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Résumeé :

Le présent travail vise a étudier I’aptitude de I'utilisation des eaux usées traitées et de la
boue résiduaire de la STEP de Ain Defla dans 1’agriculture et d’évaluer la qualité microbiologique
des produits agricoles cultivés sur le sol épandu par la boue. Pour cela, des analyses
microbiologiques des eaux usees traitées, de la boue et de la tomate ont été effectuées pour voire
I’effet de I’irrigation avec les eaux usées traitées et 1’épandage par la boue sur la microflore. Les
résultats confirment la présence de divers germes dans les eaux usées traites. Par comparaison de
la qualité microbiologique de ces eaux avec les normes algériennes et de ’OMS, ces eaux en
peuvent étre utilisées en irrigation. Les boues résiduaires utilisées dans les essais d’épandage
contient les germes suivants coliforme totaux, coliforme fécaux, clostridiums, streptocoque
fécaux, Staphylococcus aureus et les ceufs d’helminthes ,la tomate cultivée dans le sol épandu par
la boue est apte d’étre consommer. Le dénombrement de la flore tellurique du sol a montré que les
bactéries sont les microorganismes les plus dominants dans les deux sols et que I’irrigation par

leseaux traitées et I’épandage par la boue augmente 1’activité biologique de la microflore du sol.

Mots clés : Sol, Boue résiduaire, STEP, Eau usée, Microflore, Tomate.



Abstract:

The present work aims to study the suitability of the use of treated wastewater and waste
sludge from the AinDefla STEP in agriculture and to evaluate the microbiological quality of
agricultural products grown on mud-spreading soil. For this, microbiological analyzes of treated
wastewater, sludge and tomato were carried out for the effect of irrigation with the treated
wastewater and the mud spreading on the microflora. The results confirm the presence of various
germs in the treated wastewater. By comparison, of the microbiological quality of these waters
with Moroccan standards and WHO, these waters can be used for irrigation. The residual sludge
used in the land application trials contains the following germs total coliform, faecal coliform,
clostridia, faecal streptococcus, Staphylococcus aureus and helminth eggs ,that the tomato grown
in the soil spread by the sludge is suitable for consumption. Counting the soil flora has shown that
bacteria are the most dominant microorganisms in both soils and that irrigation by treated water

and sludge application increases the biological activity of the soil microflora.

Key words: Soil, Sludge, STEP, Wastewater, Microflora, Tomato.
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INTRODUCTION

Le sol est un support de vie, abrite une faune et une microflore trés variée et
abondante. Ses activités vitales sont essentielles au fonctionnement des écosystemes et a la
formation du sol (Gobet et al. 2003).

La notion de fonctionnement biologique du sol correspond a un systéeme
d’interactions entre différents compartiments de la couverture pédologique qui font intervenir
un acteur biologique (micro-organisme), ces interactions induisant un certains nombres de
fonctions écologiques, agronomiques ou environnementales de

la couverture pédologique (Attab,2011).

L’eau est un ¢élément vital indispensable a la vie de tous les €tres vivants sur terre,
c’est le lieu ou la vie pris naissance et une grande partie des phénomenes vitaux s’y déroule
encore. Il est aussi indispensable au développement des sociétés : santé, nourriture, ou

activités humaines

Apreés leur utilisation, ces eaux seront contaminées par plusieurs produits chimiques et
des agents pathogénes. Afin de leur recyclage, ces eaux souillées d’origine urbaine ou
industrielle doivent étre collectée puis soumis a plusieurs phénoménes d’épuration. Le
traitement des eaux, qu’il s’agisse de production d’eau épurées, conduit toujours a la
formation de boues que 1’on sépare de I’eau traitée. Ces boues se présentent a la sortie de la
station d’épuration comme un liquide a forte teneur en eau ou seche, les boues sont
considérées comme de bons fertilisants agricoles qui contribuent a amélioration de la qualité
du sol car elles sont riches en matiére organique et en macronutriments azotés et phosphatés
(Frtas et al.,2015).

Cependant, les boues d’épuration sont riches en substances chimiques et en
microorganismes dont les effets sont indésirables soit pour la conservation des sols, soit pour
la qualité alimentaire des cultures, soit pour la santé de I’homme et des animaux. Elles
peuvent également étre chargées en divers polluants : éléments traces métalliques, substances
organiques. La présence de ces micropolluants, réglementés ou non, dans les boues de stations
de traitement des eaux usées pose la question de leur devenir et de leur impact sur les milieux

depuis leur production jusqu’a I’épandage. (Frtas et al.,2015).

)
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En effet, les sols traités avec des boues gardent plus longtemps I’humidité et la
végétation installe sur de tels sols un systéme racinaire plus développé comparativement aux

sols non traités (Azzabi,2012).

Le présent travail a pour objectifs d’étudier :
1. La possibilité de la valorisation des boues résiduaires et des eaux usées de la STEP de AIN
DEFLA et I’aptitude de la consommation de la tomate cultivée dans le sol épandu par la boue
en effectuant des analyses microbiologiques des eaux usées traitées, la boue et la tomate.
2. L’effet de I’irrigation par les eaux usées épurées et I’épandage par la boue sur la microflore
du sol en dénombrant de la flore tellurique du sol témoin et le sol irrigué et épandu par la
boue.
Pour arriver a cet objectif, nous avons structuré notre travail comme suit :
-Le premier chapitre traite les généralités sur les eaux usées, les boues résiduaire
et la microflore du sol , a pour objectif de donner une idée sur les origines et la
et les caractéristiques et les principale étapes de traitement des eaux usées et la
boue et aussi la microflore du sol et son role
- le deuxiéme chapitre, on donnera le matéricl et les méthodes d’analyse
utilisées dans cette étude .
-Dans le troisieme  chapitre, on présentera tous les résultats des analyses
microbiologiques ainsi que leurs interpreétations.

En fin de ce travail, une conclusion genérale est donnée.

)
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I.GENERALITES SUR LES EAUX TRAITEES
I.1-Définition

Appelée encore eau résiduaire ou effluent est une eau qui a subi une détérioration apres
usage. La pollution des eaux dans son sens le plus large est définie comme « tout changement
défavorable des caractéristiques naturelles (biologiques ou physico-chimiques) dont les causes
sont directement ou indirectement en relation avec les activités humaines » (Anonyme, 2004).

L’aspect des eaux résiduaires fraiches est celui d’un liquide brun gris avec une odeur
typique, mais faible. Durant leur transport, ces eaux se modifient d’autant plus vite que la
température est €levée ; elles deviennent noires et dégagent une odeur d’ceufs pourris, signe
de la présence d’hydrogeéne sulfureux (H2S), dangereux pour les égoutiers et corrosifs pour le
béton et les aciers des égouts. Environ un tiers des matieres contenues est en suspension, le

reste est en solution (Djermakoye, 2005).
|.2-Biotechnologies appliquées dans le traitement des eaux usees:

1.2.1-Grandes etapes du traitement:

Les méthodes de traitement des eaux usées sont diverses et peuvent étre classées en
trois catégories : les traitements primaires, secondaires et tertiaires. On peut également tenter
une classification physique et biologique qui revient grossierement a distinguer d’un coté
lestraitements primaires et de ’autre les traitements secondaires et tertiaires (Maharzi et
Oularbi, 2017).

1.2.1.1-Prétraitement

Se poursuit par I’élimination des particules denses ou abrasives ; cette étape est
souvent couplée avec 1’élimination des flottants, et en particulier des graisses, la pollution
présente dans les eaux résiduaires, une fois prétraitées, se compose d’une fraction de fines
particules qui n’ont pas été arrétées par le dégrillage ou le tamisage et des molécules
organiques et minérales en solution vraie ou colloidale. En régle générale, I’élimination de
MES est obtenue par décantation gravitaire alors que celle de la pollution soluble subit une
dégradation biologique, mais pour certaines stations d’épuration, I’élimination de MES est

réalisée dans I’ouvrage du traitement biologique (Grosclaude,1999)
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1.2.1.2-Traitements physico-chimiques : traitements primaires

Le traitement primaire au sens strict est un traitement physico-chimique. Il est possible
d’ajouter dans 1’ecau des agents coagulant et floculant. On peut alors récupérer un grand
nombre de particules en suspension par décantation ou flottation (boues physico-chimiques).
Cette étape permet d’¢liminer 90% des particules et objets en suspension. Elle est commune a

une tres grande majorité des stations d’épuration(Attab,2011).
1.2.1.3-Traitement secondaire

Les traitements secondaires également appelés traitements biologiques visent a
dégrader la matiére organique biodégradable contenue dans I’eau a traiter. Des micro-
organismes mis en contact avec 1’eau polluée assimilent la matiére organique qui, leur sert de
substrat de croissance. L.’ensemble de la pollution avec les micro-organismes forme la liqueur
mixte ou boue biologique contenue dans les bassins de traitement biologique. En régle
générale I’élimination complete de la pollution organique de ces bassins se déroule en
conditions aérées par des souches aérobies strictes ou facultatives. Plusieurs procedés existent
a ce stade du traitement biologique. Ce sont les procédés a culture en suspension ou procédés
a boues activeées, les procédés a culture fixee (disques biologiques rotatifs, lit bactériens, etc),
lesprocédés a décantation interne (lagunage), les techniques d’épandage irrigation, etc...

(Maharzi et Oularbi, 2017).
*Traitement secondaire anaérobie

Le traitement secondaire anaérobie est un processus microbiologique de conversion de
la matiere organique, faisant intervenir essentiellement des populations bactériennes, ainsi que

des protozoaires et quelques champignons anaérobies (Effebi, 2009).
*Traitement secondaire aérobie

Les bactéries utilisées exigent un apport permanent d'oxygene. Deux grandes familles
peuvent étre distinguées : les procédés a cultures fixes (microorganismes fixés sur des
supports), les procédés a culture libre (micro-organismes maintenus en suspension dans le

mélange a épurer (Degromont,2005)
e Traitements tertiaires

Certaine rejets d’eaux traitées sont soumis a des réglementations spécifiques
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concernant 1’élimination d’azote, de phosphore ou des germes pathogenes, qui nécessitent la
mise en oeuvre de traitements tertiaires Il regroupe toutes les opérations physiques et
chimiques qui complétent les traitements primaires et secondaires (Ouali , 2001).

Les eaux usées bénéficiant d’un traitement tertiaire contiennent si peu de nutriments
qu’elles ne peuvent permettre une forte croissance microbienne. Le traitement tertiaire est la
méthode la plus compléte pour traiter les eaux d’égouts, mais elle n’a été généralisée en

raison de son codt (Attab,2011).
I.3-Réutilisation des eaux usées en agriculture

Les eaux usées sont de plus en plus utilisées par I’agriculture des pays en

développement et des pays industrialisés. Cette utilisation est motivée principalement par :

ela rareté grandissante des ressources en eau et les tensions de plus en plus fortes sur ces
ressources ; la dégradation des sources d’eau douce résultant de I’¢limination incorrecte des

gaux usees;

*la croissance démographique et I’augmentation résultante de la demande en nourriture et en

fibres;

*la prise de conscience grandissante de la valeur en tant que ressource des eaux usees et des

nutriments qu’elles contiennent;

les objectifs du Millénaire pour le développement (OMD), en particulier ceux visant a
garantir la pérennit¢ de [D’environnement et [1’élimination de la pauvreté¢ et de

lafaim(OMS,1989).
|.4-Réutilisation des eaux usées
1.4.1-Bilan mondial

Pendant les derniéres années, la réutilisation des eaux usées a connu un
développement trés rapide avec une croissance des volumes d’eaux usées réutilisées de
I’ordre de 10 & 29 % par an, en Europe, aux Etats Unis et en Chine, et jusqu’a 41 % en
Australie. Le volume journalier actuel des eaux réutilisées atteint le chiffre impressionnant de
1,5 - 1,7 millions de m3 par jour dans plusieurs pays, comme par exemple en Californie, en
Floride, au Mexique et en Chine (Dadi,2010).

|
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1.4.2-Cas de I’ Algérie

En Algérie, 60 % des eaux usées traitées sont rejetées soit loin des périmetres
d’irrigation et des barrages soit en mer, ce qui rend leur réutilisation en irrigation peu rentable.
Ainsi, seulement 240 millions de m3 sont potentiellement utilisables en irrigation en raison de
la localisation des points de rejet. Un programme de réalisation et de modernisation
d’ouvrages de traitement destinés a la réutilisation des eaux usées en irrigation est
actuellement mis en ceuvre. Le ratio entre la réutilisation des eaux usées et I’affectation des
ressources permet d’estimer la contribution de la réutilisation des eaux usées en irrigation.
Cette contribution est de 13,37 % dans le cas de la région hydrographique Chelif-Zahrez, de
21,4 % dans la région hydrographique Constantine-Seybousse-Mellegue, et de 34,92 % dans
la région hydrographique Oranie-Chott Chergui. Cette derniere est nettement déficitaire en
pluviométrie par rapport aux autres regions du Nord algérien (400mm/an environ). La
composante réutilisation des eaux usees en irrigation devient méme prépondérante avec un
ratio de 45%, voire 100% dans le cas du périmétre de Mléta dans la région de I’Oranie de

I’Ouest algérien (Hartani,2004).
I.5-Enjeux de la réutilisation des eaux usees
1.5.1-Enjeux environnementaux

De par leur charge en différents types de polluants, les eaux usées rejetées
directement dans le milieu naturel constituent un risque sur les ressources naturelles et

I’environnement. Néanmoins, une fois épurées adéquatement, les eaux usées

pourraient étre une source d’eau pour les secteurs connus pour leur forte consommation d’eau,

comme I’agriculture (Dadi ,2010).

En fait, le recyclage des eaux usées traitées permettrait de générer une grande quantité
d’eau qui serait disponible pour le secteur agricole. L’usage des eaux usées traitées pour
I’irrigation peut également aider a améliorer les rendements agricoles a cause de certains
composeés résiduels présents dans les eaux apres leurs traitements. Généralement, ces eaux
sont riches en certains éléments nutritifs et en matiéres organiques comme 1’azote minéral,
’azote organique, le phosphore et les micronutriments. Ces derniers sont importants a la fois
pour augmenter la fertilité et la structure du sol et la productivité agricole. Cela permettrait de

remplacer, en partie, ’'usage d’engrais minéraux (Khouri etal.1994).

<!
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1.5.2 Enjeux économiques

En plus des avantages environnementaux, les eaux usées épurées pourraient avoir un
impact économique positif sur les agriculteurs. A la suite de la forte demande d’eau dans le
secteur agricole, ’acheminement de I’eau traitée vers les champs agricoles diminuerait les
incidences négatives causées par 1’utilisation d’eaux propres en irrigation. En fait, I’irrigation
peut avoir une incidence sur I’économie des agriculteurs pauvres, surtout lorsque 1’égalité
d’acces aux terres et a I’eau est absente, en plus des cofts €élevés des ouvrages de transfert et
de pompage d’eau agricole. Dés lors, les eaux traitées pourraient diminuer toutes ces dépenses
et rendraient I’irrigation moins coliteuse et a la portée des agriculteurs locaux, ce qui leur
permettrait d’investir leur argent dans la diversification des cultures et de s’orienter vers une
agriculture a grande valeur ajoutée et plus durable. Cela augmenterait aussi la valeur fonciere
des terrains irrigués, en assurant des bénéfices économiques importants aux agriculteurs.
Méme les responsables de 1’assainissement et du traitement des eaux pourraient bénéficier du
prix de vente de I’eau traitée et des produits dérives au lieu de la rejeter directement dans le

milieu naturel (Lazarova et Brissaud, 2007 ).
1.5.3 Enjeux sociaux

Bien que la réutilisation des eaux usées traitées ait été appliquée et bien acceptée depuis
plusieurs décennies dans les régions rurales et urbaines de certains payé a cause de la
croissance démographique, elle a toujours soulevé des questions socioculturelles. Des lors,
une variation dans les croyances, les coutumes et les valeurs peut influencer 1’acceptabilité
culturelle de cette nouvelle source d’eau. L’appui du public est un enjeu déterminant dans les
projets de gestion de 1’eau, surtout dans les pays ou les sources d’eau sont disponibles et
abondantes, d’ou I’importance de concevoir un systétme de communication et de

sensibilisation pour les personnes impliquées dans cette réutilisation (Marsalek et al.2002).

|
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II.GENERALITES SUR LES BOUES

I1.1-Nature et origine

Selon les différentes phases de traitement des eaux usées, on obtient des boues a

caracteristiques différentes :

*Les boues issues d’un traitement primaire : elles sont produites par une simple décantation
des Matiéres En Suspension (MES) contenues dans les eaux usées ; 70 %des MES peuvent

ainsi étreretenues.

*Les boues issues d’un traitement physico-chimique : variante du type précédent, les matiéres
organiques particulaires ou colloidales contenues dans les eaux usées sont agglomeérées par
addition d’un réactif coagulant (sels de fer ou d’aluminium) ; 90 %des MES peuvent ainsi étre
captées. Séparées par décantation, lesboues obtenues renferment une partie importante de sels

minéraux issus des eaux brutes et de ’agentcoagulant.

Les boues d’un traitement biologique : ces boues sont essentiellement formées parles résidus

de bactéries “cultivées” dans les ouvragesd’épuration.

Ces bactéries sont nourries des matieres organiques contenues dans les eaux usées et les ont
digérées (Azzabi ,2012).

I1.2-Principales étapes de traitements de boues

Quel que soit le mode d'épuration des eaux, les boues sont initialement constituées d'eau
(99%), de matiere organique fraiche trés fermentescible, et des matiéres minérales dissoutes
ou insolubles. La matiere organique qui représente 35 a
85 % de la matiére séche est constituée essentiellement de cadavres de bactéries et leurs
substances toxiques.(Ati,2010)

Selon le but de leur utilisation, des traitements complémentaires leur sont appliqués pour :
*Réduire leur teneur en eau est ceci dans le but de réduire leur volume et d'éviter la
putréfaction de la matiére organique facilement décomposable;

*Stabiliser la matiére organique en diminuant sa fermentescibilité pour réduire au moins et
supprimer les mauvaises odeurs;
*Pour les hygiénieser si nécessaire en détruisent les micros organismeS pathogenes.

(Ati,2010).

<!
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11.2.1-Procédés de réduction de la teneur en eau:
11.2.1.1-Lit de séchage

Pour des raisons d'hygiéne et afin de ne pas créer des odeurs désagréables, on utilise des
lits de séchage ; on élimine en grande partie ou, en totalité I'eau par évaporation : Soit par voie
naturelle (lits de séchage) soit par voie thermique. La technique des lits de séchage se pratique
a l'air libre sur des boues liquides et combine I’évaporation naturelle et le drainage de I'eau
libre a travers une couche filtrante de sable ou de graviers ; I'emprise au sol est de 1m2 pour 4
a 5 habitants raccordés. Ce systéme extensif donne des boues solides a 35 — 40 % de siccité

mais reste fort dépendant des conditions météorologiques(Ati , 2010).
11.2. 1.2. Epaississement

Il vise ’augmentation de la siccité des boues sans pour autant modifier le caractére
liquide de la boue, ce procédé peut se faire par voie gravitaire dans un concentrateur ou par
des moyens mécaniques (égouttage — flottation — centrifugation). La siccité des boues ne
dépasse pas 7%(Ati ,2010).

11.2.1.3. Déshydratation

Elle correspond en fait a une forte augmentation de la siccité, et modifier I'état physique
des boues, celles-ci passent de I'état liquide a I'état pateux ou solide. Les filtres a bandes et les
centrifugeuses donnent des boues plutdt pateuses en raison delaperformance de
déshydratation qui plafonnent de 18 a 20 % de siccité pour la premiere famille de matériels, et
de 20 a 25 % pour la seconde. Les filtres presses produisent par contre des boues de structures
solides 30- 35 % de siccité, en conjuguant un conditionnement au lait de chaux et des

pressions élevées(Ati,2010).
11.2.2. Stabilisation des boues

Dans la stabilisation biologique, les boues primaires et les boues activées en exces sont
souvent mélangées, elles présentent une tendance a la fermentation, on aére ce mélange
aveclair ou de l'oxygéne, on assiste alors a une minéralisation de la matiere organique en
CO2. Ce procédé permet I'élimination de certains parasites. Cette technique résume la
digestion aérobie, tandis que pour la digestion anaérobiepermet une production des gaz

combustibles.
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Elle consiste a favoriser le développement des bactéries méthaniferes qui agissent en
anaérobie sur la matiére organique en la décomposant en produisant le méthane, ce procédé

peut étre important pour certaines cultures lorsqu’on prévoit l'utilisation agricole.

La stabilisation non biologique ou chimique comporte la pasteurisation, et le traitement a la
chaux. La pasteurisation consiste a I'injection de vapeur a une température de 80 ° durant 30
mn (Gamrasni, 1981).

11.3-Composition des boues

La composition exacte des boues varie en fonction de l'origine des eaux usées, de la
période de l'année, du type de traitement et de conditionnement pratiqué dans la station
d'épuration. Les boues résiduaires représentent avant tout une matiere premiére composée de
différents éléments (matiere organique, éléments fertilisants (N et P ...), d'éléments traces

métalliques, d'éléments traces organiques et d'agents pathogenes) (Abdelmoumene ,2011).
11.3.1-Matieres organiques

La concentration en matiére organique peut varier de 30 a 80 %. La matiére organique
des boues est constituée de matieres particulaires éliminées par gravité dans les boues
primaires, des lipides (6 a 19 % de la matiere organique), des polysaccharides, des protéines
et des acides aminés (jusqu'a 33 % de la matiere organique), de la lignine, ainsi que des
produits de métabolisation et des corps microbiens résultant des traitements biologiques

(digestion, stabilisation) (Abdelmoumene ,2011).
11.3.2-Eléments fertilisants et amendements

Selon la dose appliquée, les boues peuvent couvrir, en partie ou en totalité, les besoins des
cultures en azote, en phosphore, en magnésium, calcium et en soufre ou peuvent aussi corriger
des carences a I'exception de celle en potassium. Les éléments en traces tels que le cuivre, le
zinc, le chrome et le nickel présents dans les boues sont aussi indispensables au

développement des végétaux et des animaux (Albrechtco, 2007).
11.3.3-Contaminants chimiques inorganiques etorganiques

Ces mémes éléments traces métalliques (cuivre, zinc, chrome et nickel) indispensables au
développement des végétaux et des animaux peuvent se révéler toxiques a trop fortes

doses.D'autres, tels que le cadmium et plomb sont des toxiques potentiels. Ainsi, un polluant




Chapitre | Revue bibliographique

peut étre défini comme un élément ou un composé chimique ordinaire dont la nocivité

n'apparait qu'a partir d'une certaine concentration (Amir, 2005).
11.3.4-Micro-organismes

Les boues contiennent des microorganismes vivants qui jouent un réle essentiel dans les
processus d'épuration. Seul une infime partie est pathogéne (virus, bactéries, protozoaires,
champignons, helminthes, etc.) et provient en majorité des excréments humains ou
animaux)(Amir,2005).

I1.4-Intérét agronomique desboues

Riches en matieres organiques, parfois en calcium ainsi du certaines éléments fertilisantes les
déchets urbaines sont potentiellement intéressants pour améliorer les propriétés des sols. Les

boues agissent comme un catalyseur de la biologie du sol et non pas seulement un engrais.

C’¢était surtout la valeur fertilisante azotée et phosphatée des boues résiduaires qui motivait
leur utilisation. La teneur en azote et on phosphore représente 3 a 7 %de la matiere seche
(Pisson ,2000).

e Azote

L’azote présent dans les boues de station d’épuration se trouve principalement sous forme
organique et n’est disponible pour la plante qu’aprés minéralisation de la maticre

organique(Pisson ,2000).
e Phosphore

Le phosphore contenu dans les boues se trouve essentiellement sous forme inorganique et

constitue dans le sol un pool lentement utilisable pour la végétation(ADEME ,1997).

e Matiére organique

— La matiére organique améliore la qualité physique du sol:
Elle améliore ou stabilisent la structure du sol;
La matiere organiques améliorent la qualité chimique:

— Les colloides thermiques augmentent la capacité d’échange du sol;
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La mati¢re organique dans I’ensemble est par leur décomposition, une source d’éléments

nutritifs pour la plante.(Pisson,2000)
— Les matiéres organiques stimulent I’activité biologique:

Elles servent de support et d’aliment pour la faune et la flore du sol dont dépend la bonne

nutrition des plantes(Pisson,2000)

e Calcium

Le calcium remplit un role important, tant au niveau du sol que la plante, il stabilise et
améliore la structure du sol. Le calcium permet de maintenir le pH du solentre les limites

favorables a I’activité biologique et a ’assimilation des éléments nutritifs (Soltner,2005).
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I11.LA MICROFLORE DU SOL

Les organismes vivant du sol sont des bactéries, des champignons, des algues, les parties
souterraines des plantes ainsi que des animaux trés variés. Tous participent d'une maniere ou

d'une autre a la formation et a I'évolution de sol (Gobet et al.2003).
I11.1-Microflore du sol
I11.1.1-Bactéries

Le sol constitue le milieu naturel de toute une série d’especes aérobies. Dans 1’ordre
des Pseudomonales et Eubactériales, on retrouve les principaux genres vivants dans le sol. Les
bactéries du sol ont une grande variéeté de formes. Elles peuvent &tre mobiles ou immobiles, et
posséder ou non des formes de résistance (spores, kystes) Elles proliferent dans les milieux les
plus riches en N, et peu acides ; elles sont surtout abondantes autours des racines de certaines
plantes (graminées, légumineuses), au sein de la rhizosphére. La plupart d'entre elles sont

hétérotrophes et saprophytes (Bedjaj,2011).
111.1.1.1-Rdle dans lesol

Par leur durée de vie, ces derniers constituent une fraction importante de la matiere
organique humifiee. Elles sont participantes a la formation des microagrégats. Mais c'est
avant tout par leurs fonctions biogéochimiques, telles la minéralisation de la matiere
organique, la précipitation de minéraux, la transformation de certains composants organiques
en humine (Gobat etal.2003).

111.1.2-Actinomycetes

Les actinomycetes sont un groupe d'eubactéries Gram-positives. La plupart d'entre
elles se trouvent dans le sol, et elles comprennent quelques-uns des principaux acteurs de la
vie du sol, y jouant un réle important dans la décomposition des matieres organiques, comme
la cellulose et la chitine. C'est le regroupement des bactéries sous forme d’arbre qui utilise ses
cystes, ici des endospores, afin de résister a un milieu nutritif défavorable (par exemple,

présence de myxomyceétes dans le milieu) (Benali,2014).

D’aprés Roger et Garcia, (2001) les caractéristiques principales de genres d'Actinomycetes

fréquents dans les sols :
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— Nocardia: Filaments qui se fragmentent rapidement en unités bactériformes. Les
filaments se développent rarement au-dessus du milieu de culture;

— Streptomyces: Longues chaines de spores formées sur des filaments qui se développent
au-dessus du milieu de culture. De nombreuses espéces produisent des antibiotiques;

— Streptosporangium : Spores formées dans des sporanges ou en chaines sur les filaments
au-dessus du milieu.

— Micromonospora : Les filaments ne se développent pas au-dessus du milieu. Spores

uniques produites dans ou a la surface du milieu.
111.2.1.1-Réle dans le sol

Leur role dans le sol est important, grace a leur capacité de dégrader des molécules
complexes non biodégradables par les champignons ou les autres bactéries, telle que la
chitine. En raison de leur aptitude a dégrader la chitine, de trés nombreux Actinomycetes sont
capables de décomposer les membranes des champignons et peuvent ainsi poursuivre la
dégradation de la matiére organique entreprise par la microflore fongique contribuant ainsi a
la fertilisation des sols et en plus ils produisent de nombreuses metabolites. Les
actinomycetes pourraient aussi intervenir dans les processus d’humification en produisant des

composes proches des acides humiques (Bedjadj,2011).
111.1.3-Champignons

Les champignons du sol ou mycetes sont des levures, des champignons supérieurs et surtout
des moisissures des genres Penicillium, Aspergillus, Fusarium, Hrizoctonia, Mucor,
Trichoderna mais a la différence des bactéries, ils sont toujours hétérotrophes et
aérobies(Soltner, 2005).

De toute dimension, les champignons résistent mieux que les bactéries a la sécheresse et a
l'acidité.

111.1.3.1-Rdle dans le sol
Leur r6le est important dans la dégradation de substances résistant comme la lignine. Le

champignon peut aussi contracter au niveau des racines des symbioses mycorhizienne, dont

les actions peuvent se révéler bénéfiques pour les végétaux.

Par sa taille et sa structure, un mycélium est a méme de transporter activement des quantités

importantes d'eau et de substance d'un endroit a l'autre du sol (Gobat et al .2003).
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111.1.4-Algues

Leur chlorophylle les rend autotrophes (Soltner, 2005). Unicellulaire ou en colonies
filamenteuses, les algues sont souvent abondantes dans le sol, mais restent localisées a la

surface ou dans les larges fissures (Gobat et al. 2003).
111.1.4.1-Rdle dans le sol

Gréce a leur activité photosynthétique, les algues colonisent rapidement les surfaces minérales
brutes, dont elles accélérent l'altération par des substances dissolvantes. (Gobat et al.2003).

Les algues participent aussi a la cohésion les particules solides a travers la production des

polysaccharides extracellulaires (Gobat et al.2003).

Elles protegent les environnements arides ou désertiques contre I'érosion en formant des

croutes a la surface du sol (Dommergues,1965).
I11.2-Pratiques agricoles et risque de transfert des bactéries pathogenes dans lesol
111.2.1-Effluents d’élevage et matiéres fécales

Les animaux d’¢levage, sains ou malades, peuvent étre porteurs d’une grande partie
des bactéries pathogénes. Salmonella spp., L. monocytogenes.etE. coli peuvent étre
rencontrés dans les matiéres fécales animales. Les bactéries telles queE. coli non pathogeéne et
E. faecalis sont également présentes dans les feces et les effluents d’élevage en temps
qu’hdtes du tractus digestif. L. monocytogenes est retrouvé dans les excréments d’une grande
variété des espécesd’animaux sains. L’incidence et les concentrations de ces bactéries
pathogenes dans les féces et les effluents d’élevage peuvent donc varier en fonction de

I’espéce animale (Johsen et al.2001).
111.2.2-Boues de station d’épuration

Les boues de station d’épuration sont considérées comme des déchets et peuvent étre
éliminées par incinération mais elles peuvent également étre valorisées par épandage sur les
sols agricoles. L’épandage permet de recycler une partie des boues et de profiter de leurs
propriétés fertilisantes, en bouclant le cycle de la matiére organique par retour vers le sol.
Cette pratique est strictement encadrée du point de vue sanitaire et environnemental. Il faut en
effet s’assurer, d'une part, de I’aptitude des sols a remplir cette fonction environnementale de

recyclage et d'autre part, de I’innocuité des épandages de boues vis-a-vis des sols, de la chaine

<
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alimentaire et des autres compartiments de I’environnement (Dumontet et al.2001).
111.2.3-Irrigation

Quelle que soit leur origine (domestique, industrielle, agricole ou pluviale), les eaux
usées non traitées sont généralement contaminées par des microorganismes pathogenes dont
la plupart sont des bactéries. Les eaux usées peuvent contenir des bactéries pathogenes
provenant initialement des matiéres fécales humaines et animales (Toze,1997).

Les eaux usées doivent étre traitées avant leur recyclage et doivent répondre a des

normes microbiologiques.

111.3-Cycles biogéochimiques
111.3.1-Cycle de I'azote

Cycle de l'azote se particularise par sa grande complexité et le nombre important de
molécules différentes y jouant un réle. Ainsi on distingue plusieurs formes minérales — azote
moléculaire (N2), ammoniac (NH3), nitrite (NO2-), nitrate (NO3- ), ammonium (NH4+
),oxyde nitrique (N20) et oxyde nitreux (NO) mais aussi des formes organiques tres variées
(acides aminés, urée, acide urique, protéines,etc...) ; chaque forme ayant un role particulier
dans I'écosysteme. L'azote est majoritairement présent sous forme gazeuse dans lI'atmospheére
(80%),)(Diarra,1999)
Pour la majorité des végétaux, l'azote est un élément fortement limitant car peu disponible.
Son acquisition se fait principalement selon deux voies d'entrées : le sol a travers
I'assimilation des formes minérales ou lI'atmosphere a travers la fixation de I'azote moléculaire
(Schmann, 2005 ).

111.3.1.1-Fixation d'azote atmosphérique

Correspond a la conversion de 1’azote atmosphérique en azote utilisable par les plantes et les
animaux. Elle se fait par certaines bactéries qui vivent dans les sols ou dans 1’eau et qui
réussissent a assimiler I’azote diatomique N2. Il s’agit en particulier des cyanobactéries et de
certaines bactéries vivant en symbiose avec des plantes (entre autres, des légumineuses)
(Diarra,1999)

111.3.1.2-Transformation de I'azote dans le sol

Le cycle de l'azote rend compte de transformation et de la simplification des composés azotés

complexes fournis au sol, jusqu'au stade d'azote minéral utilisable par la plante (Boullard et
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Morceau, 1962).

Un autre processus majeur de ce cycle biogéochimique est la minéralisation, qui correspond a
la phase de décomposition de la matiere organique aboutissant aux nitrates. Une des étapes clé
est effectuée par les bactéries nitrifiantes, seuls organismes capables d'oxyder les ions

ammoniums en nitrates facilement assimilables par les plantes et les microorganismes.

Enfin, un autre processus clé est la dénitrification, qui boucle le cycle et qui correspond a la
réduction des nitrites et nitrates en azote moléculaire (Schimann, 2005).

e Nitrification

La nitrification est un processus contrdlé par l'action de certains micro-organismes
spécifiques, qui conduit a la transformation de lI'ammoniaque ou de l'ammonium en
nitrate(Diarra,1999).

La réaction de la nitrification se fait en deux étapes :

La nitritation qui est I'oxydation de I'ammonium en nitrites, et la nitratation qui est I'oxydation

des nitrites en nitrates. (Diarra,1999).
eLa réaction denitritation

Selon Mabrouk, (2009) la réaction de nitritation (oxydation de I'ammonium) est réalisée par
les bactéries nitritantes (Nitrosomonas, Nitrosococcus ,Nitrosopira etc.) est décrite par

I'équation suivante :

Nitrosomonas

NH3+3/202 NO2 -+H ++H20+E NH4++3/202 2H++NO2-+H20+E
*La réaction denitratation

C’est ’oxydation de NO2 en NO3. C’est le fait des ferments nitriques(type
Nitrobacter, Nitrocystis, Bactoderma, Microderma)(Mabrouk,2009).
eLadénitrification

Les nitrates ainsi formés sont absorbés par les végétaux et transformés en acides aminés puis

en protéines. Aprés la mort des organismes,les protéines vont étre décomposées par des
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bactéries et des acides aminés transformés par diverses bactéries en ammoniac. Celui-ci peut
subir une nitrosation qui lI'oxyde en NO2- (nitrite) lequel peut é&tre a son tour réduit en NO et
méme N(diazote) par des bactéries dénitrifiantes(Mabrouk,2009). La dénitrificationdemeure
essentiellement dans le sol le fait d'une activité biologique définie, due a l'intervention
d'espéces microbiennes dénitrifiantes, sont des bactéries appartenant aux genres (Bacillus,
Pseudomonas, Achromobacter...). Elle se produit a deux conditions:

La présence d'azote sous forme nitrique ou nitreuse;

Une teneur suffisante en substances organique en décomposition (Dari ,2013)

0.’&\;&; 4&"’;\ “»
Azote atmosphérique (N?)
-. i 'f*_\\%' *\‘ ‘\

S (Lo
N )

Figure 1:Cycle de I’azote (Dari,2013)

111.3.2-Cycle de carbone

Le carbone est un des éléments biogenes majeur. Deux phénoménes biologiques
fondamentaux conditionnent et régulent la circulation du carbone dans la biosphére, il s’agit
de la photosynthese et de la respiration. Les microorganismes autotrophes (photosynthétiques
et chimiolithotrophes) convertissent le CO2 en composés organiques ; cette production
primaire nette est alors disponible pour les consommateurs hétérotrophes qui, en respirant,

convertissent la matiére organique en CO2(Cebron, 2004).

e
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Le cycle du A ir:'n':-!:-ntglt-';un

Carbone

Figure 2 : cycle de carbone (Dari,2013)
111.3.3-Cycle de souffre

La réserve de soufre de la biosphere se trouve dans les roches sédimentaires (sulfates).Les
plantes et la plupart des microorganismes utilisent directement le soufre sous forme de sulfate.
Le soufre retourne au sol avec les protéines contenues dans les résidus et cadavres végétaux,
animaux et microbiens ; il s'intégre a la fraction organique non humifiée, puis en partie a
I'humus. Le soufre organique du sol est ensuite minéralisé plus ou moins rapidement sous
forme de sulfure d’hydrogene (H2S) par de nombreux microorganismes. H2S est oxydé a son
tour et donne des sulfates sous laction de bactéries chimiolithotrophes appartenant
essentiellement au genre Thiobacillus. Les transformations consistant dans l'utilisation des
sulfates par la microflore sont, comme dans le cas de l'azote, désignées sous le terme
d'immobilisation. De méme que les nitrates peuvent étre réduits par voie microbienne
(dénitrification), de méme les sulfates ou le soufre élémentaire peuvent étre réduits en H2S.
Ce processus, désigné sous le nom de sulfatoréduction, est le fait de micro- organismes
appartenanta différents genres dont Desulfovibrio, DesulfotomaculumetDesulfomonas.
L'écosysteme sol-plante s'enrichit ou s'appauvrit en soufre essentiellement au travers de
processus non biologiques : apports par les eaux météoriques et les engrais, pertes par
exportation par lesrécoltes, le lessivage,l'érosion ; les pertes d'origine biologique (émission

d'H2S) sont en général insignifiantes (Dommergues,2005).
I11.4. Rble de microorganismes dans la structure du sol :

Les microorganismes du sol influencent différemment la stabilité de la structure d’un sol

-



Chapitre | Revue bibliographique

en fonction de leur type, de leur activité et de leurs produits de synthese.

Les microorganismes présentent entre eux des différences d’efficacité en ce qui concerne leur

aptitude a induire I’agrégation et a la maintenir.

Les champignons sont efficaces dans la stabilisation des agrégats de sol, car ils ont la
capacité de lier les particules du sol via plusieurs mécanismes (rétention mécanique, adhésion
par les glues fongiques, ...). En effet, de nombreux champignons secrétent des substances
agrégeant a fort pouvoir collant comme les polysaccharides et les gommes. Les mycéliums
des champignons consolident également directement la structure du sol par enchevétrement
mécanique des particules minérales entre les hyphes et/ou par la résistance mécanique des
filaments fongiques aux contraintes physiques(Annabi, 2005).

Les bactéries interviennent plutdt dans la stabilisation des particules de la taille des
argiles et des limons. Elles synthétisent des substances gluantes telles que les polysaccharides

et peuvent constituer le centre de formation des microagrégats(Robert et Chenu, 1992).

Plusieurs types de bactéries ont été identifiés comme intervenant dans la stabilité des
agrégats, ont note le role positif des cyanobactéries dans la stabilisation des agrégats des sols
sableux. L’action des Actinomycétes est semblable a celle des champignons a mycélium mais
avec une moindre importance car dans le sol, les Actinomycétes sont moins fréquents que les

champignons.

Les Algues agregent les particules élémentaires en surfaces des profils et contribuent
ainsi en association avec les Champignons filamenteux ainsi qu’a la formation de croites

(structure continue) notamment sur les sols sableux(Bedjaj,2011).
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1. Présentation de la station d’épuration de la ville de Ain Defla:

1.1-situation géographique
La station d’épuration d’Ain Defla est située au nord de la wilaya d’Ain Defla, a 145km au sud-
ouest d'Alger elle est implantée dans la commune d’Ain Defla. Elle a été mise en service en avril 2007
, elle est située au nord du chef-licu de la ville de Ain Defla ,située a proximité de 1’oued de
chéfif et environ 800m de I’axe routier de RN4,limitée au sud ouest et par des terrains agricoles
(Rahmoni et al,2009).

1.2Caractéristiques de la STEP d’Ain Defla

Le principal but projeté par I'épuration des eaux usées de la ville d’Ain Defla est
I'amélioration de I’environnement par la suppression de rejet en eaux usées de surface et
notamment de [I’Oued Cheliff (ONA, 2005), prévient I'éventualit¢é de situations
esthétiques désagreables. Ainsi que la protection des nappés d'eau souterraines de la
contamination par I'eau polluée et la réutilisation des eaux usee traitées par la STEP a des

fins agricoles.

La station d’épuration d’Ain Defla est rentrée en exploitation en 2008. Elle est congue
pour epuré une quantité deau estimee a 9157 md¥j. Le proces consiste en une épuration
biologique par boues activées a faible charge, avec stabilisation aérobie (Benahacene A et
Benzina H,2018)

1.3.-Description et fonctionnement de la station

La plupart des stations d’épuration fonctionnement sclon les mémeS processus de bas,
mais des différences plus ou moins importantes peuvent exister dans la maniere de mettre

en place des processus. Le traitement se divise généralement en plusieurs étapes.

La station d’épuration d’Ain Defla est de types boues activées a faible charge, d’une
capacité de 50 000 Equivalent — habitants, soit un débit nominal de 12900 m3/présent un
bon état de fonctionnement. La charge de pollution a lentrée de STEP : (MES 398 mg/l,
DBOs : 300 mg/l, DCO : 700 mg/l) et la sortie de STEP: (MES: 30 mg/l, DBOs: 30-40
mg/l, DCO : 90-120 mg/l). Le rendement d’élimination : sur MES 80%, MO 85%.
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La filiere de traitement compte un dégrilleur grossier, un dégrilleur fin, un
dessableur- déshuileur, deux bassins biologiques avec six aérateurs chacun, deux
clarificateurs, un épaississeur et 20 lits de séchage pour la déshydratation
naturelle (Benahacene A et Benzina H,2018)

Figure 03 : Plan de la situation géographique de la STEP d’Ain Defla

2. Echantillonnages
2.1-source d’échantillonnage
Notre étude a été menée sur :

-des échantillons du sol prélevés des parcelles qui se situe dans la ville de Ain defla

24
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Figure 04 : Situation géographique de terrain de prélevement du tomate

-un échantillon de tomate qui est prélevé d ITCMI Staouali

Carte sans titre Légende
Rédigez une description pour votre carte — ® ITCMI institut technique des cultures maraicheres Et industrielles

e
e A

ITEMIlinstitut technique.des cultiresimaraicheres Ethindustrielles

Figure 05 : Situation géographique de terrain de prélevement du tomate
-quatre échantillons des eaux usées et la boue prélevés de la station d’épuration de la ville de
Ain Defla"STEP"
2.2- Techniques d’échantillonnage:
Techniques d’échantillonnages pour les analyses microbiologiques:
2.2.1-Sol:

2.2.1.1-Echantillonnage et conservation des échantillons du sol

Avant de commencer I'échantillonnage nous devons examiner le terrain du point de vue
de son uniformité, genre de sol, végétation, amendements appliqués, etc. En prélevant

plusieurs échantillons pour obtenir un échantillon moyen, il faut naturellement choisir des sols

E
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aussi uniformes que possible. 1l faut les prélever dans les mémes conditions physiques (t°,

humidité) et toujours le méme jour.
2.2.1.2-Horizon de prélevement

Les échantillons sont prélevés dans la couche superficielle du sol (0-60cm). Le tableau

résume 1’échantillonnage :

Tableau 1 : échantillon prélevé du sol irrigué et sol épandu

Sol irrigué avec I’eau traitée | Sol épandue avec la boue
SE S1 SB S1
SE S2 temoin SB S2 temoin
SEI1l SB 11
SE 12 temoin SB 12 temoin
SE 1 SE 111
SE 112 temoin SE 11 2 temoin

2.2.1.3-Conservation des échantillons

Aprés le prélevement, Les échantillons des sols devant étre conservés au frais (environ
4°C).Le séchage des échantillons tue une partie de la microflore et rend impossible la
détermination de la biomasse microbienne .Les échantillons ont été ensuite tamisés a 5 mm
pour ¢éliminer les éléments grossiers et les débris organiques. Avant I’emploi, les échantillons

du sol seront une nouvelle fois tamisés & 2mm.

2.2.2-Eau traitée

L’eau traitée provient d’un échantillonnage de la méme station d’épuration des eaux usées
(STEP) de la ville d’Ain Defla.

Nous avons prélevé quatre échantillons : Echantillon E1,EchantillonE 2, Echantillon E3,
EchantillonE4.

2.2.2.1-Prélevement
Les récipients utilisés ne doivent pas apporter de substances toxiques et assurer une fois
bouchés une protection totale contre toute contamination extérieure. Les prélévements sont

effectués dans des flacons stériles.
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2.2.2.2-Transport et conservation des échantillons

Tout flacon d'échantillonnage doit étre clairement identifié et étre accompagné d'informations
suffisantes concernant la nature de I'échantillon et les raisons pour lesquelles I'examen est
demandé. La teneur initiale en microorganismes contenus dans l'eau risque de subir des
modifications apres le prélevement, c'est pour cela que toute analyse doit étre effectuée le plus
rapidement possible et transportés dans une glaciaire avec un délai maximum de 8 heures
avant I’analyse(Attab ,2011).

2.2.3-Boue

2.2.3.1-Origine des boues étudiées

L ‘ensemble des boues étudiées provient d’un échantillonnage de la méme station d’é€puration
des eaux usées urbaines (STEP) de la ville de Ain Defla.

Cet échantillonnage représente quatre boues résiduaires de méme station, cependant, avec des
durées de stockage différentes.

2.2.3.2-Description des boues étudiées

Elles sont de couleur sombre apparentant a celle d’un sol riche en matiére organique, leur
aspect physique est lié a leur teneur en eau, nous avons prélevé quatre échantillons
-lerEchantillonB1  : solide (sixmois)

-2emeEchantillon B2 : solide (sixmois)

-3emeEchantillon B3 : solide (15jours)

-4émeEchantillon B4 : solide (15jours)

En ce qui concerne leur qualité olfactive, on a remarqué que le séchage s’accompagne d’une
diminution notable de 1’odeur.

3-analyse des échantillons

3.1-Analyse physico-chimique du sol

Les caractéristiques physico-chimiques influencent fortement les propriétés biologiques des
sols. Des relations étroites ont d’ailleurs été mises en évidence entre les caractéristiques
physico- chimiques et biologiques, et ceci aussi bien pour la microflore.

3.3.1-Humidité:

C'est la perte de poids apres séchage a 105°C exprimée en pourcentage (ou pour mille) par
rapport a la terre séchée a l'air %.

H = (Pair-P105°C)/Pair X100

Cette détermination est facile a réaliser par simple pesée aprés un séchage en étuve d'une
durée suffisante (vérification de poids constant).

L'utilisation de capsule en verre a couvercles rodés permet d'éviter une réhuméctation au
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cours du transport de I'étuve a la balance. Elle est aussi appelée "Humidité résiduelle "quantité
d'eau restante (BAIZE, 2000).

3.3.2-Conductivité électrique:

La conductivité électrique (C.E) d'une solution du sol est un indice des teneurs en sels
solubles dans ce sol.

Mesurée par un conductimétre sur des extraits dontle rapport (terre/eau) est de 1/5, le plus
souvent utilisé (CLEMENT et FRANCOISE, 2009).

3.3.3-pH
Sur une suspension de terre fine, le rapport liquide /terre extrait du rapport 1/5 est mesuré a
I'aide d'un pH metre (SOLTNER, 2005).

3.2-Etude microbiologique des eaux traité, boue et sol

3.2.1-Tests communs

3.2.1.1-Recherche des salmonelles

La recherche des salmonelles a pour but, I’identification des souches qui sont a I’origine de
toxi-infection alimentaire.

Le genre Salmonella appartient a la famille des Enterobactériaceae, il regroupe des bacilles a
Gram positif. Les salmonelles sont pathogeénes soit exclusivement pour ’homme (S. typhi)
soit exclusivement pour 1’animal (S.abortusovis), soit le plus souvent a la fois pour I’homme
et pour ’animal.

Le protocole d’isolement des salmonelles est réalisé selon la norme EN ISO 6579 (Hamaidi-

Chergui et al., 2016 ).(Annexe 9)

3.2.1.2-Mode Recherche de Clostridiumsulfito-réducteur

Conformément & la norme NF T 90-415, La recherche des Clostridium Sulfito réducteurs est
basée sur la recherche des formes sporulées. Pour cela, on détruit les formes végétatives par
un chauffage a 80°C, puis on refroidit rapidement. L’échantillon est incorporé a un milieu VF,
fondu, additionné
desulfitedesodiumetd'alundefer. Apresl’ incubationde48a37°C,lescoloniesentouréesd unhalonoi
r sont comptées comme susceptibles de provenir de bactéries anaérobies sporulées sulfito-

réductrices (Hamaidi Chergui et al ., 2016)
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3.2.1.3-Recherche des Vibrions cholériques

Comprend des bacilles habituellement fin, l1égerement incurvés, trés mobiles grace a un cil
polaire.

Les vibrions cholériques sont des agents des choléras, maladie humaine généralement
mortelle caractérisée par une diarrhée avec vomissement et déshydratation. On retrouve la
bactérie pathogeéne dans I’intestin des malades, des convalescents, des porteurs de germes. De
la va polluer I’eau, la terre et certains aliments qui seront a I’origine del’épidémie.

(Annexe 10)

3.2.3-Analyse parasitologique

Cette méthode consiste a examiner directement des échantillons, en prélevant une goutte des

¢chantillons bien agitée que 1’on place entre lame et lamelle et qu’on observe au microscope

3.3-Tests microbiologiques de I’eau traitée

3.3.1-Dénombrement des coliformes:

3.3.1.1coliformes totaux

Le dénombrement des coliformes totaux se fait par la méthode de filtration membranaire un
volume d’échantillon de 100 ml d’eau a analyser est filtré a travers une membrane qui retient
les micro-organismes. La membrane est ensuite placée sur le milieu du TTC tergitol.

*Lecture

Apreés incubation a 37°C durant 24h, des colonies se forment a la surface de la membrane
*Test confirmatif

Pour effectuer une confirmation les colonies formées a la surface de la membrane sont
repiquer dans un autre milieu liquide (VBL), les tubes de VBL seront ainsi incubés a 37°C
durant 24h. Dans le cas positif de présence des coliformes totaux, on aura une présence du gaz
dans la cloche de Durham et virage au couleur jaune.

3.3.1.2-.Escherichia Coli

Escherichia Coli fait partie du groupe des coliformes totaux et consiste le seul membre de ce
groupe que ’on trouve spécialement dans les matieres fécales des humaines et des animaux.
Leur présence dans I’eau indique en présence de maticres fécales. Elle est capable de
fermenter le lactose & 44°C.

*Technique

Le principe de dénombrement s’effectue de méme maniére que la recherche des coliformes
fécaux saufla température d’incubation dans ce cas est de 44°C/24 heure.

ler lecture : Aprés 24 heures, on observe des colonies jaunes.
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On va faire le test confirmatif c'est-a-dire le repiquage sur un milieu liquide de Schubert muni

d’une cloche de durham et incuber a 44°C/24 heure.

«2eme lecture : On observe un anneau rouge sur la surface de milieu avec une production de

gaz dans la cloche de durham. Donc on peut dire qu’il existe d’E.Coli dans 1’eau.

*Démembrement des streptocoques fécaux:

-Filtrer 100 ml d’échantillon sur une membrane de 0.5 pm de diamétre

-Placer la membrane sur une boite de pétri contenant du milieu slanetz et bartley

préalablement coule et refroidi.

-Le milieu slanetz et bartley et un support nutritif contenant des substances inhibitrices qui

laissent se développer préférentiellement colonies de streptocoques fécaux.

-Incuber les boites a 37 °C pendant 24heures.

Lecture

Aprés 24 heures on compte les colonies rouge violettes.

Test de confirmation

La confirmation des résultats est réalisée par I’utilisation de la gélose a la bile, a I’esculine et

a I’azide de sodium (BEA).C’est un milieu utilisé pour I’isolement et le dénombrement des

entérocoques et spécialement les entérocoques intestinaux.

— La bile de beeuf empéche la croissance des bactéries a Gram positif

— L’esculine provoque I’inhibition des bactéries contaminants a Gram négatif

— Les entérocoques hydrolysent I’esculine en glucose et en en sculétine, ce dernier composé
forme un complexe noir en présence des ions ferriques apporté par le citrate de fer.

*A T’aide d’une pince on préléve la membrane filtrante qui contient les microorganismes puis

on remplace uniquement le milieu SB par BEA.

L’incubation est réalisée a 44°C pendant 28h a48h.

3.4-Tests microbiologiques de la boue

3.4.1-Streptocoques fécaux

Ce sont des bactéries Gram positif, non sporulées, forme de chainette, ils sont présent dans

I’air, le sol, I’eau. Ce sont des germes aéro-anaerobie, leur présence est un indice de

contamination fécale, plus ou, moins récente (Pilet ,1983)

A. Test de présomption:

A partir de I’eau a analyser, porter aseptiquement :

=5 fois 10 ml dans 5 tubes contenant 10 ml de milieu ROTHED/C

*]1 ml dans un tube contenant 10 ml de milieu ROTHES/C

*50 ml dans un flacon contenant 50 ml de milieu ROTHED/C




Chapitre II Matériels et méthodes

*Bien mélanger le milieu et I’inoculum.

Incubation : Incuber a 37°C pendant 24 heures

Lecture : Apres la période d’incubation les tubes de Rothe présentant un trouble microbien
seront considerés comme positif.

B.Teste de confirmation

Trois gouttes prélevées de chaque tube trouvé positif seront repiquées sur un tube de eva
litskey. Aprés 24h d’incubation a 37°C seront considérés comme positif, les tubes présentant :
-D’une part un trouble microbien.

-D’autre part une pastille violette (blanche) au fond du tube.

I1'y a donc présence de streptocoques fécaux, et le résultat sera exprimé par le NPP selon la
table de Mac Grady.

*Coliformes

Ce sont des bactéries de la famille Enterobactéréaceae, Gram négatif, de forme de batonnets
non sporogenes, capable de croitre en aérobies a 37°C et fermentent le lactose avec
production de gaz. Les coliformes fécaux regroupent les germes ayant les mémes proprietes.
La présence d’Escherichia coli est un indice de contamination fécale. Ces germes sont des
témoins de 1’hygiene apportée au cours des étapes de fabrication du produit et nous permet
d’apprécier I’importance de contamination dans le produit a

examiner.(OMS,1994)(annexel2)

*Staphylocoques

Ce sont des coques a Gram positif, non capsulés, catalase+, aérobie facultatif staphylocoques
sont treés répandus dans la nature ainsi dans ’air, que dans le sol ou dans 1’eau. Ce sont des
commensaux : extrémement fréquent de la peau et des cavités naturelles de I’homme et des
animaux. Certains especes sont opportunistes (Staphylocoque epidermidis, Staphylocoque
saprohyteus), d’autre peuvent étre occasionnellement pathogeéne (Staphylocoque aureus) (Pilet

,1983).

4.4-Analyses microbiologiques du sol (Technique de dénombrement des microflores
tellurique)

4.4.1-Préparation des dilutions décimales

A partir d'un échantillon de sol destiné a I'analyse microbiologique, 1 g de sol est pesé puis
introduit dans un tube a essai contenant 9 ml de I'eau physiologique. Le contenu du tube

représente la solution meére. Dans un tube a essai contenant 9 ml d’eau physiologique
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stérilisée, est ajouté 1 ml de la solution mére. Le mélange bien agité représente la dilution a
10-1. 1 ml de cette dilution mélangé a 9 ml d’eau physiologique, correspondra a la dilution

10-2. On continue ainsi jusqu'a l'obtention de la dilution 10-

4.4.2-Microflore bactérienne:

Le milieu de culture utilisé pour le dénombrement de la microflore bactérienne du sol

est un milieu de gélose nutritive (annexe 05). Il présente I’avantage d’étre pas trop riche en
¢léments nutritifs et n’entraine pas un développement exagéré des colonies (Oustani, 2006)
Les bactéries sont cultivées sur milieu solide et ensemencées avec des dilutions jusqu’a 10-8.
La lecture des résultats par le dénombrement des colonies apparues se fait aprés incubation
pendant 24 heures par utilisation de compteur des colonies. (Bedjadj,2011)

4.4.3-Champignons:

On s’efforce généralement d’éviter le développement concurrentiel des bactéries en acidifiant
le milieu ou en y ajoutant de I’acide a pH 4

Les champignons sont cultivés sur le milieu OGA (annexe4) et ensemences avec des dilutions
décimales du sol a raison de 3 gouttes de chaque dilution (10 - 1 & 10 - 6) soit 0,2 ml sont
déposées sur chaque boite. La lecture des résultats se fait apres incubation pendant 7 jours a
28°C (Bedjadj,2011)

4.4.4- Les azotobacters

Ensemencer les dilutions du sol sur milieu gélosé favorisant la culture des azotobacters.
Numéroter les colonies développées apres incubation pendant 7jours a [l'étuve a
28°C.(Dari,2013)

5.Contréle microbiologique de tomate

L’analyse de la tomate été réalisée selon la norme microbiologique B-ON°52/4/P727/2004
(Lachhab,2013).

Les microorganismes dénombrés ou recherchés étaient essentiellement :

-La flore mésophile aérobies totale(FMAT),

-Les coliformes totaux(CT),

-Les coliformes fécaux(CF),

-Les germes anaérobies sulfito-réducteurs(ASR),

-Staphylococcusaureus,
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-Lessalmonelles.

7.1-Préparation des échantillons d’aliments pour analyse microbiologique Solution mére
La préparation de la solution mére consiste a peser aseptiquement dans un sachet stérile 25 g
de I’échantillon, le mélanger ensuite avec une quantité¢ neuf fois égale a celle de 1’eau
peptonée tamponnée (soit 225ml) et enfin souder le sachet en flambant son bord légerement a
la chaleur.

5.2-Dilutions décimales Principe

La préparation de dilutions décimales a lieu si nécessaire, en vue de réduire le nombre de
microorganismes par unité de volume pour permettre, aprés incubation, d’observer leur
éventuel développement (cas des tubes) ou effectuer le dénombrement des colonies (cas des
boites de Pétri).

5.2.1-Protocole

Transvaser, a I’aide d’une pipette stérilelml de la SM dans un tube de 9 ml de I’eau
physiologique stérile. Mélanger le tout avec un agitateur mécanique (vortex).

Cette opération est répétée sur les dilutions décimales allant de 10-2 a 10-4,

5.2.2Broyage et homogénéisation

L’utilisation d’un homogénéisateur de type péristaltique (Stomacher) est préconisée. Les
microorganismes seront délogés de I'échantillon par de forts jets de liquide et par I'écrasement
de l'aliment.

abituellement, l'aliment devrait étre homogénéisé pour une période d’une minute et demie
jusqu'a 2minutes.

5.2.3-Dénombrement et identification des germes

5.2.3.1-Dénombrement des germes totaux(FMAT)

Le dénombrement des germes totaux inclut toutes les cellules végétatives et les spores de
bactéries, les levures et les moisissures qui peuvent pousser a une température donnée sur ou
dans un milieu de culture donné.

Des micro-organismes strictement mésophiles ont une température optimale de 30-37°C. Leur
dénombrement est déterminé sur un milieu Plate Count Agar (PCA), milieu nutritif sans
inhibiteurs dans le but de favoriser le développement a 30°C/24h de tous les germes.

Prés de la flamme, on transfert 1ml de SM dans les boites de Pétri stériles a 1’aide d’une
pipette stérile, on répéte ’opération avec d’autre dilutions. On coule dans chaque boite de

Pétri environ 15ml de PCA préalablement préparé, fondu et refroidi a 1’étuve a une T° de
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37+1°C, mélanger soigneusement 1’inoculum, laisser solidifier puis incuber a 30+1°C pendant
21h£3h.
Aprés I'incubation, on compte les colonies pour chaque boite, les résultats sont exprimés en

UFC/mL.

5.2.3.2. Dénombrement des coliformes totaux(CT)
On transfert dans une boite de Pétri stérile 1ml de la SM a I'aide de pipette stérile, puis on
coule dans la boite du milieu VRBL préalablement refroidie. On mélange soigneusement
I’inoculum, puis on incube a37°+1°C pendant21h+3h.
Apres incubation, I’apparition de colonies rouge brique sur un milieu de culture lactosé

sélectif indique la présence de coliformes totaux.

5.2.3.3-Dénombrement des coliformes fecaux(CF)

Apres transfert dans une boite de Pétri de Iml de la SM a I’aide de pipette stérile et y avoir
coulé du milieu VRBL préalablement refroidie. On mélange soigneusement 1’inoculum et on
incube apres solidification a 44+0,5°C pendant 21h+3h puisque les coliformes fécaux sont des
bactéries thermo tolérantes .Aprés incubation a 44+0,5°C, D’apparition de colonies rouge

brique sur le milieu indique la présence de coliformes fécaux.

5.2.3.4-Dénombrement de Staphylococcus aureus

On transfert a ’aide d’une pipette stérile 0,1 ml de la suspension mere (dilution 10-1) a la
surface de bofte de milieu sélectif gélosé (BP). Répéter I'opération avec la dilution10-2 cuber
a 37£1°C durant 24 a 48 h£3h.

Lecture

Aprés incubation, les colonies caractéristiques sont noires, brillantes et convexes (1 a 1,5 mm
de diametre apres 24 h d'incubation et 1,5 a 2,5 mm de diamétre aprés 48 h d'incubation) et
entourées d'une zone claire qui peut étre partiellement opaque. Aprés 24 h d'incubation, peut
apparaitre dans cette zone claire un anneau opalescent immédiatement au contact des
colonies.

Confirmation

La confirmation se fait a travers la recherche de la coagulase. Cependant, on peut passer
d’abord parle test DNase, ensuite on réalise le test coagulase aux colonies confirmées
DNasepositive.

Test DNase Principe
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milieu gélosé a I’acide désoxyribonucléique permet la recherche de ’ADN des bactéries, et
particulierement celle des Staphylococcus aureus.

La révélation se fait par I’acide chlorhydrique (1fois normal) qui, une fois appliqué et laissé
pénétrer dans le milieu, les microorganismes positifs a la DNase, comme Staphylococcus
aureus, sont entourés d’une zone claire d'ADN dépolymérisé, tandis que les parties du milieu
plus éloignées de la bande d'ensemencement sont opaques et blanchétres, sous l'effet de
I'ADN polymérisé. Les colonies de microorganismes négatifs a la DNase ne présentent pas de
zones plus claires en périphérie des colonies. Si la zone autour de la strie est claire, la souche
est DNase (+) ; sinon, elle est DNase(-).

Technique

A partir d’une culture purifiée identifiée Staphylococcus, on ensemence par épuisement le
milieu gélosé a I’acide désoxyribonucléique a 1’aide d’une anse a fil droit, on incube a 37°C
pendant 24h.

Lecture

Si apres addition de 1’acide chlorhydrique, la zone autour de la strie est claire, la souche est

DNase .positif

Test coagulase Principe

Le plasma de lapin est un milieu idéal pour la recherche de la coagulase libre de
Staphylococcus aureus. La production de la coagulase permet de différencier les souches de
Staphylococcus aureusdes autres souches (epidermis,...)

Les souches de Staphylococcus aureus provoquent la coagulation du plasma le plus souvent
au coursdes 3 premiéres heures. Dans certains cas, la coagulation est plus légere et plus
tardive, mais la réaction ne doit étre considérée comme négative que si le phénoméne
n’intervient pas aprés la 24éme heure.

Technique

Aprées une étape d’enrichissement sur milieu BHI de I’inoculum de Staphylococcus
préalablement identifi¢ et confirmé DNase+, on préléve 0,5 ml de ce dernier, et on ’ajoute a
0,5 ml du plasma de lapin et on incube a 37+1°C pendant 24 h.

Lecture

Si la coagulation se produit dans les 24 h, la souche de Staphylococcus est coagulase positive.

5.2.3.5-Dénombrement des germes anaérobies sulfito-réducteurs

A partir de la SM, on transfert aseptiquement a l'aide d'une pipette stérile 1ml dans un tube
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contenant20ml de milieu viande foie ramen¢ a 47°C, puis on mélange doucement I’inoculum
au milieu de culture. Aprés solidification du tube, on incube a 37£1°C/24h+3h..

La couleur noire des colonies et ayant des alentours indiquent les colonies caractéristiques. lls
sont dus a la formation de sulfure de fer.

Le comptage des colonies se fait pour les dilutions contenant moins de 30 colonies. On
exprime les résultats en UFC/ml

5.2.3.6-Recherche des Salmonelles

La méthodologie employée au LRDEHM permettant d’isoler et identifier la bactérie
Salmonella dans les aliments. Elle comprend 4 étapes : le pré enrichissement,
I’enrichissement, ’isolement et I’identification (biochimique et par galerie API 20E.)
Pré-enrichissement en milieu non-sélectif

Il consiste a prélever de facon aseptique, différentes parties de la salade, a I’ensemencer dans
I’eau peptonée, puis I’incuber a 37+1°C pendant 24h+3h

Enrichissement en milieu sélectif

Les cultures de pré-enrichissement sont ensemencées dans un milieu nutritif contenant des
agents inhibiteurs actifs sur les germes qui font concurrence a Salmonella. Pour cela, on
transfert a ’aide d’une pipette stérile 0,1 ml de la culture de pré-enrichissement dans 10 ml de
bouillon rappaport et on incube a 44+0,5°C pendant 21h+3h.

Culture sur gélose sélective

Les cultures d’enrichissement sélectif sont étalées par stries sur des géloses sélectives qui
inhibe la croissance des bactéries concurrentes et permettent un examen visuel des colonies

présumeées Salmonella.
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3. Résultats et discussions

Résultats et discussions

3.1-Contrdle microbiologique des eaux usées

Le suivi de la qualité microbiologique des eaux consiste a la recherche des salmonelles, vibrion et au

dénombrement des germes suivants : les coliformes totaux et fécaux, les streptocoques fécaux ainsi que les

clostridium sulfito-réducteurs (tableau 02).

Echantillo coliforme coliforme clostri streptoco selmonelle Vibrion oeuf d'helminthe
n totaux fécaux dium que
fecaux
R N R N R | N R N R N R N R N

E1 290 26 10%" 8 6 ABS ABS ABS ABS ABS ABS*
10% * *

E2 400 40 10%" 6 5 ABS ABS ABS ABS ABS ABS*
108 * *

E3 350 60 10%" 1 5 ABS ABS ABS ABS ABS ABS*
108 0 * *

E4 270 23 10%" 1 4 ABS ABS ABS ABS ABS ABS*
108 2 * *

R : Résultats, N : normes,* normes algérienne, - normes OMS , ABS : Absence

Tableau 02 : résultats d’analyse bactériologique des eaux usées de la station

d’épuration d’AIN DEFLA
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B coliforme totaux

B coliforme fécaux

clostridiums sulfite-

réducteurs

B streptocoque fécaux

Figure 06: densité des germes pathogenes dans les quatre échantillons des eaux

usées.
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Les résultats des analyses microbiologiques confirment la présence des divers germes tels
que les coliformes totaux et fécaux, les streptocoques fécaux et clostridiums sulfito réductase

et I’absence des salmonelles, vibrion.

L’échantillon E2 contient le nombre le plus élevé des coliformes totaux et I’échantillon

E3 le nombre plus élevé des coliformes fécaux.

En comparant avec les normes de ’OMS et algérienne, on a remarqué que le taux des
coliformes fécaux dans les quatre échantillons est inférieur au seuil autorisé.

La réglementation de I’OMS se base plus particulierement sur la qualité microbiologique
de I’eau en raison de risque qu’elle provoque (OMS, 1989).Ces recommandations sont adaptées
au pays en voie de développement, elles représentent la limite au-dela de laquelle la santé

publique n’est plus assuré (Achour et Ounoki,2014).

Dans le cadre de I’évaluation des qualités physicochimiques et bactériologiques des eaux
usees brutes et épurées de la ville d’Ourgla et la possibilité de leur valorisation en irrigation,
AchouretOunoki,(2014)ont montré la présence de divers germes tels que les germes totaux, les
coliformes totaux, les streptocoques fécaux et les clostridium sulfito réducteur en nombre

appreciable.

Les résultats trouvés au cours de notre étude sont similaires de ceux rapportés par
Boufercha et Benmalek, (2017) et Bensalem, (2008) qui montre que les eaux usées épurées de
la STEP d’Ibn Ziads et Sidi Belabbas répond a la norme de OMS.

Figure07 : aspect des streptocoques fécaux sur milieu Slanetz et Bartley
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Figure 08 : aspect des clostridium sulfito réducteurs Figure 09 : aspect des coliformes totaux et fécaux sur

sur milieuviande foie

3.2-Controle microbiologique de la boue

Résultats et discussions

milieu tergitol.

En utilisant la méthode de NPP pour la recherche des coliformes totaux, les coliformes fécaux et les
streptocoques fécaux nous avons obtenu les résultats

échantillo n [coliforme  [coliforme  [clost  [streptocoqu [selmonelle  vibrion oeuf d'helminthe Istaphylo
totaux fécaux ridiu  lefecaux coccus
m aureus
R N R IN R R N R N R N R N R N
E1 160 | 26 3*106 [ND 92 - AB 8- AB |AB PRE [k3-10g |PRE [
s fog [ s MS
MS F
E2 160 | 40 [2*10% [ND 160 | AB 8- AB |AB PRE [k3-10g |PRE [
s g S s MS
MS
E3 +24 | 60 [2*10%t [ND 160 |- AB 8- AB |AB PRE [k3-10g |PRE [
0 S 10g S S MS
MS
E4 160 |- 23 [2*10% :;' 160 | AB 8- AB |AB PRE |<3-10g |PRE |
s g S 5 MS
MS

Tableau 3 : résultats d’analyse bactériologique des boues de la stationd’épuration

d’AinDefla
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Figure 10 : densité des germes pathogéne dans les 4 échantillons de la boue.

Selon la figure, les boues étudiées contiennent une quantité importante de germes
pathogenes tel que les coliforme totaux, coliforme fécaux, clostridiums, streptocoque fécaux,

Staphylococcus aureus et les ceufs d’helminthes.

On constate que 1’échantillon E3 est 1’échantillon le plus chargé en microorganismes

pathogenes.

Les résultats montrent aussi que les boues résiduaires utilisées dans les essais d’épandage
étaient conformes a la norme francaise NF U 44-095(J.0.26mars 2004) (Ramdani,2007) et la
norme tunisienne NT 106-20(2002)(Khelil et al.2016).

Selon Glenas (1980) et Duchene (1990), les conditions de vie bien particuliéres
(température, humidité, richesse du milieu) nécessaire au bon développement des germes
pathogénes ne se rencontrent pas lors du traitement biologique des eaux usées, ni lors du
traitement des boues ni de 1I’épandage ce qui signifie que la plupart des germes sont détruits

totalement.

D’autres auteurs tels que Bachac et al (1984) confirment que la survie de certains germes

pathogénes apres le traitement que subissent les boues et méme apres épandage.

En cas d’incorporation au sol, ces boues ne présenteraient pas de grands risques de

contamination car les germes subsistants se trouvent dans un milieu ou les
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conditions de vie bien particuliéres telles que la température et I’humidité, leurs sont défavorable.

Par conséquent, leur survie dans la nature se trouve limitée.

Figure 12 : Aspect des clostridiums sulfitoréducteurs sur milieu viande foie.

E
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Figurel3 :Aspect de Staphylococcus aureussur milieu Chapman.

3.3-Contrdle microbiologique de la tomate

Nous avons réalise dans notre travail un contréle microbiologique de la tomate afin de
savoir si ces derniéres sont contaminées par les germes pathogenes proviennent de la boue

épande. Les résultats sont présentés par le tableau 04

Echantillo | coliforme | coliforme | Clostridiu germe Salmonell | Vibrion ceuf
n totaux fécaux m aérobie a d'helminthe
mésophil
e
Témoin absence | Absence | absence absence Absence Absence | Absence
Tomate 1 absence | Absence | absence absence Absence Absence | Absence
Tomate 2 absence | Absence | absence absence Absence Absence | Absence

Tableau 4 : résultats de contrdle microbiologique de la tomate

L’¢évaluation de la qualité hygiénique des tomates a révélé 1’absence des germes pathogenes : la
flore des aérobies mésophilest otaux, les coliformes totaux les coliformes fécaux, les staphylocoques, les
salmonelles et les clostridium sulfito réducteurs.

Le niveau de la contamination bactérienne des tomates récolté du sol épandue par la boue est nulle,
ceci a été prouvé par les travaux de Breer,(1975) et Argent , (1978)qui ont trouvé que la survivance des
microorganismes pathogénes aprés épandage est variable suivant les especes.

A titre d’exemple, les salmonelles et les coliformes fécaux peuvent survivre de 20 & 70jours, les vibrions de
10a 20jourset les ceufs d’helminthes entre 30 et6 O jours.
Les travaux de Khelil et al, (2016) consiste a évaluer la qualité microbiologique des produits agricoles

cultivés sur des sols ayant recu différentes doses de boues résiduaires urbaines. Les essais ont été menés sur

E
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trois cultures maraichéres qui sont le radis, la laitue et le concombre. Quatre doses de boues variant de 5 a
100 tonnes/ha ont été testées. Les résultats montrent que la contamination par les indicateurs fécaux varie
considérablement pour un méme traitement. Dans le cas des trois cultures, la dose des boues appliquée au
sol n’influence pas significativement le niveau de contamination bactérienne des produits. Pour la laitue, les
feuilles périphériques, souvent en contact avec le sol, sont significativement plus contaminées par les

coliformes et les streptocoques fécaux que les feuilles internes.

Des recherches qui ont été faites sur la valorisation des boues dans I’agriculture par Rejeben 2011.
Selon les premiers résultats obtenus, les produits agricoles produits sur le périmétre de BorjTouil présentent

une qualité bactériologique satisfaisante.
3.4-Résultats des analyses du sol :
3.4.1-Reésultats des analyses physico-chimiques :

Le tableau suivant résume les résultats du pH, humidité et conductivité électrique des échantillons du sol.

sol irrigué par eau sol épandu par la boue
traitée

Ph 9,00 8,5

Humidité 7,30 4,7

conductivité électrique 0,10 0,12

Tableau 2 : résultats des analyses physico-chimique

Le pH est supérieur a 8. Il est de l'ordre de 9,00 et 8,50 pour le sol irrigué par I’eau traitée et le sol épandu

par la boue, respectivement. D'apreés les classes de pH de I'extrait 1/5 nos sols sont alcalins (Dari,2011)

Par ailleurs, la conductivité électrique du sol irrigué par I’eau traitée est de 1’ordre de 0,10 (ds/m), et celui

épandu par la boue est de I’ordre 0.12 (ds/m). Cela nous a conduits de classer nous sols parmi les sols non

salés.
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3.4.2-Résultats des analyses microbiologiques :
Pour savoir I’effet de I’irrigation par les eaux usées et 1’épandage par la boue sur la microflore du sol,
nous avons réalisé le dénombrement des microorganismes avant et aprés épandage et irrigation. Les tableaux

3 et 4 résument les résultats trouvés.

bactéries champignon Azotobacter
SE S1 15,59 x 105 23,20x102 15,45x104
UFC/gs. s g/g.s.s UFC/gs. s
SE S2 | 54,54x104 08,90x102 80,45x103
TEMOIN UFC/gs. s g/g.s.s UFC/gs. s
SEl1 10,10x105 15 ,20x102 98,75x103
UFC/gs. s g/g.s.s UFC/gs. s
SE I2TEMOIN | 20,10x104 8,78x102 60,45x103
UFC/gs. s g/g.s.s UFC/gs. s
SE 111 15,50x104 20,3x102 90,78x103

Tableau 6 : Dénombrement des microorganismes dans sol irrigué par les eaux usees

g/g. s. s: germes par gramme du sol sec

bactéries champignon azotobacter
SE S1 15,59 x 105 23,20x102 15,45x104
UFC/gs. s 0/g.s.s UFC/gs. s
SE S2 | 54,54x104 08,90x102 80,45x103
TEMOIN UFC/gs. s 0/g.s.s UFC/gs. s
SEl1 10,10x105 15 ,20x102 98,75x103
UFC/gs. s g/g.s.s UFC/gs. s
SE I2TEMOIN | 20,10x104 8,78x102 60,45x103
UFC/gs. s g/g.s.s UFC/gs. s
SE 111 15,50x104 20,3x102 90,78x103
UFC/gs. s g/g.s.s UFC/gs. s
SE 112 | 10,40x104 15 ,78x102 70,78x103
TEMOIN UFC/gs. s g/g.s.s UFC/gs. s

Tableau 4: Dénombrement des microorganismes dans le sol épandu par la boue

¢
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3.4.2.1-Bactéries :

bactéries
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Figure 14 : la densité de la microflore bactérienne dans les deux sols.

A partir des résultats représentés dans le tableau il ressort qu'au point de vue densité par rapport aux
deux type de sol, le nombre de microorganismes est élevé en sol irrigué par les eaux traitées par rapport au

sol épandu par la boue.

D’apres les résultats nous remarquons que la densité des bactéries est plus élevéedans le sol irrigué par
les eaux usées avec un seuil de 15,59 x 105 UFC/g s. s
On remarque que les bactéries sont les microorganismes les plus dominants dans les deux sols, cette
dominance pourrait étre attribuée a 1’ubiquité des bactéries qui sont capables de coloniser des milieux
différents et elles peuvent étre activées pour de grands domaines de température, d’acidité, d’alcalinité, de

pression et de salinité (Dommergues et Mangente ,1970).

Quant a I’effet de I’acidité, plus le sol est acide, moins la biomasse microbienne est importante. Les
bactéries sont plus favorisées par des milieux proches de la neutralité (Boullard et Morceau,1962)
Le taux des bactéries est toujours plus éleve dans le sol irrigué par rapport au sol témoin. Cela est dl
certainement au taux élevé de I’humidité du sol irrigué et probablement de la richesse des eaux usées en

minéraux et matiére organique.




Chapitre III Résultats et discussions

L’humidité régle I’activité biologique de plusieurs manigres :
e Elle intervient directement puisque 1’cau est indispensable au développement des organismes vivants ;
e Elle intervient indirectement :
e en modifiant les échanges gazeux,
e en transportant verticalement ou latéralement diverses substances, dont les substrats énergétiques ou

certains éléments de la microflore

Nos résultats confirment ceux trouvés par de Bazzine (2003) et Karibi(2010) qui arrivent a montrer que
la densité des microorganismes est prédominée par la microflore bactérienne
Les microorganismes du sol sont largement hétérotrophes ce qui veut dire qu’il dépend d’une source de
matieres organiques pour entirer leur énergie et se multiplier, on parle aussi des microorganismes
décomposeurs.

Les travaux de Foster et al. (1983) ont permis de constater que les microorganismes ne sont pas
distribués de fagon homogéne dans le sol, mais se retrouvent plut6t sous forme de micro colonies, pour la

plupart dans un état de dormance.

Dés qu’une source d’énergie se trouve prés de ces micro colonies, 1’état de dormance des cellules
microbiennes est levé, si des éléments nutritifs sont présents les microorganismes se multiplieront

rapidement .L’arrivé d’une source d’énergie survient lorsqu’on amende le sol.

Les agrégats formés par I’activité microbienne de décomposition des matiéres organiques ont toutefois
une durée de vie limitée et se désagrégeront a mesure que les microorganismes se décompose et s’humifie et
que les microorganismes mourant ou entreront de nouveau en dormance apres avoir eépuisé leur source

d’énergie.(Dayegamiya,2007)

-
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Figure 15 : Aspects macroscopique des colonies des bactéries

3.4.2.2-Champignon :
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Figure 13 : la densité des champignons dans les deux sols.
Pour la microflore fongique, on constate que la densité des champignons dans les sols irrigués par 1’eau
traitée est plus importante par rapport a celui épandu par la boue. La densité varie entre 23,20x102g/g. s. S
dans I’échantillon SE S1 et 8,78x102g/g. s. s dans I’échantillon SE 12temoin
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On constate egalement que la densité des champignons est moins importante que les bactéries dans les
deux sols. Cette diminution peux étre expliqué par la particularité que posséde les champignons vis-a-vis de
I’acidité, en effet les champignons préférent des milieux acides ou ils ne rencontrent pas la concurrences des
bactéries (Morel ,1982), le PH alcalin de nous deux sols explique la faible densité des champignons par
rapport aux bactéries.

On remarque que la densité des champignons dans le sol irrigué par les eaux traitées est supérieure a
celui épandu par la boue.En effet, la répartition et le nombre des champignons dans le sol sont affectés par
nombreux facteurs du milieu, tels que :

-La teneur du sol en matiére organique au dépend de laquelle vivent ces microorganismes hétérotrophes,

-L’humidité peut également diminuer le nombre des champignons dans le sol en réduisant leur activité

3.4.2.3-Azotobacter
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Figure 14 : la densité des azotobacters dans les deux sols.
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Le dénombrement des azotobacters a montre que ces derniers sont relativement faibles,
Nous avons enregistré des valeurs qui varient entre 38,35x103dans I’échantillon SB 112
témoinet 15,45x104dans I’échantillon SE S1.

On remarque aussi que le taux augmente toujours dans les échantillons irrigués par I’eau
traitée par rapport a ’échantillon témoin par contre le taux ne varie pas vraiment dans les
échantillons épandus par la boue, cette variation est peux étre due au richesse en minéraux et
matiere organique dans les échantillons irrigués par les eaux useées par rapport aux
échantillons épandus par la boue qui ont épuisé leur matiéres organique a cause de la culture

de la tomate .

Figure 16 : aspect de colonie d’azotobacter

Les travaux de Yaakoubi et al , qui ont été fait sur la margines dans le but d’évaluer les
effet des différentes dose de margines sur la microflore du sol Les résultats obtenus montrent
que I'épandage des margines a engendré une augmentation de la flore mésophile aérobie totale
du sol en comparaison avec le témoin.

Cette évolution croissante de la FMAT pourrait étre expliquée par l'enrichissement du
milieu en azote minéral par les aérobies d'azote qui s'activent également suite a I'épandage des

margines et par le C soluble apporté.
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Matériels et méthodes

CONCLUSION
GENERALE

N



Dans ce travail, nous avons étudié la qualité bactériologique des eaux usées et la boue de la
station d’épuration de Ain Defla afin d’étudier I’aptitude de les utilisation dans I’agriculture et
d’évaluer la qualité microbiologique des produits agricoles cultivés sur le sol épandu par la

boue

Les analyses et les mesures microbiologiques des eaux épurées ont montré que les valeurs de ces
parametres sont conformes aux normes requises et sont donc de bonne qualité pour leur réutilisation en

irrigation, ceci dit elles ne présentent aucun danger quant a leur réutilisation

Les tests d’identification des bactéries isolées a partir de la boue ont permis d’identifier les
especes suivantes : coliforme totaux, coliforme fécaux, clostridiums, streptocoque fécaux,

Staphylococcus aureus et les ceufs d’helminthes

Le dénombrement bactérien réalise sur les échantillons de tomate montre que les boues

résiduaires n’ont pas un effet sur le produit agricole.

Les résultats du dénombrement des différents groupes microbiens du sol montrent une
variation de la biomasse microbienne entre les échantillons étudiés et les échantillons témoins,
les résultats révelent que les bactéries sont les plus nombreuses, nous avons enregistré une
valeur maximum de 15,59 x 105 UFC/g s. s dans I’échantillon SES1. Le taux de la

microflore le plus élevé a été trouve dans le sol irrigué par les eaux usées traitées.

beaucoup de facteurs peuvent influencer I’activité biologique du sol tels que : le types

du sol, le type de la matiere organique, I’humidité et la température du sol, etc..

Perspectives :

Cependant pour confirmer nos résultats, il serait nécessaire de :

*Faire des analyses chimiques telles que le dosage de I’azote et de carbone pour comprendre
mieux la variation de I’activité biologique du sol irrigué par les eaux usées traitées ou épandus
par la boue ;

«Etaler I’étude sur une période plus longue avec plusieurs prélevements ;

*Caractériser a I’échelle moléculaire la microflore du sol par PCR, PCR en temps réel,

Séquencgage de I’ADN.

gl
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Annexe 01: Arrété interministériel correspondant au 2 janvier 2012

Arrété interministériel correspondant au 2 janvier 2012 fixant
les spécifications des eaux usées épurées utilisées a des fins

d’irrigation, parametres microbiologiques

Paramétres microbiologiques
Coliformes fécaux ) ) )
. Nématodes intestinales
y UFC /100ml .
Groupe de cultures ceufs’ 1
moyenne .
s inen moyenne arithmétique
géométrique
Irrigation non restrictive
Culture de Produits pouvant étre 100 absence
consommes crus
Légumes qui ne sont consommeés que cuits
Légumes destinés a la conserverie ou a la 250 0.1
transformation non alimentaire
Arbres fruitiers(1)
Cultures et arbustes fourragers (2)
Cultures céréaliére Seuil recommande i
Cultures industrielles(®) 1000
Arbres forestiers
Plantes florales et orementales(d)
Cultures du groupe précédant UFC /100 ml Pas de normes Pas de normes
utilisant I"irrigation localisées(5) () recommandées recommandées

1) L’irrigation doit s’arréter deux semaines avant la cueillette, aucun fruit tombé ne doit
ramasse sur le sol, I’irrigation par aspersion est a éviter.

2) Le paturage direct est interdit et il est recommandé de cesser I’irrigation au moins une

semaine avant lacoupe.
3) Pour les cultures industrielles et arbres forestiers, des parametres plus permissifs peuvent

étre adopté
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ANNEXE 02 : gélose nutritive a I'extrait de terre POCHON, 1954

Extraitdeviandelg

Extraitdelevure2

Chlorure de sodium01 5
Peptone...10g

Agaragar...159

Extraitdeterre100ml

-Dissoudre les constituants dans 900 ml d'eau distillée, puis dans l'autoclave a 121°C
pendant 15 min

ANNEXE 3-Milieu de culture de champignon(OGA)

La préparation de ces milieu et comme suite:
-dissoudre sous un bec bunsen les constituants de milieu dans une petite quantité
d'eau distillée puis compléter le volume jusqu'a un litre.

-ajuster le PH de milieu.
-repartir le mélange dans des flacons fermé et autoclave a 112 °C pendant 20 min.

-conserver le milieu au réfrigérateur jusqu'au moment de l'utilisation.

ANNEXE 4 :Azotobacters (milieu Ashby)

[ 11 ot L PSSP 10g
K2HPOZ ...ttt re e 0.2¢9
IMOSOE ... 0.2g
K2SO ...ttt 0.1g
CACODS ... s 59
GElOSCOUIAZAT. ... weiiiiiiiiiei e 159

BAUAISTIIEE ... e e ettt 1000ml
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ANNEXE 05 : Préparation de I'extrait de terre

Choisir un terre assez riche (type terre de jardin) de Ph neutre ou Iégérement alcalin

et autant que possible, employer toujours la méme terre.

-mélanger a poids égal terre et eau du robinet (si n'est pas exagérément chlorée), ou mieux

eau de source ou de puits. Laisser macérer 24h a la température du laboratoire.

Porter a l'autoclave 1h a30°C. Laisser décanter et filtrer a chaud sur papier. Vérifier le ph
qui doit étre voisin de la neutralité. Repartir en récipient bouchés au coton, stériliser 20
minutes a 112°C.

ANNEXE 6: Point de prélévement des eaux usees épurees
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ANNEXE 7: Point de prélevement de la boue
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ANNEXE 9 : Mode opératoire pour la recherche des salmonelle

L’incubation se faite a 37°C pendant 24h
Jour 01 :

e On effectue un premier enrichissement sur SFB D/C et S/C soit:

e Ajouter 100ml de la solution mere dans un flacon de 100ml de SFB D/C additionné de 04ml
d’additifSFB.
e Ajouter 10ml de la solution mére dans un flacon de 100ml de SFB S/C additionnée

de 02ml d’additifSFB.

Jour 02 : a partir de SFB (D/C et S/C) on effectue :

e D’une part un premier isolement sur Hektoen+additifs.

e D’autre part un deuxieme enrichissement sur SFB entubes.

Jour 03 : A partir de la gélose Hektoen, repérer les colonies vertes A partir du deuxiéme
enrichissement, on effectue :
e D’une part un deuxiéme isolement surHektoen.

e D’autre part un troisi¢me enrichissement sur SFB entubes

Jour 04 :

Répéter les caractéres du TSI, puis procéder a :
Une identification biochimique, dont les tests sont :
e Oxydase, ONPG, Urée, Indole, TDA, ADH , LDC,0DC.

A partir du deuxiéme isolement sur Hektoen, repérer les colonies latose -(vert) puis ensemencer
sur un tube de TSI.

A partir du troisieme enrichissement effectuer un troisieme isolement sur Hektoen.
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Annexe 10 :Mode opératoire la recherche de vibrio

L’incubation se faite a 37°C pendant 24heures

1 Cette recherche nécessite une pesé de 50g du produit a analyser qu’on doit diluer dans
500ml d’eaustérile.

2. Apres la période d’incubation, on effectue un premier enrichissement sur EPA 10fois
concentré (eau peptonée alcaline), on verse le contenue du premier flacon d’EPA 10xC

jusqu’au trait de500ml.

3. A partir du flacon D’EPA 10xC, on effectue:

- D’une part un deuxieme enrichissement sur EPAtube
- D’autre part un premier isolement surGNAB.

4. Apres la période d’incubation:

- A partir de la boite de GNAB, repérer les colonies transparentes (sous forme de
goutte d’eau) puis effectue ’oxydase de la moitié de la colonie et I’autre moitié
ensemencer sur TSI (ou KIA)tube.

- A partir du deuxieme enrichissement sur EPA tube, on effectue :

D’une part un deuxieme isolement sur GNAB.

D’autre part un troisiéme enrichissement sur EPA tube.



Chapitre II Matériels et méthodes

Annexe 11 :Mode opératoire staphylococcus

L’incubation se faite a 37°C pendant 24h. Cette recherche nécessite d’abord la
préparation du milieu d’enrichissement a savoirSml de Tellurite de potassium dans un flacon
de Giolitti Cantoni :

Prendre aseptiquement 01ml des dilutions 1, 1072, 1072...dans des tubes secs stériles,

puis ajouter dans chaque tube 15ml du milieu d’enrichissement

Apres la période d’incubation les tubes ayant Virés au noir seront considérés comme

positifs. A partir de ces tubes, effectuer des isolements sur le milieu de Chapman

Apres le délai d’incubation, repérer les colonies suspectes : le staphylocoque se
présente sur milieu de Chapman sous forme de colonies de taille moyenne lisse et
pigmentée en jaune.

Effectuer une réaction catalase sur ce type de colonies a I’aide d’eau oxygénée
; en tenant compte du fait que le staphylocoque est catalase +.

Le caractere de pathogénicité est effectué ensuite par le test de staphylocoagulase

a I’aide du plasma du lapin.
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Annexe 12 : Mode opératoire pour la rechereche coli

a. Test de présomption:

A partir de la dilution mere, porter aseptiqguement :

= 5 fois 10 ml dans 5 tubes contenant 10 ml de milieu BCPL D/C muni
d’une cloche de Durham.

= 1ml dans un tube contenant 10 ml de milieu BCPL S/C muni d‘une cloche
deDurham.
= 50 ml dans un flacon contenant 50 ml de milieu BCPL D/C muni

d'une cloche de Durham

Incubation : Incuber a 37°C pendant 24 heures

Lecture : Apres la période d’incubation, les tubes présentant :

- D’une part un dégagement de gaz dans la cloche.

- D’autre part un trouble microbien, sera considéré comme positifs.

Le résultat sera exprimé par le NPP selon la table de Mac Grady.

b. Teste de confirmation

Chaque tube de BCPL positif, sera repiqué sur milieu Shubert. Apres incubation
a 44°C pendant 24heures on ajoute 02 a 03 gouttes du réactif de Kovacs pour voir
I’apparition d’un anneau rouge qui témoigne de la production d’indole par les
coliformes fécaux (E. coli).

Les résultats sont exprimés selon la table de Mac Grady.
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