
) Pouv ) / 4 48h Colorimétrie
nitrate sulfurique
Nitrite Pouv 0 / 4 48h Colorimétrie
Phosphate Pouv 0 100 4 48h Colorimétrie
Acide Dichromate de
DCO Pouv ] 100 4 24h ]
sulfurique potassium




Chapitre II: Matériel et méthodes

DBO métre
DBOS5 Pouv 0 1000 4 24h
(manométres)
Lacons
stériles (en
Coliformes Membrane
Pouv présence 250 4 24h
totaux filtrante
d’une eau
traitée)
Par un
) oxydants,
Coliformes Membrane
Pouv ajouter avant | 250 4 24h
fécaux filtrante
stérilisation 5
gouttes
Streptocoques Une solution
fécaux de thiosulfate Membrane
Pouv ) 250 4 24h
de sodium a filtrante
10%
V : Verre

P : Plastique
II1. Analyses et modes opératoires

Les analyses doivent étre faites le plutdt possible apres le prélévement pour permette
d’avoir des résultats plus fiables, une eau potable doit présenter des certains caractéres
physico- chimiques et répondre a certaines critéres essentielles (incolore,
inodore ...etc.).L’OMS a édicté des normes internationales pour 1’eau de consommation

(Khadraoui et Taleb ,2008).
II1.1. Paramétres organoleptiques

L’analyse des caracteres organoleptiques qui ont été effectuées pour les échantillons

d’eau a permis d’examiner :

a- La couleur : L’eau potable doit étre claire et incolore, le changement de couleur d’une eau
peut étre le premier signe d’un probléme de qualité. Dans un échantillon d’eau ’intensité
relative d’une couleur est analysée a 1’aide d’une échelle arbitraire composée d’unité¢ de

couleur vraie (Khadraoui et Taleb ,2008).
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b-Gout et odeur : Les eaux de consommation doivent posséder un gout et une odeur non
désagréable. Ces deux propriétés, purement organoleptiques, il n’existe pas aucun appareil

pour la mesurer (Rodier, 2005).
I11.2. Parametre physico-chimiques

II1.2.1. Parameétres in situ

Un certain nombre de paramétre physico-chimiques de I’eau ne peuvent étre mesurés
que sur terrain car les valeurs peuvent évoluer trés rapidement dans les échantillons prélevés.

Ce sont principalement :
I11.2.1.1. Température

La mesure de la température de 1’cau est réalisée a ’aide d’un appareil électro-

métrique (un thermometre), selon les étapes suivantes (Edline ,1996):
- La température de 1’eau sera prise en méme temps que le prélévement de 1’échantillon.
-Introduire 1’¢lectrode de thermométre dans I’eau analysée.

-Laisser le thermomeétre pendant une durée suffisante pour que la valeur affichée soit

stabilisée.
I11.2.1.2. Potentiel d’hydrogene (pH)

Le pH est constitué un indice exprimant 1’acidit¢ ou D’alcalinité, il joue un role
primordial dans les propriétés physico-chimiques et dans le processus biologiques (Trifi,
2012).

Le pH de 1’eau mesure la concentration des protons H contenus dans ’eau en utilisant

le pH-métre. Il résume la stabilité de I’équilibre établit entre les différentes formes de 1’acidité
carbonique.

- I’électrode de pH-meétre est rincée par 1’eau distillée puis plongée dans 1’échantillon en

laissant I’appareil se stabilise, on note la valeur affichée (NA 751).
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I11.2.1.3. Conductivité

Elle sert a mesurer la quantit¢ des sels dissous qui est représentée par la conductivité
¢lectrique. Elle dépend de la concentration, nature des ions, de la température et la viscosité

de la solution.

La conductivité est exprimée en siemens par metre (S/m) ou micro siemens par centimetre

uS/cm.
La méthode de mesure de la conductivité est :
-On utilise pour la mesure de la conductivité le multi-parameétre.

-Brancher 1’¢lectrode correspondant a la mesure, puis rincer avec ’eau distillée puis avec

I’échantillon.
-Emerger 1’¢lectrode dans le bécher contenant 1’échantillon.
- Laisser I’appareil se stabiliser et noter la valeur de la conductivité (NA 749).

II1.2.1.4.0xygeéne dissous

Les concentrations en oxygene dissous, constituent avec les valeurs de pH, ’un des
plus importants parameétres de qualité des eaux pour la vie aquatique (Merabet, 2010). On
note le taux d’oxygene dissous en mg/l apres 1’introduction directe de I’¢électrode d’oxymétrie

(HACH USA), dans le flacon d’échantillon.
I11.2.1.5. Turbidité

La turbidité d’une eau est causée par des mati¢res non dissoutes (limon, argile, algue,
grain de silice, etc....). L’appareil employ¢ est le turbidimetre(WTW). La longueur d’onde de
la radiation incidente est de 860 nm comme recommandé dans la méthode ISO 7027. Les

résultats sont exprimés en NTU (Nephelometric Turbidity Units).
Leur détermination s’effectue selon les étapes suivantes :

-Mettre en marche le turbidimeétre.

- Agiter 1’échantillon a analyser et remplir la cuve.

-Essuyer la cuve avec papier absorbant.




Chapitre II: Matériel et méthodes

-Introduire la cuve dans son emplacement dans 1’appareil et fermer le couvercle.
-Noter la valeur maximale affichée (ISO 7027).
II1.2.2. Paramétres mesurés au laboratoire

Les échantillons sont soumis a une série d’analyses qui permettent d’apprécier la
qualité de 1’eau brute et de mesurer leur degré de pollution .Nous intéressons principalement
dans la STEP a la détermination de la pollution par I’estimation des parameétres : demande
biologique en oxygéne pendant 5 jours (DBOS), nitrate, nitrite, matiére organique ...etc.

(Edline, 1996).
I11.2.2.1. Demande biologique en oxygéne(DBOS)
LaDBOS5 permet de mesurer la quantité d’oxygene consommeée et qui est induite par la

production de CO, absorbé par un pie a soude crient. Il est considéré que la DBO mesure la

pollution dégradable par les micro-organismes (Rejseck, 2002).
Elle peut étre mesurée sur 5 jours d’incubation (DBO 5) comme suite :

-Remplir un flacon brun en verre par un volume de 250ml d’eau a analyser contenant un

barreau magnétique.

-Ajouter les réactifs : pastilles de soude (NaOH) ou un sachet de lithium hydroxyde dans un

bouchon a manchon en caoutchouc dans le goulot de la bouteille.
-Fermer les flacons par les tétes et mettre a 0.
-La température est équilibrée et réglée a 20°C.

-Les échantillons sont incubés a 1’obscurité dans une armoire thermorégulatrice fermée a clé

pendant cinq jours.
-Les résultats sont affichés sur la téte de chaque flacon (Edline, 1996).
II1.2.2.2. Calcium et magnésium

Les ions de calcium et magnésium sont titrées avec une solution aqueuse de ’EDTA.

En utilisant le réactif de muréxide pour le titrage de calcium le NET et pour le titrage de

magnésium (ISO 6059).
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Le dosage de calcium et magnésium se fait comme suit :

V1) Ca®" - Prendre 50 ml d’eau a analyser.
- Ajouter 2 ml de NaOH a 2 N.
- Ajouter du Murexide.

- Et titrer avec ’E.D.T.A jusqu’au virage violet.

(Vy) Ca*'Mg™": - Prendre 50 ml d’eau a analyser.

- Ajouter 2 ml de NH,OH .

- Ajouter le Noir Eriochrome (NET).

- Et titrer avec I'E.D.T.A jusqu’au virage bleu.
La détermination du Calcium en mg/1 est donnée par la formule suivante:

[Ca’] en mg/l = (V1 x Ngpra x F x MCa®* x 1000) /P.E
Ou: Vi : Volume d'EDTA nécessaire pour une concentration donnée.
C : Concentration molaire d'EDTA (0,01 M/1).
Mca2+ : Masse molaire du calcium en g.
P.E : Prise d'essai (volume de l'échantillon nécessaire pour ce dosage).
F : Facteur de dilution.
La détermination du Magnésium en mg/1 est donnée par la formule suivante:
Mg** = (V3 - Vi) x (Nepra x F x MMg** x 1000) /P.E
D’ou:
V2: Volume total d'E.D.T.A
V1 : Volume d'EDTA nécessaire pour une concentration donnée.

C : Concentration molaire d'EDTA (0,01 M/1).

2+ . , .
Mmg~ : Masse molaire du Magnésium en g.
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P.E : Prise d'essai (volume de I'échantillon nécessaire pour ce dosage).
F : Facteur de dilution (ISO 6059).
111.2.2.3. Chlorures (CI")
Les ions de chlorures réagissent avec des ions d’argent pour former du chlorure

d'argent (brun-rouge) qui précipite quantitativement avec des ions chromates (ISO 9297).

AgNO; +NaCl {Ag Cl} + Na NO; Blanc

2Ag C1 + K, Cr O4

2 K Cl + Ag; CrO4 Rouge brique
La méthode de dosage de chlore est la suivante:
- Prendre 5 ml d’eau a analyser.
- Ajouter 2 gouttes de K,C,O4 (coloration jaunétre).
- Titrer avec AgNO3 jusqu’a coloration brun rougeéatre.
Les résultats sont exprimés selon la réaction suivante :

[Cllenmg/l = (VAgNO; x NAgNO;x MCI' x 1000) /PE

VAgNO; : Volume d’AgNO; nécessaire pour le dosage de 1’échantillon.

NAgNO; : Normalité d’AgNO;s.

MCI : Masse molaire des chlorures.
F : Facteur de correction du titre d’Ag NO;.
PE : Prise d’essai.

I11.2.2.4.Sulfates(SO,>)

Les ions sulfatés sont précipités et passés a I'état de sulfate de baryum en présence de
Ba Cl,, selon la réaction suivante :
Ba CL +SO,” — BaSO4+2CI

La détermination des ions de sulfates se fait comme suit :

- Prendre 10 ml d'eau a analyser puis compléter a 50 ml d'eau distillée.
- Ajouter 1 ml de HCI.

- Ajouter 5 ml de chlorure de baryum.

- Agiter pendant 1 mn.

- Laisser pendant 15mn.
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Lire les résultats exprimés par mg/l avec une longueur d’onde de 420nm(Rodier, 1997).
I11.2.2.5. Alcalinité (HCO3)

L'alcalinité d'une eau correspond a la présence des bicarbonates, carbonates et
hydroxydes. La détermination des volumes successifs d'acide fort en solution diluée
nécessaire pour neutraliser, aux niveaux de pH = 8.3 et 4.3, le volume d'eau a analyser. Elle
est déterminée comme suit :

- Prendre 100 ml d’eau a analyser.

- Noter le pH.

- Titrer avec HCI jusqu’a obtention d’un pH de 4,3.
Les résultats sont exprimés selon 1’équation suivante :
(HCO3) mg/1 =(Vo x NA x M HCO5 x 1000) /P.E
Va :Volume d’acide versé.
Na : Normalité d’acide versé.
MHCOj5 : Masse des bicarbonates (HCO3").
P.E : Prise d’essai (Rodier et al. 2005).
III .2.2.6. Azote ammoniacal (NH,")

Les ions d’ammonium réagissent avec les ions salicylate et hypochlorite pour former
un composé bleu détecté au spectrométrique a environ 655nm (ISO 7150).Leur détermination
est comme suit :

- Prendre 40 ml d’eau a analyser.

- Ajouter 4 ml du LCK 303.

- Ajouter 4 ml du LCK 305.

- Ajuster a 50 ml avec I’eau distillée et attendre 1. 30h.

-Remplir I’échantillon dans la cuve.

-Les résultats en ml/l sont affichés sur spectrophotométre a A=655 nm (ISO 7150).
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II1.2.2.7. Nitrites (NOy)

Les nitrites réagissent avec le Sulfanilamide pour former un compos¢ diazoique qui,
aprés copulation avec le N1 Naphtyléthyléne diamine dichloride donne naissance a une
coloration rose mesurée a 543nm. Leur détermination est selon les étapes suivantes :

- Prendre 50 ml d’eau a analyser.

- Ajouter 1 ml du réactif mixte (Acide phosphorique N-1- Naphtyle éthyléne diamine).
- Laisser pendant 10mn.

- L’apparition de la coloration rose indique la présence des NO, .

- Lire le résultat directement en mg/l au le spectrophotomeétre a A=543 nm (ISO 6777).

111.2.2.8. Nitrates (NO3)

En présence de salicylate de sodium, les nitrates donnent du paranitrosonylate de
sodium coloré en jaune et susceptible d'un dosage colorimétrique.

Le dosage de nitrate s’effectue selon les étapes suivantes :

-Prendre 10 ml de I'échantillon a analyser.
-Ajouter 2 a 3 gouttes de NaOH.

-Ajouter 1 ml de salicylate de sodium.

-Evaporer a sec a I'étuve 75 - 80° C.
-Laisser refroidir.

-Reprendre le résidu avec 2 ml. H,SO4

-Laisser reposer 10 mn.

-Ajouter 15 ml d'eau distillée.

-Ajouter 15 ml de tartrate double de sodium et de potassium

-Lire les résultats directement en mg/l au spectrophotometre a 420 nm
(Rodier ,1978).

I11.2.9. Phosphates (PO4")

Le principe de la méthode consiste a mettre en réaction d’oxydoréduction le

molybdate d'ammonium, le tartrate double d'antimoine et de potassium par l'acide ascorbique
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.Le complexe formé est coloré en bleu qui présente deux valeurs maximales d'absorption

I’une vers 700 nm, l'autre plus importante a 880 nm.
La méthode de mesure des ions phosphatés est :

- Prendre 40 ml d'eau a analyser.

- Ajouter 1 ml acide ascorbique

- Ajouter 2 ml du réactif mixte.

- Attendre 10mn le développement de la couleur bleu.

- Lire le résultat directement en mg/l au spectrophotométre (ISO 6878).

II1.2.2.10. Matieres organiques

Les matieres organiques sont dissoutes dans toutes les eaux et méme si elles existent
seulement sous forme de traces, leur teneur indique une charge d’eau en matiére polluante.
(Degremonts ,2005).Sa détermination consiste a :

-Transférer a I’aide d’une pipette 100 ml d’échantillon dans un bécher.
-Ajouter 20 ml d’acide sulfurique et mélanger en agitant doucement.
-Placer le bécher sur une plaque chauffante et porter a ébullition.
-Ajouter 20ml de solution de permanganate de potassium.

-Laisser réagir 10mn

-Titrer pendant que la solution est encore chaude, avec la solution titrant de permanganate de
potassium jusqu’a une coloration rose pale persistant environ 30s.

-Noter le volume.

IV. Paramétres bactériologiques

Les parametres bactériologiques consistent a la recherche des indicateurs de

contamination principalement sont les suivants :

» Germes aérobies mésophiles totaux a 22 C° et 37°C.
» Coliformes totaux a37°C et Coliformes fécaux a 44 °C.
»  Spores aérobies sulfito-réducteurs a37°C.
» Streptocoques fécaux a 37°C.
Il existe deux méthodes utilisées pour 1’analyse bactériologique :
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1. Dénombrement sur membrane filtrante

Le dénombrement est basé sur la filtration de I’échantillon d’eau a travers une membrane
filtrante de 0.45 pm de diamétre.

2. Dénombrement sur milieu liquide
Il consiste a ensemencer de 1’échantillon sur bouillon liquide (Rodier, 2009).

Tableau06 : Avantages et inconvénients de la technique de filtration et la méthode de NPP.

Méthode par filtration Méthode de NPP
Avantages -Facteur temps : rapide -Fiable
-Economique -Eau chargée

-Exactitude des résultats

Inconvénients Investissent de départ : Aléatoire

couteux

IV.1. Recherche et démembrement des germes mésophiles totaux

Selon NA 763, ISO 6222, la recherche et le dénombrement des germes mésophiles
totaux se réalise a deux températures différentes : 22°C et 37°C, parce qu’il y a des bactéries

psychrophiles et des bactéries mésophiles, dont :

Préparation des dilutions décimales:
-Préparer des tubes a essais contenant chacun 9 ml d’eau physiologique stérile.
-Prélever 1 ml de la solution mére et ajouter dans le premier tube (107™).
-Prélever ensuite 1 ml puis transférer dans le deuxiéme tube ( 10), et ainsi de suit.
-Préparer deux séries de boites.

-Etiqueter les boites de Pétri correspond aux dilutions puis couler la gélose PCA.

-Prélever 1 ml de SM et ensemencer sur la boite.

-Prélever 1 ml de chaque dilution et ensemencer sur les boites correspondant.

-Former un rateau avec la pipette Pasteur et étaler le volume ensemencé.

-Retourner les boites et incuber dans 1’étuve une série a37°C et I’autre a 22°C pendant 48h a

72h.
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-Compter les colonies présentes dans chaque boite, et noter les caractéres morphologiques de

chaque colonie (AFNOR EN ISO, 1999).

IV.2.1. Recherche et dénombrement des coliformes et Escherichia coli par méthode de

filtration

Les coliformes sont des bacilles a Gram négatifs, aérobies ou anaérobies facultatif,
non sporulés, ne possédant pas d’oxydase, capables de fermenter le lactose avec production
d’acide et de gaz pendant 24 a 48 heures a une température de 37°C. Les coliformes thermo
tolérants ont les mémes propriétés que les coliformes mais avec une température de croissance

allant jusqu’a 44°C (ISO 9308-1).
La recherche des coliformes se fait comme suit :

-Flamber la rampe de filtration avec bec bunzen.

-Laisser 1’entonnoir se refroidir.

-Couler la gélose Tergitol avec leur réactif dans les boites.

-Préparer deux séries des boites et étiqueter (coliformes totaux et coliformes fécaux)
-Flamber la pince a la flamme 2 a 3 secondes.

-Prendre une membrane stérile de porosité 0,45 um

-Déposer la membrane sur le support de filtration refroidi.

-Agiter I’échantillon a analyser et flamber 1égérement la partie supérieure de flacon.

-Verser I’eau a analyser dans 1’entonnoir jusqu’a 100 ml.

-Ouvrir le robinet du support, laisser aspirer entiérement.

-Prélever la membrane avec un pince stérile.

-Déposer la membrane sur le milieu sélectif (gélose lactosée au Tergitol et au T.T.C.)
-Incubation a 37°C pour la recherche des coliformes totaux et a 44 °C pour les coliformes
fécaux pendant 24 a 48 h, le couvercle vers le bas.

-Aprés I’incubation, la lecture des boites consiste a noter juste les colonies petites, lisses
légérement bombées a contours réguliers et pigmentés en jaune orangé ou en jaune (lactose

positive) (NF EN ISO 7218 2007-10).

- La confirmation base sur les tests suivants :

a- Test a I’oxydase

-Repiquer sur gélose TSA 5 a 10 colonies.
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-Incuber a 37°C pendant 24 heures.

- Aprés lincubation déposer une colonie caractéristique sur un disque d’oxydase
(Tétraméthyl-p-phényleéne diamine), la réaction positive immédiate se traduit par un virage au
bleu violet foncé.

b-Test de confirmation d’E coli

- Ensemencer une colonie pure sur le milieu Schubert et incuber 444°C pendant 24h.

-Aprés I’incubation, si on observe un trouble sur le milieu avec le dégagement de gaz ajoute
le réactif de kovacs.

-la formation d’anneau rouge sur la surface de milieu Schubert immédiatement indique la
présence de bactérie Escherichia coli (NF EN ISO 899).

IV.2.2. Recherche et dénombrement des coliformes et E. coli thermotolérant en milieu

liquide
A/ Test de présomption en milieu BCPL+cloche de Durham

-Préparer 2 types de milieu BCPL double concentration et simple concentration.

-Préparer les dilutions décimales de SM jusqu'a 107

-Noter que chaque dilution prendre 3tubes de BCPL.

-Prélever 1 ml de I’eau analysée et ajouter dans le BCPL simple concentration (3 répétitions).

-Prélever 0.1 ml de I’eau analysée et ajouter dans le BCPL simple concentration (3
répétitions).

-Prélever 10 ml de D’eau analysée et ajouter dans le BCPL de double concentration
(3répétitions).

-Chasser le gaz présent dans les cloches avant 1’incubation.
-Incuber a 37°C pendant 24 a 48 h.
-La lecture des coliformes totaux a37°C (aspect de tube de milieu BCPL+cloche de Durham

positif lorsque on trouve une acidification du milieu avec la présence de gaz).

-Noter le nombre de tube positifs et se référer a la table de NPP (Figure 12) (NF T90-413).
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Figure 12 : Recherche et dénombrement des coliformes dans I’eau (test de présomption).

B/ Test de confirmation en milieu Schubert+cloche de Durham

-Repiquer chaque tube positif de BCPL (5a 6 gouttes) sur un tube de milieu Schubert+cloche
(changer la pipette Pasteur pour chaque tube contient une cloche).

-Incuber 24h a 44°C.

-Lecture du milieu Schubert : voir une trouble dans le milieu Schubert et le dégagement de
gaz dans la cloche.

-Ajouter le réactif de Kovacs et voir la formation d’un anneau rouge.

-Noter le nombre de tubes de Schubert positifs pour chaque série (Figure 13) (NF T90-413).

38

——
| —
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Test de confirmation
&=
A

I

Repiquage sur milieu Schubert + clo‘[he
Incuber a 44°C, 24 heures l
v
Ajouter 2 a 3 gouttes de réactif de Kowacs par tube

Gl

et ++ - == e b
%—J

1 1 : 1

— &80

Figure 13 : Recherche et dénombrement des coliformes dans 1’eau (test de confirmation).
IV.3. Recherche et dénombrement des spores de bactéries anaérobies sulfito-reductrices

par méthode de filtration sur membrane

Les anaérobies sulfito-réducteurs se présentent sous forme de bactéries Gram+, se
développent entre 24 a 48 heures sur une gélose viande foie .Les spores des ASR constituent
généralement des indices de contamination ancienne.

Le dénombrement des spores de Clostridium est réalisé selon les étapes suivantes :

-Mettre un flacon de 1’eau a analyser dans un bain marie a température de 80°C pendant 8 a
10 minutes, dans le but de détruire tous les formes végétatives des ASR.

-Apres chauffage refroidir immédiatement le flacon sous I’eau de robinet.
-Préparer 4tubes, puis verser dans chaque tube 5Sml d’eau a analyser.

-Ajouter environ 18 a 20 ml de gélose viande foie.
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-M¢élanger doucement le milieu et I’inoculum.

-Laisser solidifier sur paillasse pendant 30 minutes environ, puis incuber a 37°C, pendant 24 4
48heures.

- Compter les colonies noires retrouvées dans les tubes, puis faire une deuxiéme lecture aprés

48h (NF EN 26461-2 1SO6461-2).

IV.4. Recherche des streptocoques par la méthode de filtration

Les streptocoques sont des coques a Gram négatifs se représentent en chainette plus ou

moins longues, leur présence dans 1’eau est un indice de contamination.
Leur détermination se fait selon les étapes suivantes :

-Filtrer I’échantillon sur la rampe de filtration en traversant la membrane.
- Récupérer la membrane sur une boite de milieu de Slanetz et Bartley.
- Incuber pendant 48 heures a 37°C.

-Compter alors toutes les colonies rouges, violettes ou roses visibles sur la boite (réduction
du TTC).

Pour bien confirmé la présence des streptocoques, repiquer les colonies suspectes (ou de
transférer la membrane) sur BEA. Lecture aprés 2 heures des colonies noires (NF ISO 7899-2).
IV.5. Recherche des staphylocoques pathogénes
Les staphylocoques sont des bactéries pathogénes de forme de coque a Gram positifs.

La recherche des staphylocoques sur Chapman est comme suit :

-Couler la gélose Chapman sur les boites de Pétri.
-Ensemencer quelques gouttes d’échantillon sur la surface du milieu de Chapman.
-Incuber a 37 °C pendant 24 a 48 h

-Faire la lecture aprés 1’incubation, les colonies apparaissent en jaune (Stp aureus) de taille
importante et le milieu change au jaune. D’autres espéces de staphylocoques peuvent donner
naissance a de petites colonies qui le plus souvent ne se colorent pas et ne modifient pas la

teinte du milieu (Rodier, 2009).
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V. Isolement et purification

L’isolement est réalisé sur trois milieux de culture : gélose Chapman, gélose Hektoen
a 37°C pendant 48 h d’incubation et gélose nutritive a 37°C pendant 24 h. Afin de confirmer
la pureté des souches, nous avons effectué des repiquages successifs selon la méthode en

stries (Martineau, 1996).
VI. Conservation

Selon le temps de conservation désiré, les souches pures sont conservées de la maniére
suivante :

VI.1. Conservation a courte durée

Les souches purifiées sont ensemencées sur gélose nutritive inclinée, sont incubées a
la température d’isolement pendant 18 h en culture jeune puis conservées a 4°C au

réfrigérateur (Bourdon et Marchal, 1982).

VI.2. Conservation a long durée

Les souches pures sont ensemencés en cultures jeunes sur milieux liquides apres
incubation de 18h, la particularit¢ dans ce cas est d’utiliser un agent de conservation(le

glycérol), puis on conserve au congélateur a-20°C (Obayori et al., 2009).

VII. Identification des souches purifiées
L'identification des bactéries se fait suivant une clé dichotomique qui va des caracteres
les plus vastes aux plus pointus pour aboutir a une espece bactérienne donnée.

VII.1. Examen macroscopique

Ce test permet de constater la morphologie des colonies obtenues sur milieux solides.
Ainsi, déterminer la forme, la taille, couleur et aspect des colonies (Johnson et al., 1980).
Les caractéres macroscopiques sont :
- La taille des colonies (petite, moyenne, grande).
- La forme des colonies (rondes, filamenteuse, ovale...).
- L’aspect de contour (irrégulier, étoilé).
- La couleur de la colonie.

- L'¢élévation (colonies bombés ou plates).
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- L'opacité (opaque, transparente).
- La surface (lisse, rugueuse, séche).

- L’odeur.

VII.2 Examen microscopique

L’examen microscopique basé sur la morphologie des cellules bactériennes et leur

mode de regroupement observés sur microscope optique.
A. Technique de la préparation a I’état frais selon Canler (2005)
Il permet d’examiner la mobilité et la forme des bactéries :

-Déposer une goutte d’eau stérile sur la lame.
-Prélever une colonie isolée et faire une suspension dans la goutte d’eau.
-Recouvrir d’une lamelle en évitant les bulles d’air.
-Observer au microscope a 1’objectif 40.
B. Technique de coloration de Gram (Baldent, 1997).
La coloration de Gram est la base de I’identification d’une souche bactérienne. Au

terme du processus de coloration, les bactéries dites Gram — apparaissent roses tandis que les

bactéries Gram + sont colorées violet (Baldent, 1997).
B.1. Préparation d’un frottis fixé

-Déposer sur une lame propre une goutte d’eau distillée.
-Prélever a I’aide d’une anse une colonie isolée et étalée dans la goutte.
-Sécher et fixer le frottis au-dessus de la flamme du bec bunzen.

B.2. Coloration

-Recouvrir totalement la lame avec le violet de Gentiane pendant 1mn.
-Rincer avec I’eau distillée.

-Recouvrir la lame avec Lugol pendant Imn.

-Rincer la lame avec I’eau distillée.

-Recouvrir la lame avec 1’alcool pendant 30s.
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-Rincer la lame avec ’cau distillée.
-Ajouter quelques gouttes de Fuchsine pendant 1mn.
-Rincer a I’eau distillée et sécher la lame par papier.

-Observation microscopique (G : 40 puis G : 100).

VII1.3.Recherche de la catalase

La catalase a la propriété de décomposer 1’eau oxygénée avec dégagement d’oxygene.
C’est I’action directe de I’enzyme qui est mise en évidence dans la masse bactérienne

(Garnier et Denis, 2007), selon la réaction suivante :

HzOz > Hz O + 1/202

-Déposer une ou deux gouttes de I’eau oxygénée sur une lame propre, a I’aide d’une pipette
Pasteur stérile prendre une colonie bien distincte de culture jeune de 24 h et déposée la culture

dans I’eau oxygénée . Lire immédiatement (Tortora et al, 2003).

- Catalase + : dégagement des bulles de gaz.

- Catalase - : absence totale des bulles de gaz.

VIIL.4.Recherche de I’oxydase

L’oxydase ou cytochrome oxydase est une enzyme présente dans certaines chaines
respiratoires bactériennes, c’est une enzyme qui catalyse une réaction d’oxydoréduction en
impliquant une molécule d’oxygéne comme accepteur d’électrons. Avec une pipette Pasteur
frotter doucement une colonie bien isolée sur le disque d’oxydase imbibé dans 1’eau distillée
stérile et observer la réaction qui se fait traduisant par I’apparition d’une coloration violette

dans un délai de 30 secondes (Singleton, 1999) :
Oxydase + : couleur mauve.

Oxydase - : absence de la couleur mauve.

VII .5.1dentification par la galerie API(Micro-galerie)

La galerie API E 20est un systeme standardis¢ pour l'identification des bacilles & Gram
négatifs tel que les Enterobacteriaceae et les Pseudomonas (Biomérieux, 2006) composées

de 20 micro-tubes contenant des milicux et substrats sous forme déshydratée.
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Les micro-tubes de la galerie API E 20 sont inoculés avec une suspension bactérienne,
incubées a une température de 30 °C pendant 48 h. Les réactions produites durant la période
d’incubation se traduisent par des virages colorés spontanés ou révélés par I’addition de
réactifs (Emanuel et Lorrence, 2009). L’identification se fait par un programme
d'identification microbienne.

Préparation des galeries (Joffin et Leyral, 1990)

-Etiqueter les boites de galerie

Préparation de I’inoculum : (Joffin & Leyral, 1990)

Réaliser une suspension bactérienne homogéne avec une colonie isolée de milieu gélosé a
environ (5ml) de volume.

Inoculation de la galerie : (Joffin et Leyral, 1990)

- Remplir les tubes et les cupules des tests : CIT, VP et GEL.

- Remplir uniquement les tubes des autres tests.

- Créer une atmosphére anaérobie dans les tests : ADH, LDC, ODC, H2S et URE en

remplissant leur cupule d’huile de paraffine.

- Refermer la boite de la galerie et incuber a 37°C pendant 18-24h.
VIII. Biodégradation du pétrole sur milieu solide MSM agar (modifié)

Une procédure a été établie sur un milieu solide (MSM + Agar) pour la détection des
micro-organismes capables de dégrader les hydrocarbures non volatiles sur un milieu solide.
Nous avons pris les souches précédemment sélectionnées (HohzohKiyohara, 1982 ; Jyothi

et SurendraBabu , 2012).
L’ensemencement des souches sur MSM s’effectue selon les étapes suivantes :
-Lancer une culture des souches isolées dans du bouillon nutritif et incuber pendant 24heures.

-Centrifuger la culture a 3000tr/min pendant 10 minutes, récupérer le culot et effectuer un

lavage avec MSM liquide 5 fois.

-Préparer le milieu MSM solide + pétrole brut (protocole modifi¢), couler dans des boites

Pétri puis créer des puits.
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-Apres solidification de la gélose a partir des différents culots, prendre avec une anse stérile

une goutte et déposer le concentré de culture dans les puits appropriés a chaque souche.
-Laisser sécher devant le bec bunzen puis incuber a 1’abri de la lumiére a 30°C pendant 2 a

5 jours et la lecture doit se faire quotidiennement (voir apparition de zones claire).
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Le controle de la qualité physico-chimique et bactériologique des eaux brutes du
barrage de Sidi M’Hamed Ben Taiba au niveau de la station du traitement des eaux potables
de Arib pendant deux mois nous a permis d’obtenir les résultats suivants qui sont présentés
sous forme des tableaux et figures afin de les interpréter et de les comparer avec les normes

algériennes.
I. Parameétres organoleptiques de I’eau

Dans les trois prélévements d’eau du barrage de Sidi M’Hamed Ben Taiba : surface ,15m et

30m, nous avons enregistré que 1’eau est incolore, inodore et sans gott (Tableau 07).

Tableau 07 : Résultats des analyses organoleptiques.

Couleur Mg/l pt/Co  incolore incolore incolore

Saveur Taux de sans sans sans
dilution

Odeur Taux de inodore inodore inodore
dilution

D’aprés Mokeddem (2005), la couleur, la saveur et I’odeur sont des paramétres qui
donnent une idée générale sur la qualité d’eau. La coloration des eaux peut avoir une origine
naturelle (présence de fer et de manganese dans les eaux profondes, de substances humiques
dans les eaux de surface), ou peut étre une des conséquences du phénomene d’eutrophisation.

Elle est donc trés souvent synonyme de la présence des composés dissous (Thomas, 1995).

L’odeur et la saveur sont dues a des molécules organiques contenues en trés faibles
quantités dans les eaux. Ces molécules peuvent étre soit d’origine naturelle, soit d’origine de

pollutions domestiques ou industrielles (Mebarki et Smahi, 2006).
I1. Analyses physico-chimique
II.1. Température

Les résultats de la température de 1’eau brute sont représentés par le tableau 08.
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Tableau 08 : Mesure de la temperature de 1’eau brute en comparaison avec la normalisation

algérienne.
Echantillon Température Norme algérienne (°C)
(°C)
Surface 19.6
15 m 15.2 25
30m 16.3

D’aprés les résultats obtenus, on remarque que la température enregistrée pour
I’échantillon de surface est 19.6°C, I’échantillon prélevé a 15m est 15.2°C et pour

I’échantillon de 30m est 16.3°C.

On observe des variations dans le degré de la température entre les trois prélévements,
ces valeurs sont conformes aux normes algériennes (ne dépassent pas 25°C), donc elles sont

trés acceptables.

Selon Bouchlaghem (2014), la température de 1’eau étant un facteur trés important pour
la fonction des écosystémes. Pour les eaux superficielles, elle est due aux influences
atmosphériques et particulierement les changements de la température de I’air. L’¢élévation de
température peut perturber fortement le milieu (pollution thermique). Elle peut aussi étre un
facteur d’accroissement de la productivité biologique, qui peut &étre mis en valeur par

I’aquaculture (Gaujouse, 1995).

Nos résultats obtenus avec 1’échantillon d’eau proche de la surface peuvent étre dii au
réchauffement par I’air et le rayonnement solaire sur deux a cinq metres de profondeur

(Jacques, 2006).
I1.2. Potentiel d’Hydrogéne (pH)
Les résultats de pH de I’eau brute sont représentés par le tableau 09

Tableau 09 : Mesure de pH de I’eau brute en comparaison avec la normalisation algérienne.

Analyse Norme
algérienne
Surface 8.36 6.5-9
15m 8.05
30 m 7.60
(47 )
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Les mesures du potentiel d’Hydrogéne de nos échantillons d’eau ont donné une valeur
de pH égale a 8.36 pour ’échantillon prélevé de surface, 8.05 pour échantillon de 15 m et
7.60 pour I’échantillon de 30 m. Le journal officiel de la république algérienne indique que le
pH doit étre compris entre 6,5 et 9.Donc 1’eau de barrage est alcaline et les résultats d’analyse
sont conformes avec la normalisation .La qualit¢ de I’eau dans la région d’étude est

acceptable.

Le pH est le paramétre le plus important de la qualité de I'eau. Nous avons montré une
valeur supérieure a 8 qui a été enregistrée avec le premier échantillon et le deuxiéme .Selon
Rodier (2005), le dépot de tartre dans les circuits de distributions provoque une augmentation

de pH d’cau.

I1.3. Conductivité

Des valeurs plus faibles ont ét¢ mesurées dans les échantillons d’eau prélevés du
barrage de Sidi M’Hamed Ben Taiba. Les résultats de la conductivité de I’eau brute sont

représentés dans le tableau 10.

Tableaul0 : Mesure de la conductivité de 1’eau brute en comparaison avec la normalisation

algeriene.

Conductivité(us / cm) Norme algérienne (us / cm)
Surface 505 2800 _
15 m 494 |
30m 509 |

Les valeurs de la conductivité sont classées comme suit : 494 ps/cm, 505 ps/cm et 509
us/cm. En comparaison avec les normes algérienne qui acceptent une valeur limite de 2800us
/ em, nos échantillons sont conformes aux normes de la qualité d’eaupubli¢es dans le journal

officiel.

La conductivité est un paramétre qui permet d’obtenir une information trés utile pour
caractériser I’eau (Lapegue et Ribstien, 2006). La conductivité est due a la concentration en
especes ionisées, principalement la matiére minérale (Gaagai, 2009).D’apres Rodier(1984), il
existe une relation entre la minéralisation et la conductivité. Les résultats obtenus montrent
une minéralisation moyenne accentuée (333 < conductivité < 666pus/cm). Les résultats
obtenus dans cette étude sont notés également : des valeurs plus faibles pendant la période

froide qui est caractérisée par des températures plus basses.
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I1.4. Turbidité

La mesure de la turbidité de 1’eau brute a donné des valeurs qui sont représentés par le

tableau 11.

Tableau 11 : Mesure de turbidité de I’eau brute en comparaison avec la normalisation

algériene.
Analyse Turbidité(NTU) Norme algérienne (NTU)
surface 3.32 5
15 m 4.14
30 m 17.5

Des valeurs de la turbidité sont enregistrées dans 1’eau brute estimées a 3.32 NTU et
4.14 NTU pour le prélévement de surface et de 15 m, respectivement. Les valeurs sont
inférieures a 5 NTU, ce qui indique que ces échantillons ont une turbidité conforme aux
normes algérienne. Par contre, 1’échantillon prélevé de la profondeur a une grande turbidité

qui dépasse 17.5 NTU (non conforme a la normalisation).

D’aprées Shuval et al (1986), la turbidité d’une eau est due a la présence de matieres en
suspension finement divisées. L’abondance de ces maticres indique le degré de turbidité. Les

mesures de turbidité ont donc un grand intérét dans le contréle de qualité des eaux.

IL.5. Oxygéne dissous (OD)

Les résultats de I’OD mesuré dans I’eau brute sont représentés par le tableau 12.

Tableau 12 : Résultat d’OD en mg/I.

Analyse OD( mg/l) Norme algérienne
Surface 10.60 /

15 m 10.13

30 m 8.76

Les concentrations en oxygene dissous, constituent I’'un des plus important paramétre
de la qualité des eaux pour la vie aquatique .Les valeurs de 1’oxygeéne dissous des échantillons
de I’eau brute varient de : 10.60 mg/l, 10.13 mg/l et 8.76mg/1 .1l y a une diminution progressif

par rapport a la profondeur.
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L’oxygéne dissous mesure la concentration du dioxygene dissous dans 1’eau, il
participe a la majorité des processus chimiques et biologiques en milieu aquatique (Ghazali et
al., 2013).Sa concentration varie en fonction de la température de 1’eau, de la profondeur et de
la concentration de la matiére organique. Cependant, il existe deux principaux phénomenes
par les quels I’oxygene dissous se retrouve dans 1’eau : les échanges avec I’atmosphére et la

photosynthése (Souad, 2010).

I1.6. Demande biologique en oxygéne (DBO)

Le résultat de la demande biochimique en oxygéne (DBO) était 3 mg/l. Ceci indique

que la charge bactérienne est trés faible.

La valeur de DBOS était faible en raison de la matiére organique biodégradable existe
de nos échantillons qui était faible. La demande biochimique en oxygene (DBO) représente la
quantité d’oxygeéne utilisée par les bactéries, pour décomposer partiellement ou pour oxyder
totalement les matieres biochimiques oxydables présentes dans 1’eau en 5 jours. Plus la DBO
5 est ¢élevée, plus la quantité des mati¢res organiques biodégradables présentes dans

I’échantillon est élevée (Rodier, 2009).
II. 7. Mesure de nitrate

Le dosage de nitrate a été fait dans les échantillons de 1’eau brute, dont les résultats sont

représentés parle tableau 13.

Tableau 13: Résultats de nitrate dans les échantillons d’eau brute.

Nitrate(mg/l) Norme algérienne(mg/l)
Surface 0.63 50
15m 0.84
30 m 1.16

Les résultats obtenus a partir de nos prélévements sont conformes aux normes

algériennes. Ils varient entre 0.63mg/1 et 1,16 mg/1.

La quantité de nitrate dans les trois échantillons est acceptable par rapport a la norme
algérienne. La présence des nitrates dans les eaux superficielles et souterraines résultent de la

décomposition naturelle, par des microorganismes, de matieére organique azotée telle que les
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protéines végétales, animales et les excréments animaux. La présence de nitrates dans

I’environnement est une conséquence naturelle du cycle de 1’azote (Schuddeboom, 1993).
I1.8. Mesure de nitrite

Les résultats de mesure du nitrite dans I’eau brute sont représentés par le tableau 14.

Tableau 14 : Résultats denitrite en mg/1.

Analyse Nitrite (mg/l) Norme algérienne (mg/l)
Surface 0.014 0.2

15m 0.011

30 m 0.003

L’analyse du nitrite des échantillons d’eau a donné des valeurs inférieures a 0.2mg/1.
La présence des ions de nitrite dans I’eau provient soit d’une oxydation incompléte de
I’ammoniaque, soit d’une réduction des nitrates (Rejseck, 2002).Une eau renfermant une
quantité ¢élevée de nitrite supérieure a 1 mg/l est considérée chimiquement impure « indice de

pollution » (Baziz, 2008).
11.9. Mesure de sulfate

Les résultats de la mesure du sulfate dans 1’eau brute sont représentés par le tableau 15.

Tableau 15 : Résultat demesure de sulfate en mg/1.

Echantillon Sulfate(mg/l) Norme algérienne (mg/l)
Surface 39.5 400

15 m 33.85

30 m 50

Des quantités des sulfates ont été¢ obtenues dans les échantillons prélevés de surface,
15m et 30m (39.5 mg/L, 33.85 mg/L et 50 mg/l) respectivement. En comparaison avec la
réglementation algérienne, les échantillons d’eau contiennent une quantité de sulfate

inferieure de la quantité mentionnée qui égale a 400mg/1.

L’origine de sulfate provient de certains minéraux en particulier du Gypse, ou apparait

a partir de 1’oxydation de minéraux sulfureux (Kemmer, 1984).
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I1.10. Mesure de chlorure

Le chlorure était présent dans les échantillons de I’eau brute. Les résultats de sa mesure

sont représentés par le tableau 16.

Tableau 16 : La quantité de chlorure dans les échantillons d’eau en (mg/1 ).

Analyse chlorure(mg/1) Norme algérienne(mg/1)
surface 35.358 500

15m 41.251

30m 58.93

Les mesures obtenus de différents échantillons sont : 35.358 mg/l pour I’eau de
surface, 41.251 mg/l pour I’eau prélevée de 15 m et pour I’échantillon de 30m est 58.93
mg/l, ces quantités de chlorure enregistrées sont faibles (500 mg/l dans la réglementation

algérienne).

Dans les eaux de surface, 1’ion chlorure est présent en faible concentration. Alors que
les eaux souterrains, la teneur en ion chlorure peut atteindre quelques grammes par litre en

contact de certains formations géologiques (Lapegue et Ribstein, 2006).
I1.11. Mesure d’ammonium

Les résultats d’ammonium de I’eau brute sont représentés par le tableau 17.

Tableau 17 : Résultatsd’ammonium en mg/1.

Analyse L’azote ammoniacal (mg/l) Norme algérienne (mg/l)
Surface 0.01 0.5

15 m 0.013

30 m 0.006

Les échantillons de I’eau brute contiennent d’ammonium, les valeurs sont dans les
normes estimées a 0.01 mg/1,0.13mg/l et 0.006 mg/l pour les échantillons prélevés de la

surface, 15m et 30m, respectivement.

Dans I’eau, I’azote réduit se retrouve sous deux formes : 1’ion ammonium (NH;") qui
est soluble et la seconde non dissociée appelée ammoniac (NH3) (Gaujour, 1995). En ce qui

concerne la toxicité a ’ammoniac, il est reconnu que ce n’est pas la forme ammoniacale




Chapitre 111 Résultat et Discussion

ionisée qui est toxique mais celle non ionisée dont la proportion dépend du pH et de la

température (Rodier, 1996).
11.12. Mesure de calcium

L’eau brute du barrage de Sidi M’Hamad Ben Taiba contient du calcium sous forme ionisée.

Les résultats de la mesure du calcium dans 1’eau brute sont représentés par le tableau 18.

Tableau 18 : Résultat de calcium en mg/l.

Analyse Calcium( mg/l) Norme algérienne (mg/l)
Surface 84 200

15 m 52

30 m 64

Les valeurs enregistrées lors de I’analyse de cet ion varient du 84mg/l pour ’eau de

surface, 52mg/1 pour I’échantillon d’eau prélevée de 15m et 64 mg/l pour 30m.

Les ions de calcium trouvés dans 1’eau dii aux critéres géologiques. Lechaari (1990),
montre que ['origine du calcium liée généralement au terrain traversé et les eaux
d’alimentation. Le calcium ne peut en aucun cas poser des problémes de potabilité, le seul
inconvénient domestique li¢ a une dureté élevée est l'entartrage. Par contre, les eaux douces
peuvent entrainer des problémes de corrosion des canalisations (Gaujour, 1995). La valeur

de calcium ne doit pas dépasser 200 mg/l d’apres les normes algériennes.
I1.13. Mesure de magnésium

Le dosage du magnésium obtenu pour 1’échantillon de surface est 57.67 mg/1,

I’échantillon de 15 m est 62.48mg/1 et pour 1’échantillon de30m est 60.07 mg/I (Tableau 19).

Tableau 19 : Résultats demagnésium en mg/I.

magnésium (mg/1) Norme algérienne (mg/l)
Surface 57.68 150
15m 62.47
30 m 60.07
( ]
L > )
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. o + r1r . . N . .
Les ions magnésium (Mg >*) sont des éléments indispensables a la vie. Ils constituent
environs 2.1% de I’écorce terrestre. Le magnésium constitue un élément significatif de dureté
de I’eau (donne une saveur amere a I'eau). Nous avons trouvé des valeurs inferieurs de celles

publiées par le journal officiel (150 mg/l) (Kemmer, 1984 ; Rodier, 2005).
I1.14. Mesure de bicarbonates

Un principal constituant alcalin de la plupart des eaux courantes I’ion de bicarbonate a
été dosé dans nos échantillons d’eau prélevés du barrage. Les résultats du dosage des

bicarbonates sont représentés par le tableau 20.

Tableau 20 : Résultats de bicarbonate en mg/l.

Analyse Bicarbonate (mg/1) Norme algerienne (mg/l)
Surface 183 /

15 m 195.2

30 m 256.2

Nous avons constaté une augmentation de cet ion estimée a 183mg/l, 195.2 mg/l pour

I’échantillon prélevé de 15 m et 256.2mg/I pour 1’échantillon de30m.

La présence des ions bicarbonates dans I’eau est due a I’action des bactéries qui fournissent

du CO; a partir des minéraux contenant des carbonates (Rodier ,2005).
I1.15. Mesure de phosphore

Les résultats de 1’analyse du phosphore dans 1’eau brute sont présentés par le tableau 21.

Tableau 21 : Résultatsde phosphore en mg/1.

Analyse Phosphore (mg/l) Norme algérienne (mg/l)
Surface 0.028 5

15 m 0.035

30 m 0.072

Les résultats obtenus a partir de nos prélévements sont conformes aux normes algériennes. Ils

varient entre 0.028mg/1 et 0.072 mg/1.

Les ions phosphates qui se trouvent dans les eaux peuvent étre d’origine naturelle,

décomposition de la matiére organique, lessivage des minéraux, ou due aussi aux rejets
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industriels (agroalimentaire...etc.), domestiques (polyphosphate des détergents), engrais

(pesticides...etc.) (Tardat henry, 1992).
II.16. Mesure de matiére organique

Les trois échantillons de 1’eau brute contiennent des valeurs variés de la matiére organique

(Tableau 22).

Tableau 22 : Résultat de matiére organique en mg/1.

Analyse Matiére organique(mg/l) Norme algérienne(mg/1)
Surface 0.65 3

15 m 0.57

30 m 4.37

Les valeurs sont estimées a 0.65mg/1,0.57mg/1 et 4.37 mg/1 pour les échantillons prélevés de

la surface, 15m et 30m, respectivement.

Une eau riche en matiere organique doit toujours étre suspectée de contamination
bactériologique ou chimique. Leur inconvénient est de favoriser I’apparition de mauvais gott
qui pourra étre augmenté par la chloration .Selon la classification de Rodier (1996), une eau
est trés pure lorsque les valeurs de MO sont inférieures a 1mg/1 qui correspond aux valeurs du
premier et deuxiéme échantillon .Une eau est de mauvaise qualité lorsque les valeurs de MO
sont supérieures a 4mg/l (le cas du troisieme échantillon). Ces valeurs rencontrées dans les
eaux dues a des produits de décomposition d’origine animale ou végétale, élaborés sous

I’influence des microorganismes (Berne et Jean ,1991).
I1.17. Mesure de fer

Les résultats de mesure du fer dans I’eau brute sont représentés par le tableau 23.

Tableau 23: Résultatsde fer en mg/I1.

Echantillon Fer ( mg/l) Norme algérienne(mg/1)
Surface 0.01 0.3 mg/1
15 m 0.01
30 m 0.01
( ]
L > )
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Pour les échantillons prélevés de la surface, 15m et 30m, respectivement. L’analyse
du fer dans les échantillons d’eau prélevés montre que I’eau contient que 0.01mg/1 de fer pour

les trois échantillons. Les résultats obtenus sont conformes aux normes algériennes (0.3 mg/1).

Le fer de I’eau ne présente aucun inconvénient du point de vue physiologique, mais a
des teneurs trés importantes, il influe la qualité organoleptique (mauvais goit, couleur et
saveur). La quantit¢ de fer existe dans I’eau de barrage SMBT peut provenir de terrain

traversé ou la corrosion des conduites d’amenés (Rodier, 1996).
II1. Analyses microbiologiques

II1.1. Indicateurs de contamination dans I’eau

Tableau 24 : Résultats de la recherche des indicateurs de contamination.

Parametres Echantillon de Echantillon de Echantillon de 30m
surface 15m

Coliformes Germe/100ml 0 0 0
fécaux

Coliformes Germe/100ml 4 5 54
totaux

Streptocoques Germes/100ml 14 0 4
fécaux

Clostridium Spores/20ml 0 0 0
sulfito-

réducteurs
Staphylocoques Germe/1ml 6 0 13

II1.1.1. Coliformes

Les résultats obtenus montrent que les coliformes totaux sont moins abondants dans
les deux premiers échantillons d’eau (surface et 15m).Leur concentration dans le troisieme
échantillon (30m) est considérable, elle atteint jusqu’a 54 UFC/100 ml. Alors que la

concentration des coliformes fécaux est nulle.

Nous avons enregistré une absence totale des coliformes fécaux. Le pic enregistré de

coliformes totaux est de 54 UFC/100ml en troisiéme échantillon .La contamination peut étre
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d‘origine animale (matiere fécale), les activités agricoles dans la période du stage peuvent étre
I’origine de cette augmentation du nombre des coliformes dans les eaux de barrage, surtout
que les gens de la région utilisent des déchets des bovins comme fertilisants pour les terres
agricoles. L’explication de I’augmentation des coliformes dans I’eau de barrage a été faite par

Patoine en 2011.
II1.1.2. Streptocoques

Le dénombrement de la charge bactérienne du genre Streptococcus a montré la
présence de 14 UFC/100ml pour 1’échantillon de surface et 4 UFC/100ml pour 1’échantillon
de 30 m.

D’apres les études de Geldreich (1976), la contamination par les streptocoques fécaux
est due aux déchets animaux, notamment le bétail et en particulier les moutons des habitants

proches du barrage qui pratiquent 1’¢élevage et ’agriculture dans la zone d’étude.
I11.1.3. Clostridium sulfito-réducteurs

Dans les tubes viande foie ensemencés par les échantillons d’eau, aucune colonie
entourée par I’auréole noire a été observée .Ce qui signifie qu’il n’y a pas de spores de

Clostridium (Rodier et al., 2009).
II1.1.4. Staphylocoques pathogéenes

Les résultats de dénombrement des staphylocoques donnent une charge bactérienne de

6 colonies pour I’échantillon de surface et13colonies pour I’échantillon de 30 m.

La qualité bactériologique des eaux est basée sur le comptage des microorganismes. Ils
se trouvent dans I’environnement que ce soit eau ou sol et leur présence n’est pas toujours
synonyme de risque sanitaire, mais les microorganismes pathogenes (d’une eau polluée) qui
présentent un danger pour la santé du consommateur d’une eau polluée. En effet, 1’eau

contaminée peut causer une épidémie (Bengoumi et al, 2004).
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II1.2. Recherche des mésophiles totaux

Tableau 25 : Résultat de la recherche des germes mésophiles totaux a 22 °C.

~ Germes  Unit¢  Echantillon  Echantillon Echantillon de
totaux (22°C) de surface de I5m 30 m
SM Germe/1ml 4 4 Indénombrable
10 Germe/1ml 1 3 Indénombrable
10 Germe/1ml 1 3 161
107 Germe/1ml 1 2 148
10 Germe/1ml 0 1 90

Les résultats de la recherche des mésophiles totaux obtenus dans notre étude a 22°C
est 161 UFC/Iml pour la dilution 107, 148 UFC/1ml pour la dilution 10~ et 90 UFC/1ml pour
la dilution de 107,

Tableau 26 : Résultats de la recherche des germes mésophiles totaux a37°C.

Germes Unité Echantillon  Echantillon de  Echantillon de
totaux (37°C) de surface 15 m 30 m
SM Germe/1ml 22 27 Indénombrable
10" Germe/1ml 17 21 Indénombrable
107 Germe/Iml 11 Indénombrable 100
10° Germe/1ml 0 7 17
10 Germe/1ml 0 2 7

Le comptage obtenu de germes totaux a 37°C est de 100 UFC/1ml pour la dilution
107 de ’échantillon de 30 m, les autres boites sont éliminés puisqu’elles sont en dehors de

I’intervalle de comptage des colonies (30 a 300colonies).

Le dénombrement des germes totaux est considéré comme un type indicateur
beaucoup plus général vis a vis de toute pollution microbienne : c’est le dénombrement total
des bactéries. Dans le prélevement de 30m, la concentration des germes totaux est élevée.

Mais dans le premier et le deuxieme prélevement, la concentration microbienne est trés
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faible, ceci est due a ’effet de la température de 1’eau qui agit sur le développement des

microorganismes (Bou Saab et al. 2007).

II1.3. Recherche des coliformes dans le milieu BCPL.

Les résultats obtenus sur le milieu BCPL indiquent I’absence de la charge bactérienne

dans les concentrations simples, et une croissance bactérienne dans les tubes a doubles

concentrations de la solution mére, les dilutions 107,107

107 et 107 Aprés

I’ensemencement dans le milieu Schubert et 1’ajout de kovacs, les tubes considérés comme

négatifs, c’est a dire il n’a pas d’Escherichia coli (Tableau 27 et 28, Figure 14).

Tableau 27 : Résultat de la recherche des coliformes dans le milieu BCPL.

BCPL simple BCPL simple BCPL double
concentration concentration concentration
Dilution | 0,1m | 0,1 m | 0,1m 1m 1m 1m 10m 10m 10m
SM - - - - - - - + =
107 - - - - - - + + +
10 - - - - - - - + -
107 i - i = i - + - i
10* - - - - - + -
10° - - - - - - - - -
(+) : Positif (-) : Négatif
Tableau 28 : Résultat d’ensemencement sur milieu Schubert.
Dilution | D/C: SM | D/C :10"" | D/C :10"" | D/C :10"" | D/C :107* | D/C :10” | D/C :10™
Milieu
+ - - + + = +
Schubert
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A/ BCPL négatif B/ BCPL positif C/ Schubert aprés ajout

du kovacs
Figurel4 : Résultat obtenu dans BCPL et Schubert.

Notre étude a montré une absence totale du genre Escherichia dans 1’eau a analyser.

Selon Rodier, (1996) la présence d’Escherichia coli dans 1’eau indique la contamination

fécale.

II1.4. Caractérisation des souches purifiées
II1.4.1. Etude macroscopique

Nous avons isolé et purifié¢ 27 souches appartenant aux différents genres. L’isolement
se fait a partir des colonies suspectes alors que 1’examen macroscopique est réalisé a partir des

colonies repiquées sur des différents milieux spécifiques aux bactéries recherchées (Figure

15, Tableau 29).
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A/ 81, S2, S3 (GN) de surface B/ S1, S2, S3(GN) de 15m C/ S4, S5, S6(GN) de 30m

D/ S7, S8, S9(GN) de 30m E/ S2(Chapman) de 15m G/ CHRO Magar Orientation

Figurel5 : Aspect des colonies des souches isolées aprés repiquage sur la gélose appropriée.
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Tableau 29: Résultats d’étude des caractéres macroscopiques des colonies isolées.

Echantillon | Souche Couleur Forme Taille Aspect | Opacité | Odeur

surface S1 Transparente | Circulaire | Moyenne Plat - -
S2 Blanc Circulaire | Moyenne | Bombé + -

S3 Beige Circulaire | Grande | Bombé + -

S4 Beige Ronde Petite Bombé¢ + -

S5 Beige Ronde Petite Plat + -

S6 Beige Ronde Petite Plat + -

S7 Beige Ronde Petite Plat + -

S8 Blanc Ronde Petite Plat + -

S9 Blanc Ronde Petite Plat + -

S10 Transparent | Ronde Petite Bombé¢ - -

S11 Blanc Ronde Petite Bombé + -

15m S1 Beige Ronde Petite Plat + -
S2 jaune Ronde | Moyenne | Bombé s -

S3 Beige Ronde Petite Plat + -

S4 Beige Ovale | Moyenne Plat s -

30m S1 Transparent Ronde Petite Plat - -
S2 Transparent | Ronde petite Plat - -

S3 Beige Ronde petite Plat + -

S4 Beige Ronde | Moyenne Plat s -

S5 Beige Ronde | Moyenne | Plat + -

S6 Beige Ronde | Moyenne Plat s -

S7 Beige Ronde | Moyenne | Plat + -

S8 transparent Ronde Petite Plat - -

S9 Beige Ronde Petite Plat + -

S10 Beige Ronde | Moyenne | Plat + -

S11 Beige Ovale | Moyenne | Plat + -

S12 Transparent | Ronde Petite Plat - -

(o )
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1I1.4.2. Etude microscopique

Le repiquage successif des souches nous a permis de distinguer les caractéres de toutes
les colonies sur leurs milieux préférentiels d'isolement. Ces caractéres sont résumés dans le

tableau 30.

Tableau30 : Résultats de 1’étude microscopique des souches isolées.

Echantillon Isolats | Gram Forme Mode de regroupement spores
S1 - Bacille Isolée -
S2 - Bacille Isolée -
S3 - Bacille Isolée -
S4 - Bacille Isolée -
S5 - Bacille Isolée -
Surface S6 - Bacille Isolée -
S7 - Bacille Isolée -
S8 - Bacille Isolée -
S9 - Bacille Isolée -
S10 - Bacille Isolée -
S11 - Bacille isolée -
S1 - Bacille Isolée -
S2 + Coque En amas -
15m S3 - Bacille Isolée -
S4 - Bacille Isolée -
S1 - Bacille Isolée -
S2 - Bacille Isolée -
S3 - Bacille Isolée -
S4 - Bacille Isolée -
S5 - Bacille Isolée -
S6 - Bacille Isolée -
30m S7 - Bacille Isolée -
S8 - Bacille Isolée -
S9 - Bacille Isolée -
S10 - Bacille Isolée -
S11 - Bacille Isolée -
s12 ' Bacille Isolée :

(S) : Souche (+) : Positive(-) : Négative




Chapitre II1: Résultat et Discussion

A/Coque a2 Gram'en amas .G x 100 B/Bacille a Gram™ G x 100

Figure 16 : Aspect microscopique des colonies isolées apres coloration de Gram.

D’apres les résultats obtenus de 1’observation microscopique, nous avons déduire que les
souches isolées de nos échantillons sont divisés en deux formes : Bacille a Gram- et Coque a

.
Gram .

Pour les échantillons d’eau prélevés (surface, 15 m et 30m), les souches isolées sont des
Bacilles a Gram ~ sous forme isolée, pour la souche S2 de I’échantillon prélevé de 15m c’est
une coque en amas de Gram positive.
I11.4.3. Caractérisation biochimique

Les caracteres biochimiques des souches isolées des trois échantillons d’eau sont

résumés dans le tableau 31.

Tableau 31 : Résultats de la recherche d’oxydase et catalase des souches isolées.

Echantillon Isolat Catalase oxydase
S1 + +
S2 + -
S3 + +
sS4 - -
S5 + +
S6 + +
S7 + -
S8 + +
Surface s9 - _
S10 + +
S11 - -
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S1
S2
S3
S4
S1
S2
S3
S4
S5
S6
S7
S8
30m S9
S10
S11 -
S12 +

+ |+ |+
1

15m

+ |+

-+
1

1
-+

+ |+ |+ |+ |+ |+ |+ |+

+ 4+ ||+ |+ |+ |+

(S) : Souche (+) : Positive(-) : Négative
I11.4.3.1. Recherche de catalase

Le dégagement des bulles de gaz pendant le contact direct de I’eau oxygénée (H,O5)
avec la colonie bactérienne est un indicateur de dégradation de H,O, en oxygéne et
hydrogeéne. Cela signifie que la souche a une catalase donne un résultat positif et la souche qui
n’a pas de catalase est négatif (Marchal et Bourdon, 1982). L’enzyme de la catalase est
présent chez tous les souches sauf chez les souches S4 et S1 (surface), S4 (15m) et S2,

S11 (30m).
I11.4.3.2. Recherche de I’oxydase

La recherche de I’oxydase est I’un des critéres les plus discriminatifs et le plus
employ¢ dans le diagnostic des bacilles a Gram™ .Ce test simple consiste a mettre en évidence
la capacit¢ de la souche testée a oxyder la forme réduite, incolore des dérivés de NN-
diméthyle-para-phénylénediamine, en leur forme oxydée (rose violacée) (Diagnostic Pasteur,
1987). Le test oxydase effectué¢ sur les souches isolées pour des trois échantillons d’eau a
montré que la plupart des souches contiennent de 1’oxydase sauf les souches S2, S4, S7, SO et
S11 pour I’échantillon prélevé de surface, S2 pour I’échantillon de 15m et S1, S3 pour

I’échantillon de 30m n’ont pas d’oxydase.
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IIL.5. Identification des souches par la Galerie API (Micro-galerie) :

Les souches isolées a partir des échantillons d’eau sont identifiées a 1’aide de la micro

galerie API 20. La lecture des galeries nous a permis d’obtenir les résultat

suivants(figurel7).

Figure 17 : Résultats de la galerie API 20 E des souches testées (original).
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Tableau 32 : Récapitulatif des tests étudiés par la galerie API 20.

wn
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S : Souche.

E : Echantillon.
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IT1.5.1. Identification finale des isolats

Dans une base de données spécifiques (logiciel d’identification informatisé :

automatis¢ sur ordinateur) nos isolats sont identifiés selon le tableau 33.

Tableau 33 : Identification finale des isolats.

Genre Espece

Pseudomonas Pseudomonas flurescens

Pseudomonas luteola

Bacille Gram™ Vibrio Vibrio fluviatis
Stenotrophomonas Stenotrophomonas
maltophilia
Chryseobacter Chryseobacter
meningosepitium
Coque Gram" Staphylocoque Staphylococcus aureus

D’apres les résultats obtenus par la galerie API 20E, le genre Pseudomonas est le
plus fréquent dans les échantillons d’eau avec deux especes : luteola a été¢ déterminée dans
I’échantillon prélevé de surface S3,S5, I’échantillon de 15m S1,S3 Pseudomonas flurescens
dans 1’échantillon prélevé de surface S1,S3,S6,S8 et S10, [D’échantillon de 15m S4 et
I’échantillon de 30m S2,S5,S6,S10,S1let S12. Une deuxiéme espéce du méme genre

Pseudomonas et S9 pour 1’échantillon de 30m.

Dans I’édition du Bergey’s Manual du 1974, Pseudomonas est inclus dans la famille
des Pseudomonadaceae. Ce genre occupe la plupart des environnements naturels. Il est isolé
de I'eau, du sol et des végétaux (Franzetti et Scarpellini, 2007). Les Peudomonas sont des
bacilles a Gram négatifs, non sporulés. Ces bactéries sont généralement mobiles grace a un ou
plusieurs flagelles polaires (Garrity, 2005).Elles présentent un fort potentiel d’adaptation
physiologique et génétique et sont capables d’utiliser une grande variété de nutriments. D’un
point de wvue écologique, les Pseudomonas regroupent des espéces bénéfiques pour

I’environnement et des espéces pathogenes (Talon et al. 2006).
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La souche S7 de I’échantillon prélevé de 30m est rattachée au genre Vibrio. La famille
des Vibrionaceae comporte des bacilles & Gram négatif, mobiles (ciliature polaire ou mixte)
ou immobiles .Ils sont aéro- anaérobies facultatifs avec la présence d’une oxydase, croissent
sur milieux ordinaires, réduisant les nitrates en nitrites, et dégradant les glucides par
métabolisme fermentatif (Berche et al., 1988).Les micro-organismes tels que Vibrio sont
généralement transmis aux humains par l'ingestion d'eau contaminée, les eaux douces, les

eaux de mer et les eaux polluées (Berche, 1994 ; Momba et al., 2000),

Les souches Els4, Els9, Elsll, E3slet E3s3 sont appartient a [’espéce
Stenotrophomonas maltophilia. 1ls sont des bacilles aérobies strictes, assez fin, de longueur
moyenne de 0,5 a 0,8 um sur 1,5 a 3 pm (Niang, 2003). Ils sont des saprophytes de
I’environnement, mais également de I’homme colonisant surtout le nez, la gorge et le tube
digestif (Lavigne, 2008). C’est I’un des pathogeénes opportunistes responsables d’infection
nosocomiale, multi résistants aux antibiotiques, et affectant préférentiellement les patients

immunodéprimés (Liaw et al. 2010).

Concernant les souches Els2, E2s7sont des Chryseobacter meningosepitium. Elles
sont des bacilles a Gram négatifs, oxydase et catalase positive .Ce genre peut coloniser

I’environnement que ce soit sol ou 1’eau (Giingor et al. 2003).

L’observation de la souche E2 s2 dans le milieu Chapman donne des colonies dorées
avec un virage de milieu au jaune. Ces spécificités plus la coloration de Gram et la
morphologie des colonies qui montre des coques a Gram+ en amas ne signifie la présence
d’espéce Staphylococcus aureus. Elles est appelée couramment staphylocoque doré en raison
de la couleur des colonies bactériennes observées en milieu (Chalupa et al., 1987 ; Durin et

al., 1994).

Les staphylocoques sont des coques a Gram positifs, isolés ou groupés en amas,
immobiles, non sporulés, parfois encapsulés, possédent une catalase et non pas une oxydase
(El Kouir, 2003).Les staphylocoques sont également été isolés de 1’environnement naturel
(sol, eau douce et eau de mer, poussicre, air), la présence de ce germe dans l'environnement

est due a une contamination par I'homme ou les animaux (Bergdoll, 1979).
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VI. Résultat de la biodégradation de pétrole

L’essai de la biodégradation du pétrole par les souches isolées des échantillons d’eau
prélevés du barrage SMBT a donné des zones de dégradation observées apres 2 jours et Sjours

(Tableau34, Figurel8).

Tableau 34 : Le diamétre de la zone de dégradation de pétrole sur milieu solide MSM.

La zone de dégradation (cm)
Souche Apres 2 jours Apres 5 jours
Chryseobacter meningosepitium 1.6 2.3
Stenotrophomonas maltophilia 1.6 1.7
Pseudomonas luteola 14 1.5
Pseudomonas flurescens 1.8 2.8

Apreés I’incubation des boites a 2 jours jusqu’a 5 jours, les colonies ensemencées sont
entourées d’une zone claire de différents diamétres sur la surface de milieu MSM (zone de
dégradation). Le diamétre des zones est augmenté au cours du temps progressivement tous
dépend de la souche utilisée notamment le genre Pseudomonas qui a donné une zone de
dégradation plus grande que les autres genres estimée a 2.8 cm enregistrée apres 5 jours

d’incubation a30°C.
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La zone de
dégradation

Aprés 5 jours d’incubation

Figurel8 : Dégradation de pétrole par les différentes souches (original).

Les hydrocarbures sont des polluants organiques trés nocifs aussi bien pour I’homme
que pour I’environnement. IIs ont un pouvoir mutagene et/ou cancérogene (Das et Chandran,
2011). La dégradation microbienne est un mécanisme naturel et primordial pour dépolluer les
sites contaminés par le déversement des hydrocarbures pétroliers (Lal et Khanna, 1996).Les
microorganismes jouent un role important dans la biodégradation des polluants organiques
dans les écosystemes terrestres. Cette dégradation résulte des voies métaboliques qui mettent
en jeu des populations microbiennes spécifiques (Rifat et Nuzhat, 2014). Les bactéries
dégradantes le pétrole appelé les hydrocarbonoclastes, elles utilisent les hydrocarbures
pétroliers comme seule source de carbone. La plupart de ces bactéries appartiennent aux o-
protéobactéries. On peut noter quelques genres majoritaires parmi celle Flavobacterium
,Pseudoalteromonas, Pseudomonas , Vibrio, Acinetobacter, Alcaligenes, Cycloclasticus,

Marinobacter (Prince, 2005).
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Conclusion

Les eaux de barrage de Sidi M’Hamed Ben Taiba sont des sources importantes

d’approvisionnement en eau dans la wilaya de Ain Defla. Elles sont destinées a divers usages.

Notre étude s'inscrit dans le cadre général de la dépollution de 1’eau. Elle est pour but
d’effectuer le traitement biologique de 1’eau par la biodégradation d’un polluant tel que le

pétrole par des microorganismes isolés de I’eau de barrage.

Au niveau de ce barrage, nous avons commencé notre travail par des analyses
physico-chimiques suivi par un dénombrement des bactéries isolées a partir des échantillons
d’eau douce prélevés de la surface, a 15 m et 30 m (coliformes totaux, coliformes fécaux,

streptocoques, Clostridium) qui témoignent des risques pour les consommateurs.

Au cours de notre travail, nous avons pu déduire que les paramétres physicochimiques
et microbiologiques étudiés de 1’eau de barrage de Sidi M’Hamed Ben Taiba sont conformes

aux normes algériennes.

Nous avons isolé vingt-sept souches a partir des échantillons d’eau prélevés du barrage
de Sidi M’Hamed Ben Taiba. Ces souches appartiennent aux  genres :

Pseudomonas, Vibrio,Stenotrophomonas, Chryseobacter et Staphylococcus.

Ces souches sont capables de dégrader un échantillon de pétrole, dont les souches de
Pseudomonas ont montré une capacité treés élevée de dégrader ce hydrocarburant par rapport

aux autres souches étudiées.
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Perspectives

Ce theme de recherche contient plusieurs aspects. Il est nécessaire pour dimensionner
toutes les connaissances afin d’appliquer les bioprocédés dans le cadre de protection de

I’environnement.

Il est important dans 1’avenir de continuer cet étude par :

% Un suivie de la cinétique de dégradation du pétrole sur milieu MSM liquide.

% Une étude de la dégradation des autres polluants dans différents endroits de
I’environnement.

¢+ Une recherche des connaissances sur la composition des effluents polluants, les voies
métaboliques des microorganismes impliqués, les limites toxiques, les biomasses efficaces

et leur croissance.
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Annexe

A. Matériel pour les analyses physicochimiques et microbiologiques

1-Bain Marie.

2-Etuve (37°C, 44°C et 22°C).

3-Autoclave.

4-pH metre/Multi paramétre.

5-Conductimeétre.

6-Spectrophotometre.

7-Vortex.

8-Plaque chauffante.

9-Centrifugeuse ( Eppendorf Centrifuge 5804) .

10-Microscope optique.

11-Balance.

12-Distillateur.

13-Compteur des colonies.

14-Réfrigérateur.

15-Bec bunsen.

16-Bombe de filtration.

17- Agitateur.
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Bain marie Etuve Autoclave

Vortex

Balance

Rampe de filtration Turbidimétre Armoire thermorégulatrice

Figure 19: Matériels utilisés dans les analyses microbiologiques et physicochimiques
(original).
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B. Verreries, instruments et matériel en plastique

1-Boites Pétrie

2-Tubes a essai

3-Becher 100ml et 250 ml

4-Burette

5-Pipette Pasteur

6-Anse de platine

7-Pince

8-Papiers filtres millipores (0.45um).
9-Lames et lamelles

10-Seringues de 5ml et 10 ml

11-Tube de centrifugation en plastique.
12-Micropipettes de 100 pl et de 1000 pl
13-Parafilm

14-Masque

15- Aluminium

16-Spatule

17-Cuvettes de spectrophotometre.

Boites pétries Tube de centrifugation en Papiers filtres millipores
plastique. (0.45pum).

Masque Tubes a essai Seringues et emboles
Figure 20 : Verreries, instruments et matériel en plastique(original).
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A. produits biochimiques \

1-Eau physiologie

2-Eau distillée

3-Alcool

4-Vaseline

5-Huile a immersion

6-Disques d’oxydase

7-Eau Oxygénée (H,0,)

Réactif de Kovacs

B. Réactifs |

Réactif TDA

Réactif VP1 et VP2

Réactif NR1 et NR2

Fushine

Violet de gentiane

Lugol

Annexe 03: Matériel d’échantillonnage utilisé au terrain

1-Bouteille d’échantillonnage d’eau de 1.7 litre.

2-Flacons stériles.

3-Glacier a 4°C.

A. Milieux pour dénombrement et d’enrichissement

Gélose nutritive Bouillon nutritif

Extrait de viande .................. 03g  Extrait de viande.................. 5g
Tryptone de viande ............. 05g Peptone..................... 10g

1\ T 6 05g Nacl.........coooiiiiiiiiiiiin. 05g
. 2.1 20g pH=7.2

(ph=7.3 +/-0.1)

B. Milieux d’isolement et purification.
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| Milieu MSM solide modifié

-NH4CL........ 2g

-KH2PO4 ............ 0.5g
-FeSO 4 TH20............. 0.01g

-MgSO 4 7H20............ 0.5¢
-Pétrole brut............ 2ml

Agar ............. 15g

-Eau distillée.................. 1000ml
pH=7.2

-Peptone...........coovviiiiiiiii.. T 10

- Extrait de Viande.................. 2 4
-Lactose....ooeiiiiiiiiee S 10

- Pourpre de bromocrésol......... 0,025, .0 0, 05
pH final : 6,9 £ 0,2
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Bouillon de Schubert en g/l d’eau distillée

- Tryptophane......................... 0,2
- Acide glutamique................... 0,2
- Sulfate de magnésium.............. 0,7
- Citrate de sodium................... 0,5
- Sulfate d’ammonium............... 0.4
- Chlorure de Sodium................. 2
-Peptone..........oooiiiiiiiiiii 10
-Mannitol...........oooei 7.5
- Phosphate disodique................. 4

- Phosphate mono potassique.........0,6
pH final : 7,4 £ 0,2

Milieu de ROTHE (milieu simple et double concentrations) en g/l d’eau distillée

Milieu S/C Milieu D/C

- Hydrolysat trypsique de caséine.....12,6.............ccceenvinnnnn.. 25,2
- Peptone bactériologique............... e 16
-GluCoSe. ..o S 10
- Chlorure de sodium..................... S 10
- Phosphate dipotassique................ 0 54
- Phosphate monopotassique............ 2T e 54
- Acidede sodium........................ 0,2 0,4
pH final : 6,8 £ 0,2
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Gélose viande-foie en g/l d’eau distillée

pH final : 7,6

1/ PEPLONE ..vvvrrvooveveer 10g 2/ Tryptone ............... 05g
Extrait de viande de beeuf........... 0lg Extrait de levure ...........03g
Chlorure de sodium..................... 75¢ Extrait de viande ......... 03g
Mannitol .........covveeerrerereerre. 10g NaCl.oonn 70g
Rouge de Peptone......... 10g
phénol ......cooevvuenne. 0,025 ¢
PN 221 15g  Mannitol................ ... 10g
Rouge de phénol.......... 0.05g
Agar.........ooooiiiii, 18¢g
(pH = 7,4+/-0.1)



http://fr.wikipedia.org/wiki/Peptone
http://fr.wikipedia.org/wiki/Extrait_de_viande
http://fr.wikipedia.org/wiki/Chlorure_de_sodium
http://fr.wikipedia.org/wiki/Mannitol
http://fr.wikipedia.org/wiki/Rouge_de_ph%C3%A9nol
http://fr.wikipedia.org/wiki/Rouge_de_ph%C3%A9nol
http://fr.wikipedia.org/wiki/Agar-agar
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SLANETZ ET BARTLEY

Peptone de caséine............... 15¢g

Peptone de soja................... 05g

Extrait de levure.................. 05g

Glucose......oovvveeeiiiiinann. 02g

Aide de sodium.................. 0,4

Phosphate dipotassique.......... 04g

Agar......ooiiiii 10g

+ Avant utilisation du milieu vs ajouter 1% TTC (triphenyl2,3,5-tetrazolium chlorure)
PH=7,2+/-0,1

TSA (Trypticase Soja) \

1/Peptone de caséine......... 15¢g 2/Peptone de caséine.....15¢g

Peptone de soja............. 05g Peptone de soja........ 05g

Agar........ooooiiiiiii, 20g NaCl....oooooiiinnnn. 05g

pH=7.3+/-0.1 Agar..............ol. 15¢
PH=7.3+/-0.1

Réactif de Kovacs

- Paradiméthylaminobenzaldehyde.......... S5¢g

- Alcool iso-amylique........................ 75 ml
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- Acide chlorhydrique........................ 25 ml

FUCHINE LUGOL
Fuschine basique............ 0lg lode ....ooovvviiiiiiiii, Olg
Alcool ethylique............. 10ml Iodure de potassique ....... 02
Phénol.................oeeen. 05 Eau distillée.................. 300ml
Eau distillée .................. 100ml

VIOLET DE GENTIANE

Violet de gentiane ..................... Olg
Ethanol 290% ...l 10ml
Phénol ..........ooiiiiiiiiiiii 02g
Eaudistillée ...........c.oooeviiinins 100ml
Eaudistillée ...t 100ml

Paramétre Unités Norme Algérienne
Couleur Mg/1 échelle 15

Pt/co
Saveur Taux de dilution 4(a 25°C)
Odeur Taux de dilution 4(a 25°C)
Turbidité NTU 5
pH Unité de PH 6.539
Conductivité Us/cm a 20°C 2800
Température °C 25
calcium Mg/l 200
Sulfates Mg/l 400
Chlorures Mg/l 500
Phosphore Mg/l 5
Fer total Mg/l 0.3
Azote ammoniacal Mg/l 0.5
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Aluminium Mg/l 0.2
Nitrites Mg/l 0.2
Nitrate Mg/l 50

Caractére | Substrat Enzyme Produit(s) | indicateur | Réactif(s) | Lecture | Lecture
formé(s) ajouté(s) | + —
ONPG ONPG ONPG- ONP Jaune | Incolore
hydrolase (jaune)
—————————————— galactose
galactosidase
ADH Arginine Arginine Ornithine | RP Rouge | Jaune
Dihydrolase NH 3 -orange
(ADH) CO2
LDC Lysine Lysine Cadavérine | RP Rouge | Jaune
Décarboxylase | CO 2 -orange
(LDC)
ODC Ornithine Ornithine Putrescine | RP Rouge | Jaune
Décarboxylase | CO 2 -orange
(ODC)
CIT Citrate CO2 BBT Bleu vert
H20
H2S (Thiosulfate Fer 111 Noire | Incolore
S,037 Réductase) S (H2S) (jaune
pale)
URE Urée Uréase NH 4 + RP Rouge | jaune
(HCO3-)
TDA Tryptophane | Tryptophane | Acide TDA / Marron | Jaune
Désaminase indole immeédiat | brune
(TDA) pyruvique (Fer 1)
NH 3
IND Tryptophan | Tryptophanase | Indole James / Rouge | Incolore
A. immédiat jaune
pyruvique ou
NH 3 Kovacs /
2min
Vp Pyruvate Acétoine VP1 Rouge | Incolore
(KOH) +
VP2
(naphtol)
/ 10min
GEL Gélatine Gélatinase Acides Noire | Particule
Aminés noire
GLU Glucose Acides BBT Jaune | Bleuou
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I | Bleu vert
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